UNIVERSITATEA DE STAT DIN MOLDOVA
SCOALA DOCTORALA STIINTE ALE NATURII

Consortiul: Universitatea de Stat din Moldova, Institutul de Dezvoltare a Societdtii Informationale,
Universitatea de Stat ,,Bogdan Petriceicu Hasdeu” din Cahul

Cu titlul de manuscris

CZU: [612.33 + 591.13]:579.864(043)

BOGDAN VICTORIA

ROLUL FIZIOLOGIC AL ENTEROCOCILOR INTESTINALI iN
MENTINEREA SANATATII TUBULUI DIGESTIV

165.01 — Fiziologia omului si animalelor

Teza de doctor in stiinte biologice

Conduciitori stiintifici: [TIMOSCO Marial,
doctor habilitat in stiinte biologice,
profesor cercetator

f/z/m/; VRABIE Valeria,

doctor in stiinte biologice,
conferentiar cercetdtor

Autor:

CHISINAU, 2024



© Bogdan Victoria, 2024



1.1
1.2.

1.3.

1.4.

1.5.
1.6.

2.1.
2.2.

2.2.1.

2.2.2.

2.3.

2.3.1.
2.3.2.
2.3.3.

2.4.

2.4.1.
2.4.2.

2.4.3.
24.4.

2.5.
2.6.

3.1.

CUPRINS

ADNOTARE. ...
PN £ 15 (0 N 117 5 CO U
ANNOTATION ...
LISTA ABREVIERILOR ..ot
LISTA TABELELOR. ..ottt
LISTA FIGURILOR ....ocoiiiiiiieete e
INTRODUCERE.......c.coiiiiiiiie e
SEMNIFICATIA MICROBIOTEI INTESTINALE iN
FUNCTIONALITATEA SI SANATATEA ORGANISMULUL
ROLUL FIZIOLOGIC SI POTENTIALUL PROBIOTIC AL
ENTEROCOCILOR ..ot
Functiile fiziologie ale microbiotei intestinale ............cccocvvvviiiiiiiniiinnn
Semnificatia fiziologica a corelatiei dintre microflora si macroorgansim in
PTOCESUL COLOMIZATTI. cvvveiuvvieiiiie i sttt
Interrelatiile microbiotei cu organismul-gazda si rolul fiziologic al acestora
in sdnatatea tubului digestiv si @ 0rganiSMuUlUL..........ccccoveveiiiiiiniiiieeen,
Incidenta si rolul enterococilor in sanatatea tubului digestiv si a
OrganiSMUIUT INEEGIU ......oiviiiiiiieeeee s
Potentialul enterococilor in calitate de probiotice ...........ccceevveevrierveerieennnnne.
Concluzii 1a capitolul L.........cooiiiiiiie e
MATERIALE SI METODE DE CERCETARE .......cccoiiiiiiiieiee
Material de STUIU .......c.eiiieiiiiieieee e
Metode de izolare si determinare cantitativa a enterococilor ...............ce.....
Izolarea, identificarea si determinarea tulpinilor pure de microorganisme
TUALE TN SEUATU Lot e e e sre e
Cuantificarea tulpinilor de bacterii INVeStIgate ............ccocevvvreiiniiieieieee
Descrierea schemelor experimentelor ce au vizat studiul aspectelor
fiziologice ale enteroCOCIHION ..........ccooiiiiiiiic
Studierea incidentei enterococilor la subiecti umani si la animale ................
Studierea influentei ratiei alimentare asupra efectivului de enterococi .........
Studierea incidentei enterococilor in functie de statutul fiziologic al
OrganiSMUIUI-ZAZAA ........ccveiviiiiiiii e
Studierea proprietatilor tulpinilor de enterococi in calitate de probiotice .....
Determinarea capacitatii adezive a tulpinilor izolate de enterococi...............
Determinarea activitatii antagoniste a tulpinilor de enterococi fatd de unii
reprezentanti ai florei microbiene conditionat-patogene si patogene.............
Investigarea compozitiilor microbiene cu utilizarea tulpinilor de enterococi

.....

INCIDENTA, NIVELUL CANTITATIV SI ROLUL FIZIOLOGIC
AL ENTEROCOCILOR iN TUBUL DIGESTIV UMAN SI ANIMAL ..
Incidenta enterococilor in grupul bacteriilor acidolactice sub forma de coci

3

22
24

29

36
45
50
53
53
55

55
59

60
60
61

64
65
65

66
66
68
68
70

71



3.2.

3.2.1.

3.2.2.

3.3.

3.3.1.

3.3.2.

3.4.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

(1aCtOCOCH SI STFEPLOCOCH)...vvevverveveiiisiisiieiee ettt
Incidenta si nivelul cantitativ al enterococilor in diferite obiecte biologice
luate in studiu in functie de specie, mediul de trai, varsta si starea sanatatii
TUDUIUT AIQESTIV.. .
Incidenta si nivelul cantitativ al enterococilor in continutul intestinal la
diverse specii de animale si in diferite medii de viata ..........ccccccevererernenenn
Incidenta si nivelul cantitativ al enterococilor in dependenta de varsta si
starea sanatatii tUDUIUT dIQESTIV........cccooiiiiiiiic
Influenta ratiei alimentare asupra procesului de multiplicare si dezvoltare a
enteroCoCilor INESLINANT ...........covoiiiii
Influenta ratiei alimentare de diferita valoare nutritiva asupra incidentei
enteroCoCilor INESLINANT ..........cccvci i
Influenta ratiei alimentare cu diferitd structurd calorica asupra incidentei
enterocoCilor INEEStINANT .........ccoiiiiii e

Valoarea numericd a enterococilor in corelatie cu statutul fiziologic al
OrganiSMUIUT QAZABT .......oiviiiiiiiieieeee s
Concluzii 1a capitolul 3.........coooiiiiiee e
PROSPECTIUNEA UNOR TULPINI DE ENTEROCOCI iN
CALITATE DE PROBIOTICE ......ccooiiiiiieieee e
Izolarea tulpinilor de enterococi si studierea proprietatilor de adeziune si
activitatii antagoniste fata de patogeni ale acestora in vederea utilizarii lor
CA PIODIOTICE. ...t

Compatibilitatea enterococilor cu alte bacterii specifice microbiocenozei
TUDUTUT DIGESTIV.....eoieee s

Influenta unor noi compozitii microbiene pe baza de enterococi asupra
anumitor parametri functionali la animalele de interes economic (animale
10 ] £ 010 (=) TSSO

Concluzii la capitolul 4...........coooieieei e

CONCLUZII GENERALE SIRECOMANDARI ..........c..ccccoovrrrennne.

BIBLIOGRAFIE ...

F AN 1<) N P OO S PUPPRRPPO
AANEXA 2.ttt ettt e e e e e e e e e e e e e et br e e e e e bbr e e e aabbaaeeaarbaaeeaas
y AN 012 TSSO
ANBXA Ao et r e araeas
DECLARATIA PRIVIND ASUMAREA RASPUNDERII .....................
CURRICULUM VITAE AL AUTORULUI ....ccociiiiiiiiceeeee e,

72

74

74

81

89

90

108

119
133

136

137

150

157
168
170
173
200
200
202
221
222
248
249



ADNOTARE

BOGDAN Victoria ,,Rolul fiziologic al enterococilor intestinal in mentinerea sanatatii
tubului digestiv”, teza de doctor in stiinte biologie, Chisinau, 2024.

Structura tezei: introducere, patru capitole, concluzii generale si recomandari, bibliografie
cu 360 de titluri, volumul tezei este de 250 de pagini, 172 de pagini de text de baza, 4 anexe, 19 de
figuri, 36 de tabele. Rezultatele obtinute sunt publicate in 22 de lucrari stiintifice.

Cuvintele-cheie: enterococi, rol fiziologic, microbiota intestinald, sanatate, factor alimentar,
probiotic.

Scopul lucrarii: Elucidarea unor aspecte fiziologice privind semnificatia enterococilor
pentru sanatatea tubului digestiv si evidentierea potentialului probiotic al unor tulpini de enterococi.

Obiectivele cercetirii: investigarea incidentei si nivelului cantitativ al enterococilor in tubul
digestiv uman si animal in functie de statutul fiziologic al organismului; studierea actiunii factorului
alimentar asupra continutului enterococilor si evidentierea rolului acestora in mentinerea echilibrului
microbian intestinal benefic; izolarea, identificarea si selectarea celor mai avantajoase tulpini de
enterococi intestinali cu potential sanogen si elucidarea proprietatilor probiotice ale acestora;
prospectiunea si testarea noilor compozitii microbiene elaborate pe baza de enterococi cu
semnificatie in mentinerea dirijata a sanatatii tubului digestiv si a organismului.

Noutatea si originalitatea stiintifica consta in evidentierea corelarii nivelului cantitativ al
enterococilor cu cel al bacteriilor benefice in conditii, cand nu se atestd dezvoltarea disfunctiilor
intestinale, ceea ce denotd despre rolul enterococilor in mentinerea echilibrului microbian intestinal
sanogen, fapt demonstrat prin elucidarea modificarilor efectivului enterococilor din continutul
intestinal in functie de statutul fiziologic al organismului si de actiunea factorului alimentar. La
inducerea drasticd a proceselor patologice, enterococii isi pierd actiunea sanogend si pot deveni
agenti patogeni in coalitie cu alti patobionti. In baza corelirii enterococilor cu bacteriile benefice
microflorei intestinale se poate de dedus despre echilibrul microbian intestinal si starea sanatatii
tubului digestiv. A fost dovedit potentialul probiotic al unor tulpini de enterococi, care este identic
sau mai avantajos in comparatie cu potentialul probiotic recunoscut al unor bacterii obligative si
testata eficacitatea compozitiilor noi microbiene enterococice in mentinerea sanatatii tubului digestiv
si a organismului.

Rezultatele obtinute care contribuie la solutionarea problemei stiintifice importante: A
fost stabilita corelatia benefica a enterococilor cu bacteriile obligative intestinale in mentinerea unui
mediu intestinal sanogen si reliefata posibilitatea modularii componentei microbiotei intestinale in
aspect sanogen la administrarea ratiilor alimentare de diferitd valoare nutritiva si structura calorica,
ceea ce ar permite, prin actiune prebioticd a macronutrientilor din ratii, de a fortifica capacitatile
microflorei de a stopa dezvoltarea patogeniilor intestinale. A fost argumentatd experimental
posibilitatea includerii unor tulpini de enterococi in compozitii microbiene cu actiune probiotica.

Semnificatia teoretica constd in dezvoltarea cunostintelor referitor la rolul enterococilor
intestinali in sdnatatea tractului gastrointestonal in functie de mediul de trai, de statutul fiziologic al
tubului digestiv si al organismului, de actiunea factorului alimentar si de compatibilitatea lor cu alte
bacterii comensale. A fost stabilit efectul sanogen al enterococilor, care se mentine in cazurile cand
efectivul numeric al acestora nu depaseste cel al bacteriilor benefice si se formeaza o corelatie cu
aceste bacterii, ce controleaza dezvoltarea bacteriilor patogene.

Valoarea aplicativa a lucrarii: A fost demonstrat potentialul probiotic al unor tulpini izolate
de enterococi (tulpini pure) ce se exprima mai benefic in asociatie cu bifidobacteriile si
lactobacteriile, recomandata utilizarea lor in calitate de probiotice si elaborate compozitii microbiene
ce contin tulpini testate de enterococi cu actiune sanogena.

Implementarea rezultatelor stiintifice: Rezultatele cercetarii au fost aplicate in procesul de
cercetare in cadrul Institutului de Fiziologie si Sanocreatologie, Universitatea de Stat din Moldova.



AHHOTAIMS

BOI'TAH Buxkropusi «®u3u0J10ru4ecKasi pojib KHIIEYHbIX IHTEPOKOKKOB B MO/1ePKAHUU
3I0POBbSI MUIIEBAPUTEIHHOTO TPAKTA», THCCEPTALNMS HA COMCKAHNE YIYEHOW CTeNeH! KaHIUAaTa
Oouosoruueckux Hayk, Kumunes, 2024.

CTpyKTypa auccepTaluu. BBeACHNE, 4 II1aBbl, BBIBOABI M PEKOMEHIAINH, CIIUCOK JIUTEPATYPHI
n3 360 HauMeHOBaHMH, 4 MpUIOKEHHs, 172 CTpaHUL OCHOBHOTO TeKCTa, 19 pucyHKoB M 36 Tabmuim.
Pe3ynbTathl H35105keHBI B 22 Hay4YHBIX paboTax.

KuroueBble c10Ba: YHTEPOKOKKH, (DH3HOIOTHYECKAS POJIb, MUKPOOHOTAa KUIIIEYHHUKA, 3/I0POBBE,
MUTIEBBIC (PaKTOPHI, MPOOHOTHKH.

Lenp paGoThI: BHISBICHUE HEKOTOPBIX (DU3MOJIOTMYECKUX ACIICKTOB 3HAYCHHSI HTEPOKOKKOB
JUTSL 37I0POBBSI THIIEBAPUTEIHHOTO TPaKTa M TPOOMOTHYECKOTO TOTEHIMANa OTHAENBHBIX INTAMMOB
SHTEPOKOKKOB.

3agaun  MCCJIETOBAHMSA. W3YyYCHUEC HANWYUAS W  KOJMYSCTBECHHOTO YPOBHS KHUIICUHBIX
SHTEPOKOKKOB B IMHUIIEBAPUTEILHOM TPaKTE UENOBEKAa W JKUBOTHBIX B  3aBUCHUMOCTH  OT
(hM3UOIIOTUYECKOTO COCTOSIHUSI OpPTraHW3Ma; M3y4YeHHE JCWCTBUS MHIIEBBIX (DAaKTOPOB HA COJEpIKaHHE
KHIIEYHBIX JHTEPOKOKKOB W BBIABICHHE WX POJU B IMOIJEP)KAHUH TIOJIE3HOTO MHKpPOOHOTO OanaHca
KHIIICYHUKA; BBIJCICHUE, UACHTU(UKALIUA U CEJICKIMA HAauOO0JIee MEePCICKTHBHBIX IITAMMOB KUIICUHBIX
SHTEPOKOKKOB, OONaJalONINX CAHOTEHHBIM TMOTEHIIMAJIOM, W H3yYeHHEe WX MPOOMOTHYECKHX CBOICTB;
BBISIBJIICHHE U TECTUPOBAHIE HOBBIX MUKPOOHBIX KOMITO3HUIIMNA pa3pabOTaHHBIX Ha OCHOBE SHTEPOKOKKOB,
oOnamatomux  HauOouyblie  3(G(EKTUBHOCTBIO  JUIS  MOAJCPXKAaHHMS  3J0POBbS  OpPraHu3Ma U
MUIIEBAPUTEIILHOTO TPAKTA.

Hayuynas HOBH3HA M OPUTHHAJBHOCTH 3aKJIIOYAETCA B BBISIBICHHE KOPPEISIIUU YHCICHHOCTH
SHTEPOKOKKOB C YPOBHEM TIIOJIC3HBIX OakTepwii B YCIOBHSIX 3y0HO3a, YTO CBHJCTEIBCTBYET O POJIU
SHTEPOKOKKOB B TOJICP)KAHUM CAHOTCHHOIO MHKPOOHOro OajlaHca KHINEYHHMKA, JOKa3aHHOMH
KOJIMYECTBEHHBIMI W3MEHEHHSIMH B COJIEP)KUMOM KHUIIEYHWKE JHTEPOKOKKOB B 3aBHCHMOCTH OT
(hM3MOIIOTUYECKOTO COCTOSIHHS OpPTaHM3Ma W JIEHCTBHUS NUIIEBBHIX (pakTopoB. [Ipm peskolt WHIYKIWH
MaTOJIOTHYECKUX TMPOIECCOB DSHTEPOKOKKH TEPSIOT CBOE CAHOTEHHOE JIEWCTBHE W MOTYT CTaTh
BO30YIUTENSIMH KHIIIEYHBIX 3a00JICBaHW B KOATWIMA C JPYrMMU maTtoOMoHTamu. Ha ocHoBaHWUM
KOPpENAIAN KOJIUYECTBA DHTEPOKOKKOB C YPOBHEM IIOJIC3HBIX KHIIEYHBIX OaKTephil, MOKHO CYIUTHh O
MUKpPOOHOM OajlaHCe KHIIEYHMKA M COCTOSHHM 3JI0POBbSl MHIIEBAPUTEIBHOIO Tpakra. JlokaszaH
MPOOMOTHYECKUN TMOTSHIIMAT HEKOTOPhIX IITAMMOB 3HTEPOKOKKOB, MO CPAaBHEHHUIO C NPU3HAHHBIMHU
MPOOMOTHYECKUMH CBOWCTBAMH OOJIMTaTHBIX OaKTepwii, W TeCTUpOBaHa J(PPEKTUBHOCTH HOBBIX
MUKPOOHBIX KOMIIO3HMIIMA HAa OCHOBE DHTEPOKOKKOB JJISl MOIACPKAHUS 3AOPOBBS MUIEBAPUTEIHHOTO
TpaKTa U BCErO OpraHu3Ma.

Ilony4yeHHble pe3yabTaThl, CHOCOOCTBYIOIME PELICHHI) BAXKHOM HAY4YHOIl 3aJaun:
YcraHoBneHa OnaronpusTHas B3aWMOCBS3b SHTEPOKOKKOB C OOJNUTaTHBIMU KHUIIEYHBIMH OaKTEPUSMHU B
MO/JICP)KAaHUM CAHOTEHHOW CpeIbl KHIIEYHHWKA W TIOMYEPKHYTa BO3MOXKHOCTH MOIYJISIIMA COCTaBa
KHIIIEYHOH MUKPOOUOTHI B CAHOICHHOM aCIIEKTE B YCJIOBUSX PAIlMOHOB MUTAHMS C PA3IUYHON MUIIEBOM
[EHHOCTBI0O W CTPYKTYPOH KAJIOPUWHOCTH, YTO IIO3BOJIUT 3a CUYET NPEOMOTHYECKOTO JIEHCTBUS
MaKpOHYTPUEHTOB, YCHWJIHTh BO3MOXHOCTH KHIIEYHOW MHUKPOGIOPEI TPOTUBOCTOSTH JCHCTBHUIO
BO30OyAHTENEH KHUIICYHBIX 3a00JIeBaHUI. DKCIEPUMEHTAILHO OOOCHOBaHAa BO3MOYKHOCTH BKITFOUCHUS
HEKOTOPBIX IITAMMOB YHTEPOKOKKOB B COCTaB MUKPOOHBIX KOMITO3HUIIHIA MTPOOHOTHYECKOTO IEHCTBHSL.

TeopeTuyeckasi 3HAYMMOCTb 3aKJIOYAETCS B PAa3BUTHM 3HAHUH O POJM  KHUIIEYHBIX
JSHTEPOKOKKOB B 3JI0POBBE KEIYAOYHO-KUIIIEYHOTO TpaKTa IO OTHOIICHHWIO. K Cpele OOWTaHU,
(hM3HUOIIOTHYECKOMY COCTOSIHUIO MUIIEBAPUTEILHOTO TPAKTA M OpraHu3Ma, IEHCTBHIO MUIIEBOro PakTopa
U UX COBMECTHMOCTH C JPYTMMH KOMMEHCAIBHBIMU OaKTEPUSMHU. Y CTAHOBIIEHO CAaHOTEHHOE JCHCTBUE
JHTEPOKOKKOB, KOTOPOE COXPAHSAETCSA B TE€X CIIy4asX, KOT/la X YHCIEHHOCTh HE IPEBBIIIAET TaKOBYIO
MOJIC3HBIX OaKkTepuil W B CiIydae, KOTJa WX KOPPEISIUS KOHTPOIHPYET pa3BUTHE OO0JIE3HETBOPHBIX
Oaxtepuil.

IIpakTHYeckass LEHHOCThL PadOTBLI: TPOJACMOHCTPHUPOBAH TMPOOMOTHUECKUN IMOTEHITHAT
HEKOTOPBIX INTAMMOB JHTEPOKOKKOB, KOTOpbIe Ooiee 3((EKTUBHO TPOSBISIOT ceOSI B aCCOLMAINU C
OuduI0- U NAKTOOAKTEPUSIMHU M Pa3pabOTaHbl MUKPOOHBIC KOMIIO3UIIMU, HA UX OCHOBE, 00JIAJArOIINe
CAHOTCHHBIM  JielicTBHeM. BHeapeHMe Hay4YHBIX PpPe3yJabTaToB: Pe3ynbraTthl  HCCIICIOBaHUS
UCTIONIB3YIOTCS B HCCIIEAOBATENbCKOM Tiporiecce UWHCTHTYTAa (DU3HONOTHHM W CaHOKPATOJIOTHH
T'ocynapctBenHoro ynusepcuteta MoiioBEL.



ANNOTATION
BOGDAN Victoria ,, The physiological role of intestinal enterococci in maintaining the health of the
digestive tract”, doctoral thesis (PhD) in biological sciences, Chisinau, 2024.

Dissertation structure: The dissertation consists of an introduction, 4 chapters, conclusions and
recommendations, a bibliographic list of 360 titles, 4 annexes, 250 total and 172 pages of the main text,
19 figures and 36 tables. The results are presented in 22 published scientific papers.

Key words: enterococci, physiological role, intestinal microbiota, health, food factor, probiotics.

The aim of the study consists in elucidating some physiological aspects regarding the
significance of enterococci for the health of the digestive tract and highlighting the probiotic potential of
some strains of enterococci.

Research objectives: investigation of the incidence and quantitative level of intestinal
enterococci in the human and animal digestive tract depending on the physiological status of the
organism; studying the action of the food factor on the content of intestinal enterococci and highlighting
their role in maintaining the beneficial intestinal microbial balance; the isolation, identification and
selection of the most advantageous intestinal enterococci strains with sanogenic potential and the
elucidation of their probiotic properties; prospecting and testing of new elaborated microbial
compositions based on enterococci strains with significance in maintaining the digestive tract and the
body health.

The scientific novelty and originality consist of revealing of the enterococci quantitative level
correlation with that of the beneficial bacteria in conditions where the development of intestinal
dysfunctions is not attested, which indicates of their role in maintaining the sanogenic intestinal microbial
balance, demonstrated by the elucidation of the quantitative changes of enterococci in the intestinal
contents depending on the physiological status of the body and the action of the food factor. Under
conditions of severe pathological processes, enterococci may lose their health-promoting action and
potentially become pathogens in association with other pathobionts. Based on the correlation of
enterococci with the beneficial bacteria of intestinal microflora, it is possible to deduce about the
intestinal microbial balance and the health state of digestive tract. The probiotic potential of certain
strains of enterococci has been proven, which is identical or more advantageous compared to the
recognized probiotic potential of some obligate bacteria, and the effectiveness of new enterococcal
microbial compositions in maintaining the health of the digestive tract and the whole organism has been
tested.

The obtained results that contribute to the solution of the important scientific problem: The
beneficial correlation of enterococci with obligate intestinal bacteria in maintaining of a sanogenic
intestinal environment was established and the possibility of modulating the composition of the intestinal
microbiota in a sanogenic aspect when administering food rations with a different nutritional value and
caloric structure was highlighted, which would allow, through the prebiotic action of the macronutrients
in the rations, to strengthen the capacities of the intestinal microflora to stop the development of intestinal
pathogens. The possibility of including some strains of enterococci in the composition of microbial
preparations with probiotic action was experimentally argued.

The theoretical significance of the study consists in expanding of knowledge regarding the role
of intestinal enterococci in gastrointestinal health depending on environmental conditions, the
physiological status of the digestive tract and of the organism, dietary factors, and their compatibility with
other commensal bacteria. It has been established that the health-promoting effect of enterococci is
maintained under conditions where their numerical effectiveness does not exceed that of beneficial
commensal bacteria, and its correlation controls the growth of pathogenic bacteria.

The practical value of the study. The probiotic potential of isolated enterococci strains (pure
strains) that express more beneficially in association with bifidobacteria and lactobacteria has been
demonstrated, their use as probiotics has been recommended, and microbial compositions containing
tested strains of enterococci with sanogenic action have been developed.

Implementation of scientific results: The research results were applied in the research process
within the Institute of Physiology and Sanocratology, Moldova State University.
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QPS — Qualified Presumption of Safety (Prezenta calificata de siguranta)
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INTRODUCERE

Actualitatea si importanta temei abordate. Sanatatea tractului intestinal si
functionalitatea eficientd a acestuia sunt factori importanti, ce determind sanatatea intregului
organism. Cercetarile din ultimele decenii au reafirmat semnificatia unica a microbiotei tractului
gastrointestinal in fiziologia si sandtatea organismului. La inceputul secolul XXI, editia
»SCIENCE” a pronosticat cd ,,cercetarea microbului uman va deveni noul subiect fierbinte la
nivel mondial” (Lederberg J., 2000). Constientizand semnificatia microbiotei intestinale pentru
organismul-gazda a fost lansat proiectul ,,US Human Microbiome Project (HMP)” (HMPC,
2012) si ,,European Metagenomics of the Human Intestinal Tract (MetaHIT)” (Qin J. et 1., 2010),
precum si alte studii, care au demonstrat functiile benefice ale florei normale intestinale asupra
proceselor fiziologice si a sanatatii pana la nivel genetic (Jandhyala S.M. et al., 2015).

Investigatiile in domeniul microbiomului uman au aratat ca organismul este colonizat de
aproximativ 5000 de specii de microorganisme, ce apartin la 2000 de genuri si 25 de filumuri,
care poseda un total 316 milioane de gene, ceea ce constituie de 150 de ori mai multe gene
comparativ cu cele ale genomului uman (Ley R. et al., 2006; Thomas A.M., Segata N., 2019).
Actualmente, pe baza Catalogului de gene (IGC) al microbiomului intestinal uman si a bazei de
date eggNOG au fost estimate cca 100 de trilioane de celule microbiene ce colonizeaza tubul
digestiv al macroorganismului (Wang B. et al., 2017), iar acestea contin cca 9 milioane de gene,
40% dintre care sunt necunoscute sau au o functie nedefinita (Yang X. et al., 2009; Li J. et al.,
2014; Krawczyk B. et al., 2021).

Tractul gastrointestinal (TGI) este preponderent colonizat de speciile de bacterii, ce
apartin filumului Firmicutes si Bacteroidetes si intr-o masura mai mica de bacteriile din
Proteobacteria si Actinobacteria (Yang X. et al., 2009). Tipurile de microorganisme ce persista
in procesul colonizarii tubului digestiv, precum si cantitatea lor se bazeaza pe caile prin care
microorganismele ofera beneficii TGI, in functie de care comunitatea bacteriand este divizata in
comensald si mutuald. Relatia reciprocd dintre microbiota intestinald si gazda este influentatad
preponderent de dietd (factorul alimentar). Pe de o parte consumul diversilor nutrienti afecteaza
structura comunitatii microbiene si ofera substraturi pentru metabolismul microbian, iar pe de
alta parte microbiota poate produce molecule mici care afecteaza multiple procese fiziologice,
inclusiv si procesele metabolice (Albenberg L.G., Wu G.D., 2014). Astfel, factorul alimentar
reprezintd unul din factorii determinati, ce influenteaza formarea unei microbiocenoze favorabile
organismului-gazda. Provocarea sistemului imunitar al gazdei este sa accepte aceste bacterii

comensale si sa le utilizeze ca defensive fata de agentii patogeni (Kim C.S., Claud E.C., 2019).
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Enterococii sunt bacterii acidolactice ubicuitare atat in flora intestinala umana, cat si
animala. Enterococii sunt cei mai abundenti coci Gram-pozitivi in materialul fecal de la subiectii
umani, densitatea celulelor bacteriene atingdnd 10°-108 UFC/g (Jett B.D. et al., 1994).
Reprezentantii acestui gen constituie o componenta substantiald a mediului inconjurator, fiind
prezenti in diverse nise ecologice (sol, apa, canalizare, plante, animale), in mediul spitalicesc si
in produsele alimentare, speciile predominante fiind E. faecalis si E. faecium (Pieniz S. et al.,
2014).

Practic, toate studiile privind enterococii se referd la aspectul patogenitatii acestora, in
special, pe determinantii genetici, care definesc potentialul lor patogen. Aceste studii sunt parte a
programelor/proiectelor europene si mondiale, care cerceteaza infectiile cauzate de rezistenta la
antiobiotice a tulpinilor de bacterii. Insa, sunt date care arati ci tulpinile infectioase si rezistente
la antibiotice de enterococi, identificate in mediul spitalicesc, foarte rar prezintd un risc de
infectie in afara institutiilor medicale (Sanders M.E. et al., 2010).

Mai putine studii sunt axate pe rolul enterococilor in calitate de bacterii intestinale
indigene la om si animale. Intelegerea modului prin care enterococii se manifestd ca componenti
comensald a microbiotei umane, in special a celei intestinale, precum si a cailor de expresie a
patogenitatii acestora, ce duce la aparitia diverselor infectii ar ajuta la elucidarea exacta a locului
pe care il ocupa aceste microorganisme in continuum-ul comensal-patogen.

Proprietatea de a produce bacteriocine, precum si versatilitatea de a supravietui in diferite
medii, inclusiv alimentele si TGI, determind ca enterococii sa fie candidatii potriviti pentru a
indeplini rolul de bioconservanti naturali, probiotice sau alternative antibioticelor. Bacteriocinele
produse de enterococi, cunoscute si sub denumirea de enterocine, manifesta antagonism fata de
agentii patogeni Gram-pozitivi din alimente, cum ar fi bacteriile producatoare de amine biogene
si bacteriile Gram-negative. In plus, unele enterocine au activitate antifungica si/sau antivirala.
Sunt date care relevd ca unele enterocine au activitate anticancerigena (Wu Y. et al., 2002).
Datorita acestor caracteristici, unele specii si tulpini de enterococi au demonstrat proprietati de
probiotice cu potential benefic pentru sanatate (Hanchi H. et al., 2018; Krawczyk B. et al., 2021;
Im E.J. et al., 2023). De asemenea, pe langa enterocine enterococii pot produce o gama larga de
compusi antimicrobieni, cum ar fi acizii organici (acidul lactic, acidul acetic), peroxidul de
hidrogen, care limiteaza contaminarea cu agenti patogeni si prelungesc perioada de valabilitate a
produselor (Kasimin M.E. et al., 2022).

Pe de alta parte, utilizarea Enterococcus spp. in calitate de probiotice Intampina
numeroase obstacole, in special, din cauza patogenitatii acestora, capacitatii de a transfera

orizontal factorii de virulenta, precum si a cazurilor de infectii enterococice in continua crestere
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in ultimele decenii (Wang X. et al., 2020). Din aceste considerente, precum si a celor de
siguranta, enterococii nu sunt nici recomandati pentru ,,Lista QPS” a EFSA (EFSA, 2024) si nici
nu au statutul GRAS (Im E.J. et al., 2023), desi, progresele recente in epidemiologia moleculara,
bazate pe metode avansate din biologia moleculard, au adus dovezi suplimentare ca tulpinile
nosocomiale enterococice sunt genotipic diferite de tulpinile comensale.

In acest context, focusarea studiilor pe comportamentul ,,neinfectios” al enterococilor, ar
permite de a elucida semnificatia lor pentru sandtatea organismului-gazda, in special, in
prevenirea si tratarea infectiilor intestinale. Aceste cercetari se incadreaza in directiile stiintifice
la nivel european si mondial privind rezistenta la antibiotice si infectiile asociate asistentei
medicale.

La nivel national cercetarile ce au vizat enterococii au fost realizate in cadrul Institutului
de Fiziologie si Sanocreatologie sub conducerea profesorului cercetator Maria Timosco, care a
demonstrat potentialul probiotic al unor tulpini de enterococi (Timosco M. si al., 2010; 2011).
De asemenea, cercetarile privind rolul fiziologic al tractului digestiv si, respectiv, al microflorei
intestinale si, nemijlocit, semnificatia pe care o au bacteriile comensale, se incadreaza in directia
de cercetare a Institutului — sanocreatologia, ce are ca scop elaborarea teoriei si practicii de
formare si mentinere dirijata a sanatatii in conformitate cu modul de viata si factorii ecologici si
de trai (®ypayit @.U. u ap. 2010; 2011 a, b; 2016).

Urmare a celor expuse, este imperativd cunoasterea particularitatilor ce delimiteaza
proprietdtile enterococilor in calitate de comensali si patogeni si evidentierea conditiilor
(factorilor) ce determind aceste caracteristici.

Scopul cercetarilor a constat in elucidarea unor aspecte fiziologice privind semnificatia
enterococilor pentru sdnatatea tubului digestiv si evidentierea potentialului probiotic al unor
tulpini de enterococi.

In vederea realizarii scopului stabilit au fost trasate obiectivele cercetiirii, care au fost
axate pe:

- Investigarea incidentei si nivelului cantitativ al enterococilor in tubul digestiv uman si
animal in functie de statutul fiziologic al organismului;

- Studierea actiunii factorului alimentar asupra continutului enterococilor in comparatie cu
alte grupe de bacterii intestinale si evidentierea rolului acestora in mentinerea echilibrului
microbian intestinal benefic;

- lzolarea, identificarea si selectarea celor mai avantajoase tulpini de enterococi intestinali

cu potential sanogen si elucidarea proprietatilor probiotice ale acestora;
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- Prospectiunea si testarea noilor compozitii microbiene elaborate pe baza de enterococi cu
semnificatie in mentinerea dirijata a sanatatii tubului digestiv si a organismului.

Ipoteza de cercetare: Enterococii, ca parte componentd a microflorei intestinale, care se
stabileste in procesul colonizdrii tubului digestiv, contribuie in calitate de comensali la
mentinerea echilibrului microbian intestinal, iar tulpinile pure si sigure de enterococi pot fi
utilizate in calitate de probiotice pentru restabilirea microflorei intestinale cu repercusiune asupra
sanatatii organismului.

Noutatea si originalitatea stiintifica consta in evidentierea coreldrii nivelului cantitativ
al enterococilor cu cel al bacteriilor benefice in conditii, cdnd nu se atestd dezvoltarea
disfunctiilor intestinale, ceea ce denota despre rolul enterococilor in mentinerea echilibrului
microbian intestinal sanogen, fapt demonstrat prin elucidarea modificarilor efectivului
enterococilor din continutul intestinal in functie de statutul fiziologic al organismului si de
actiunea factorului alimentar. La inducerea drastica a proceselor patologice, enterococii isi pierd
actiunea sanogena si pot deveni agenti patogeni in coalitie cu alti patobionti. in baza corelarii
enterococilor cu bacteriile benefice microflorei intestinale se poate de dedus despre echilibrul
microbian intestinal si starea sanatatii tubului digestiv.

A fost dovedit potentialul probiotic al unor tulpini de enterococi, care este identic sau mai
avantajos in comparatie cu potentialul probiotic recunoscut al unor bacterii obligative si testata
eficacitatea compozitiilor noi microbiene enterococice in mentinerea sanatatii tubului digestiv si
a organismului.

Rezultatele obtinute de autor, care contribuie la solutionarea unei probleme
stiintifice importante. Elucidarea rolului enterococilor intestinali la actiunea factorilor ce
determind statutul fiziologic al tubului digestiv si, respectiv al organismului, in special a
factorului alimentar, exprimat prin structura procentuala diferitd a macronutrientilor de baza —
proteine, lipide si carbohidrati, pe de o parte a relevat corelatia benefica a enterococilor cu
bacteriile obligative intestinale, ceea ce contribuie la mentinerea unui mediu intestinal sanogen,
iar pe de altd parte a reliefat posibilitatea modularii componentei microbiotei intestinale in aspect
sanogen prin administrarea ratiilor alimentare de diferita valoare nutritiva si structura calorica, in
calitate de prebiotice. Posibilitatea modificarii si fortificarii microflorei intestinale prin dieta, ar
permite de a spori capacitdtile acesteia de a stopa dezvoltarea patogeniilor intestinale, fara
administrarea antibioticelor sau a altor preparate medicamentoase.

Determinarea proprietatilor relevante de probiotice ale unor tulpini de enterococi, a
gradului de compatibilitate a lor cu bacteriile obligative intestinale si a actiunii lor asupra

microflorei intestinale si a indicilor rezistentei naturale a organismului, argumenteaza includerea
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tulpinilor enterococice testate in componenta compozitiilor microbiene cu actiune probiotica,
fiind confirmata problema asigurarii sanogenitatii intestinului la administrarea probioticelor.

Semnificatia teoretica a lucrarii constd in dezvoltarea cunostintelor referitor la rolul
enterococilor intestinali in sanatatea tractului gastrointestinal in functie de mediul de trai, statutul
fiziologic al tubului digestiv si al organismului, de actiunea factorului alimentar si de
compatibilitatea lor cu alte bacterii comensale. A fost stabilit ca, efectul sanogen al enterococilor
se mentine in cazurile, cand efectivul numeric al acestora nu depaseste cel al bacteriilor
comensale benefice si se formeaza o coalitie ce controleaza dezvoltarea bacteriilor patogene.

Valoarea aplicativa. A fost demonstrat potentialul probiotic al unor tulpini izolate de
enterococi (tulpini pure) ce se exprimd mai benefic in asociatie cu bifidobacteriile si
lactobacteriile, recomandatd utilizarea lor in calitate de probiotice si elaborate compozitii
microbiene experimentale ce contin tulpini testate de enterococi cu actiune sanogena asupra
tubului digestiv.

Implementarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele cercetarii au fost aplicate in procesul
de cercetare in cadrul Institutului de Fiziologie si Sanocreatologie, Universitatea de Stat din
Moldova. Utilizarea compozitiilor microbiene noi elaborate in baza tulpinilor testate de
enterococi a fost stopatd la etapa de mostrd experimentald si de brevetare din considerentele
verificdrii suplimentare a aspectelor de sigurantd a tulpinilor bacteriene.

Sinteza metodologiei si justificarea metodelor de cercetare alese.

In realizarea scopului, obiectivelor inaintate si pentru demonstrarea ipotezei de cercetare
au fost utilizate:

- metode microbiologice clasice de cultivare a tulpinilor de enterococi si a altor grupe de
bacterii, studiate comparat;

-  metode de evaluare a viabilitatii si de cuantificare a tulpinilor (speciilor) cultivate de
bacterii;

- metode de determinare a caracteristicilor de probiotice a tulpinilor selectate de
enterococi;

- metode de prelucrare statistica a rezultatelor.

Au fost aplicate scheme si principii de montare a experimentelor stiintifice.
Experimentele pe animale au fost realizate in conformitate cu Directiva 86/609/CEE din 24
noiembrie 1986 privind protectia animalelor utilizate in scopuri stiintifice si au fost aprobate de
Comisa metodica a Institutului de Fiziologie si Sanocreatologie, Universitatea de Stat din

Moldova.
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Aprobarea rezultatelor. Materialele tezei au fost prezentate si discutate la Conferinta
stiintifica internationala privind biotehnologia microbiana (Chisindu, 2016); Conferinta stiintifica
nationala cu participare internationald ,,Integrare prin cercetare si inovare” (Chisinau, 2018,
2019, 2020, 2021, 2022); Conferinta nationala cu participare internationald ,,Stiintele vietii in
dialogul generatiilor: conexiuni intre universitati, mediul academic si comunitatea de afaceri”
(Chisinau, 2019, 2022); Conferinta stiintificd a doctoranzilor (cu participare internationala)
,»Lendinte contemporane ale dezvoltarii stiintei: viziuni ale tinerilor cercetatori” (Chisinau, 2018,
2019, 2020); Conferinta stiintifica internationald ,,Sanatatea, medicina si bioetica in societatea
contemporana: studii inter- si pluridisciplinare” (Chisinau, 2021); Simpozionul stiintific national
cu participare internationala ,,Biotehnologii moderne — solutii pentru provocarile lumii
contemporane” (Chisinau, 2021); Conferinta stiintifica nationala a doctoranzilor dedicata
aniversarii a 75-a a USM ,,Metodologii contemporane de cercetare si evaluare” (Chisinau, 2021);
Conferinta stiintifica internationala ,,The Museum and Scientific Research” (Craiova, 2021,
2022, 2023); Conferinta stiintifica internationala ,,Agriculture for Life, Life for Agriculture”
(Bucuresti, 2021, 2022).

Rezultatele obtinute pe parcursul programului de doctorat au fost discutate si aprobate de
Consiliul stiintific al Institutului de Fiziologie si Sanocreatologie (2017-2021).

Sumarul capitolelor tezei. Teza consta din introducere, 4 capitole, bibliografie si anexe.
Primul capitol prezintd trecerea in revista a realizarilor stiintifice din domeniu de cercetare,
urmatoarele capitole reflectd abordarea metodologica si descrierea rezultatelor cercetarilor
obtinute.

Capitolul 1 »OEMNIFICATIA MICROBIOTEI INTESTINALE N
FUNCTIONALITATEA SI SANATATEA ORGANISMULUIL ROLUL FIZIOLOGIC SI
POTENTIALUL PROBIOTIC AL ENTEROCOCILOR” se axeaza pe analiza literaturii de
specialitate privind semnificatia microbiotei intestinale, inclusiv a enterococilor, in functionarea
normala si sdndtatea organismului-gazda. Este evidentiat faptul cd in procesul colonizarii tubului
digestiv in diferite segmente ale acestuia se constituie nise bacterio-ecologice, bazate pe
compatibilitatea dintre bacterii si mecanisme sofisticate de comunicare dintre microflora si
organismul-gazda, care, drept urmare, determina statutul fiziologic sanogen al organismului.
Este evidentiat rolul fiziologic al enterococilor si sunt aduse argumente referitor la faptul ca
tulpinile comensale difera de cele nosocomiale. Datorita faptului ca enterococii reprezinta o parte
a microbiotei indigene la om si animale, acestia participa in modularea sistemului imun si
controlul efectivului numeric al bacteriilor patogene, in special, datorita producerii enterocinelor.

Sunt descrise date privind utilizarea unor tulpini de enterococi in calitate de probiotice si
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discutate aspectele privind siguranta lor, precum si prevederile normative ce reglementeaza
aplicarea probioticelor pe baza de enterococi pe scara larga.

In capitolul 2 ,MATERIAL SI METODE DE CERCETARE” este descris obiectul
principal al cercetarii — enterococii, precum si obiectele biologice de la care au fost prelevate
mostre pentru analiza microbiologica.

Sunt prezentate metodele clasice microbiologice ce au fost aplicate pentru evidentierea si
cuantificarea enterococilor si a altor bacterii intestinale din continutul intestinal (masele fecale)
cu respectarea regulilor pentru examenele microbiologice, conform SM SR ISO 7218 si a
principiului de utilizare a microorganismelor cu potential biologic natural nepatogen
(nemodificate genetic).

In capitol sunt expuse schemele experimentelor pe diverse animale (de laborator si
agricole) ce au permis de a elucida modificarile bacteriocenozei intestinale in functie de actiunea
factorului alimentar si de a releva beneficiile tulpinilor izolate de enterococi in calitate de
probiotice. Efectele enterococilor in calitate de probiotice au fost identificate in rezultatul testarii
compozitiilor bazate pe diferite asociatii bacteriene asupra unor indici fiziologici la animale de
laborator si agricole.

Capitolul 3 INCIDENTA, NIVELUL CANTITATIV SI ROLUL FIZIOLOGIC AL
ENTEROCOCILOR IN TUBUL DIGESTIV UMAN SI ANIMAL” include rezultatele
cercetarilor privind incidenta enterococilor la diferite specii de animale si la om, precum si in
dependenta de statutul fiziologic al organismului-gazda: de varsta, de mediul de trai, de starea de
sanatate a tubului digestiv si la actiunea factorului alimentar.

A fost studiatd cota-parte a enterococilor din grupa bacteriilor acidolactice —
Enterococcus, Lactococcus si Streptococcus la subiecti umani. Rezultatele privind incidenta
enterococilor (valoarea numerica a enterococilor) la subiectii umani sanatosi in functie de varsta,
au relevat tendinta de majorare a indicilor numerici ai acestor bacterii odatd cu inaintarea in
varsta. A fost elucidat modul prin care mediul de trai si starea de sanatate a tubului digestiv
influenteaza nivelul cantitativ al enterococilor, fiind stabilite diferente in functie de specie, de
varsta si de gradul disfunctiei intestinale.

In compartiment aparte este elucidati actiunea factorului alimentar asupra nivelului
cantitativ al enterococilor, si anume, a ratiilor cu o cotda mai mare de anumiti nutrienti alimentari
— proteine, lipide si carbohidrati, ce determind valoarea nutritiva a lor, precum si a ratiilor cu
diferitd structura calorica, ce prezintd interes in aspect fiziologic in vederea modularii
microbiotei intestinale si, respectiv, a functiilor acesteia in directia fortificarii sanatatii

organismului. A fost aratat ca ratiile alimentare cu o valoarea nutritiva si calorica diferita
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manifesta actiune diferentiatd asupra procesului de multiplicare si dezvoltare a enterococilor
intestinali, fiind remarcatd sensibilitatea enterococilor si a celorlalte bacterii intestinale la o
anumita componenta si coraport al substantelor nutritive din ratia alimentara.

in capitolul 4 ,PROSPECTIUNEA NOILOR TULPINI DE ENTEROCOCI iN
CALITATE DE PROBIOTICE” au fost cercetate tulpinile de enterococi si alte bacterii
coliforme (streptococi si lactococi) izolate de la animale si subiecti umani (copii) sanatosi in
scopul identificarii culturilor benefice. Sunt descrise datele experimentelor efectuate in vitro, ce
reflecta activitatea antagonistd manifestata fata de bacteriile patogene si proprietatea de adeziune
a tulpinilor izolate de enterococi, caracteristici care sunt investigate in scopul evidentierii
potentialului probiotic al microorganismelor. In acelasi context, precum si din considerentele
semnificatiei duale ale enterococilor — ca comensali si ca agenti patogeni nosocomiali in capitol
sunt expuse rezultatele obtinute privind compatibilitatea enterococilor cu alti reprezentanti ai
microflorei intestinale — bifidobacterii si lactobacterii. Sunt descrise rezultatele investigatiilor in
vivo pe animale de laborator, care au avut drept scop studierea actiunii compozitiilor microbiene
experimentale cu potential probiotic (elaborarea carora s-a bazat pe asocierea dintre
microorganismele din genul Enterococcus si cele din genurile Bifidobacterium si Lactobacillus),
comparativ cu alte preparate microbiene, pe baza modificarii indicilor cantitativi ai unor
reprezentanti microbieni intestinali, precum si rezultatele testarii monoculturilor si asociatiilor
microbiene pe baza de enterococi la animalele de interes economic (vitei si purcei), in baza
modificarilor parametrilor functionali, fiind determinat si efectul acestora asupra procesului de
multiplicare si dezvoltare a enterococilor intestinali. In baza datelor obtinute este argumentat
potentialul probiotic al unor tulpini de enterococi si aduse dovezi ce justifica utilizarea tulpinilor
microbiene ca alternative remediilor antimicrobiene (antibiotice).

In ,,CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI” este expusi esenta lucrarii, care
este formulatd concis in concluziile generale, fiind reflectate structurat rezultatele obtinute cu
evidentierea contributiilor proprii ale autorului. Sunt relatate recomandarile si abordate sugestii
privind potentialele directii de cercetare legate de tema tezei de doctorat.

BIBLIOGRAFIA include 360 de surse care au fost citate in teza.

ANEXELE contin materiale relevante pentru lucrare, care complimenteaza informatia din

capitolele 3 si 4 ale tezei.
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1. SEMNIFICATIA MICROBIOTEI INTESTINALE iN
FUNCTIONALITATEA SI SANATATEA ORGANISMULUIL ROLUL
FIZIOLOGIC SI POTENTIALUL PROBIOTIC AL ENTEROCOCILOR

Studiile recente privind microbiota organismului uman sau animal, in special al tubului
digestiv, sunt concentrate pe semnificatia acesteia pentru sanatatea organismului-gazda.
Interactiondnd cu gazda, microorganismele influenteaza raspunsurile fiziologice ale gazdei:
motilitatea gastrointestinala, metabolismul, digestia, secretia si senzatia, nutritia si functia
imunitard. Specialistii in domeniu considerd microbiota intestinald drept ,,organul” metabolic
ascuns, datorita impactului imens al acesteia asupra activitatii vitale (Baquero F., Nombela C.,
2012). Aceasta inseamnd ca orice modificare a componentei stabilite a microbiotei poate
influenta dramatic starea de sanatate a organismului. Pe de alta parte, factorii externi, precum
alimentatia si modul de viata a gazdei influenteaza starea microbiotei intestinale, iar aceasta din
urma se rasfrange din nou asupra sanatatii si bunastarii organismului.

Rezultatele obtinute in ultimele doua decenii sugereaza ca microbiota intestinala poate
contribui la sanatatea gazdei umane si, atunci cand este aberanta, la patogeneza diferitor tulburari
metabolice comune, inclusiv, si a patogeniilor cardiologice si nervoase (Belkaid Y, Hand T.W.,
2014; Cianci R et al., 2018). Cel mai frecvent, perturbarea microbiotei intestinale este asociata
cu afectiunile gastrointestinale, cum ar fi boala inflamatorie intestinala, inclusiv colita ulcerativa
si boala Crohn (Frank D. et al., 2007), obezitatea si malnutritia (Kau A. et al., 2011).

Microflora intestinald in calitate de componenta indispensabild a tubului digestiv este, in
mod normal, reprezentata de totalitatea microorganismelor (bacteria, archaea, eucariotele
unicelulare, precum fungile si protozoarele etc.), care prin activitatea sa produc diverse
substante/molecule, necesare pentru activitatea normald a organismului omului si animalelor
(Rowan-Nash A.D. et al., 2019).

Bacteriile microflorei intestinale sunt divizate in patru filumuri (increngaturi):
Firmicutes, Bacteroidetes (acestea fiind principalele increngaturi), Actinobacteria si
Proteobacteria. In total se numari circa 50 de genuri si cateva sute de specii (de la 300 pani la
1000) (Finegold S.M. et al. 1974, 1983, Jandhyala S. et al., 2015). Majoritatea dintre acestea se
atribuie la genurile: Bacteroides, Clostridium, Faecalibacterium, Eubacterium, Ruminococcus,
Peptococcus, Peptostreptococcus si Bifidobacterium, iar o mica parte la genurile Escherichia si
Lactobacillus. Se considera ca genurile bacteriene dominante numeric au o importantd majora in
functionarea organismului-gazda, de exemplu genul Bacteroides, care constituie cca 30% din
totalul bacteriilor din intestin (Khanna S., Tosh P., 2014).
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In general, microbiomul uman este format dintr-un microbiom de baza si un microbiom
variabil. Microbiomul de baza este comun tuturor indivizilor, in timp ce microbiomul variabil
este unic pentru fiecare individ, in functie de stilul de viata si de diferentele fiziologice.
Microbiomul de baza este format din speciile predominante care exista in diferite parti ale
organismului sanatos si are denumirile de: microflora principald, autohtona, indigend sau
rezidentd. Microbiomul variabil a evoluat ca raspuns la stilul de viata unic si la factorii
determinanti genotipici si este exclusiv individual. La acest tip de microbiom se referd speciile
suplimentare (numite facultative), precum si tranzitorii (specii de ocazie sau flora microbiana
alohtona, reziduala) (Sharon I. et al., 2022). Se mai afirma ca flora microbiana principala este
atribuita la genurile Bifidobacterium, Lactobacillus, Propionobacterium, Escherichia,
Peptostreptococcus si  Enterococcus, iar cea facultativa si tranzitorie — la Bacteroies,
Peptococcus, Staphilococcus, Streptococcus, Bacillus (bacterii aerobe sporulente si anaerobe ale
genului Clostridium) (Svec P., Franz C., 2014).

In functie de particularitatile de specie, precum si a celor vitale, reprezentantii microbieni
ce colonizeaza tractul gastrointestinal al oamenilor sanatosi sunt subdivizati in:

o microflora obligatd, reprezentatd preponderent de bifidobacterii, lactobacili,
escherichii, enterococi s.a.;

o microflora facultativa, inclusiv microorganisme conditionat patogene (stafilococi,
streptococi, helicobacterii, candide etc.);

) microflora tranzitorie sau accidentald (micrococci, corynebacterii, bacili,
(bacteroizi etc.) care nimeresc in organism din mediul ambiant cu alimente si apa.

Reprezentantii obligatori ai florei microbiene normale reprezinta circa 80% din
microbiota generala, microflora facultativd — mai putin de 9,5% si cea tranzitorie — pana la
0,5%. Difera si raportul dintre reprezentantii anaerobi si aerobi, care poate fi de 1000: 1 (Nagpal
R. etal., 2017; ®ypayit ©.U. u ap., 2014).

1.1. Functiile fiziologice ale microbiotei intestinale

Functiile florei bacteriene sunt multiple, iar semnificatia acesteia este dovedita de noi
studii, ce demonstreaza legatura stransa dintre bacterii si Statutul fiziologic al organismului-
gazda. A fost dovedit rolul microbiotei intestinale in reglarea homeostaziei, in metabolism,
absorbtia nutrientilor vitali si sinteza vitaminelor, in formarea imunitatii, in formarea barierei
mecanice, ce protejeazi organismul de agenti nocivi. In general microflora intestinald are
multiple roluri fiziologice cu rezonanta asupra intregului organism (Andoh A., 2016). Este deja

dovedit rolul exceptional al bacteriocenozei intestinale in maturarea sistemului imun, fiind
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descrise mecanismele de inductie si de asigurare a functionarii sistemului imun al organismului-
gazda de catre microorganismele intestinale (Belkaid Y., Hand T.W., 2014; Cianci R. et al.,
2018; Zheng D. et al., 2020).

Exista date privind influenta microorganismelor, in special, a microorganismelor
intestinale asupra metabolismului organismului-gazda. Microbiota are enzime care nu sunt
codificate in genomul uman, dar care sunt necesare pentru indeplinirea unor sarcini fiziologice
sau pentru a completa actiunea enzimelor digestive in procesele de descompunere a substantelor
(polizaharide, polifenoli) si de sinteza a vitaminelor. Potrivit acestui fapt, ele pot regla echilibrul
energetic al organismului si metabolismul celular (Baghbani, T. et al., 2020). Microbiota
intestinald are un rol esential in solubilizarea resturilor alimentare nedigerate si neabsorbite si
eliminarea lor din organism, precum si in protectia fata de diversi patogeni prin neutralizarea
compusilor toxici (Sekirov I. et al., 2010; Kevans D. et al., 2015). Bacteriile intestinale sunt o
componenta cruciald a circulatiei enterohepatice, care la randul ei poate influenta metabolizarea
multor medicamente, inclusiv a antibioticelor (Gorbach S.L., 1996). Recent s-a dovedit ca prin
reglarea nivelului si compozitiei de autoanticorpi ce au legatura cu hormonii reglatori ai
apetitului, microbiota controleaza aspecte ale comportamentului legat de apetit si cu
fiziopatologia tulburarilor alimentare (Lam Y.Y. et al., 2017).

Pe de alta parte, semnificatia bacteriocenozei intestinale constd in producerea de
substante (compusi) care la randul sau au un efect pozitiv sau negativ nu numai asupra sistemului
digestiv, dar si a intregului organism. (Gibson G.R., Roberfroid M.B., 1995). Se cunoaste aportul
microbiotei in producerea de diferite substante, aminoacizi esentiali, vitamine, in special a
vitaminelor grupei B necesare pentru buna functionare a organismului gazdei. De asemenea, a
fost elucidat rolul acesteia in productia unor substante precum dopamina, serotonina sau alti
neurotransmitatori, dovedind posibilitatea microflorei de a actiona si la distanta. (Mangiola F.,
2016; Swanson H.1., 2015). A fost stabilit rolul microbilor de protejare sau de bariera biologica
in tubul digestiv, prin producerea de acizi grasi cu lant scurt (SCFA) si stimularea regenerarii
epiteliale. (Belkaid Y., Hand T.W., 2014; Cianci R., 2018). S-a raportat cd metabolitii
extracelulari precum SCFA, excretati de microbiota intestinald joaca un rol important in reglarea
homeostaziei intestinale. In afard de furnizarea de energie, SCFA provoaci, de asemenea,
stimularea imuna la celulele animale si umane (Nakkarach A. et al., 2021).

In baza celor relatate se poate afirma ci microbiomele indeplinesc un rol important in
prevenirea dezvoltarii unor maladii functionale ale tubului digestiv. Sunt date ce argumenteaza
ca rolul acestora se manifesta si in maladiile cardiace, astme si boli sclerotice generale, precum si

neurologice, cum ar fi autismul (Novakovic M. et al., 2020; Chunxi L. et al., 2020; Tiwari P. et
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al., 2023). Recent a fost dovedit impactul microbiotei intestinale asupra neurodezvoltarii si
diverselor procese fiziologice prin axa microbiota-intestin-creier. Studiile acumulate au
identificat rolul acestei axe (microbiota-intestin-creier) in tulburarile de neurodezvoltare,
inclusiv, tulburarea spectrului autist, tulburarea de hiperactivitate cu deficit de atentie si
sindromul Rett (Wang Q. et al., 2023). Mecanismele prin care bacteriile intestinale comunica cu
creierul includ: secretia de neurotransmitatori, neuromodulatori si citokine proinflamatorii;
angajarea sistemului nervos enteric si a nervului vag si producerea de metaboliti neuroactivi si
SCFA (Kim G.H., Shim J.O., 2023).
La general, principalele functii ale microbiotei intestinale sunt:
e  metabolica si energeticd;
e de metabolizare a xenobioticilor si medicamentelor;
e  protectoare, antimicrobiana si antivirald;
e imunomodulatorie;
e structurald, de asigurare a integritatii barierei intestinale si functionalitatii
tractului grastrointestinal;
e plastica, de biosinteza a substantelor biologic active, vitaminelor, aminoacizilor,
lipidelor etc.;
e  de reglare a proceselor neurologice si de comportament;
e  de reglare a perestaltismului intestinal si a continutului de gaze in cavitati etc.

De facto, intregul potential metabolic al florei microbiene intestinale este localizat in
intestinul gros si tocmai aceasta determina semnificatia ei functionald pentru organismul-gazda.
Astfel, functiile enumerate ale tubului digestiv, de obicei, le manifesta preponderent
reprezentantii florei microbiene din acest segment (Lin L., Zhang J., 2017; Rowland 1. et al.,
2018; Vijay A., Valdes A.M., 2022; Ruigrok R. et al., 2023).

1.2. Semnificatia fiziologica a corelatiei dintre microflori si macroorgansim in
procesul colonizarii

Microbiomul intestinal reprezintd o comunitate microbiand, relativ stabila, in functie de
varsta, este compus din diferite specii de microorganisme, ce se adapteaza la anumite conditii ale
tubului digestiv, fiind mai mult modelata de factorii de mediu, decat de genetica gazdei
(McBurney M.I. et al., 2019). Compozitia microbiotei intestinale in segmentele tubului digestiv
este determinata de procesele stocastice, care in general determina tendintele de formare a
ecosistemelor — populatiilor de organisme (inclusiv microorganisme), precum si de interactiunile

deterministe dintre specii, indivizi si mediu. Ca rezultat se creeaza nise specifice (prielnice) de

24



existentd pentru anumite grupe de microorganisme. Mai bine zis, conditiile din nisa, si anume
factorii de mediu, cum ar fi compozitia nutrientilor disponibili, pH-ul, prezenta sau lipsa
oxigenului moduleaza numarul si diversitatea microorganismelor din aceste nise.

Cunoasterea particularitatilor de colonizare a tubului digestiv de catre microbi si de
formare a ecosistemelor de microorganisme intestinale ar permite de a analiza mai amplu si de a
explica modificarea microbiotei intestinale in functie de statutul fiziologic al organismului si
actiunea factorilor de mediu, precum si de a elucida mecanismele ce declanseaza patogeniile.

Cert este ca comunitatea de bacterii ale tubului digestiv a coevoluat odata cu specia (fie
umana sau animald), dezvoltand pe tot acest parcurs mecanisme de coexistentd benefica pentru
participantii la simbiozd (comensalism). Aceastd coevolutie a microorganismelor si
organismului-gazda dicteaza sau, mai bine zis, orienteaza la ce etapa a dezvoltarii postnatale are
loc colonizarea tubului cu anumiti reprezentanti bacterieni. Colonizarea bacteriana initiala
corecta are o importantd majora ulterioara in dezvoltarea organismului si asigura baza sanatatii
(Walker A., 2014). Succesiunile de microorganisme in cavitatile interne ale organismului-gazda
pe parcursul cresterii si dezvoltarii poate fi asociatd cu principiile ecologiei intr-un ecosistem
terestru. Orice schimbare sau perturbare a ecosistemului determind fluctuatia si succesiunea
speciilor adaptate la habitatele acestuia.

Evident ca mentinerea integritdtii microbiomului este cruciald pentru sandtatea
organismului gazdei. De mentionat, cd microbiota intestinala se schimba de-a lungul vietii, iar
procesul prin care microbiota se modificd in timp este cunoscut ca ,,succesiune fiziologica”
(Khaledi M. et al., 2024). Acest proces de stabilizare si modificare a microflorei intestinale se
extinde rapid de la nastere (expozitie primara), dupa care, fiind destul de dinamic, trece print trei
etape: de tranzitie (aproximativ la varsta de trei), de stabilizare (varsta adultd) si de regresie (la
persoanele varstnice) (Ling Z. et al., 2022; Khaledi M. et al., 2024).

Cercetarile curente in domeniul microbiomului uman si animal incearca, prin intelegerea
modului In care microbiocenoza sufera anumite schimbari pe parcursul vietii organismului, sa
ofere o perspectiva asupra rolului acesteia in asigurarea sanatatii si dezvoltarea patologiilor.

Formarea microbiomului intestinal imediat dupd nastere incepe cu stabilirea unor specii
pionier care transforma habitatul intestinal si permit fixarea speciilor de prima succesiune.
Identitatea speciilor pionier in intestin si a celor din prima succesiune este influentata de astfel de
factori precum: factori materni (de exemplu, greutatea corporala si stresul), modul de nastere si
nutritie imediat dupa nastere. Structura temporala a acestor factori de mediu contribuie la
identitatea si dinamica microbiomului intestinal al sugarului si joaca un rol in antrenamentul

sistemului imunitar (Laforest-Lapointe 1. et al., 2017).

25



Speciile pionier de microorganisme, care incep colonizarea la nastere sau la scurt timp
dupa nastere sunt bacterii aerobe facultative, precum Firmicutes (Enterococcus, Staphylococcus,
Streptococcus) si Proteobacteria (Enterobacter, Escherichia coli) (Palmer C. et al., 2007; Del
Chierico F. et al., 2015), care stabilesc mediul anaerob prielnic pentru dezvoltarea ulterioara a
bacteriilor anaerobe (obligatorii) dominante 1in intestin, cum ar fi Actinobacteria
(Bifidobacterium), Bacteroidetes (Bacteroides) si Firmicutes (Clostridium, Lactobacillus,
Ruminococcus) (Mackie R.I. et al., 1999). Aici trebuie de mentionat ca multe surse bacteriene
pentru sugar derivd din microbiota materna. Prin urmare, colonizarea beneficd a sugarului
depinde de genetica mamei, de expunerea la mediu si de dieta in timpul sarcinii, precum si in
timpul alaptarii.

Este evident cd colonizarea initiald corectd a tubului digestiv imediat dupa nastere
reprezintd un moment crucial pentru dezvoltarea tractului gastrointestinal si a sistemului
imunitar, si formeaza pattern-ul microbiomului organismului adult (Walker A., 2014, Pantazi A.
etal., 2023).

Modul de nastere este un factor important ce influenteaza microbiota gastrointestinala a
nou-nascutului. Astfel, la copiii nascuti natural, in comparatie cu cei nascuti prin cezariand, flora
bacteriand intestinald prezintd o diversitate mai mare (Akagawa S. et al., 2019), are mai putini
stafilococi (Wampach L. et al.,, 2018) si este dominata de Actinobacteria, Firmicutes,
Bacteroidetes, Fusobacteria si Proteobacteria (Kuang Y.S. et al., 2016; Wampach L. et al.,
2018; Shao Y. et al., 2019; Zhong H. et al., 2019). Majoritatea acestor bacterii produc SCFA,
care scad pH-ul luminal si, prin urmare, inhiba colonizarea agentilor patogeni (Nagpal R.,
Yamashiro Y., 2018).

Colonizarea cu succes a tubului digestiv depinde de nutritie si influenta factorilor
mediului de crestere a copilului. Laptele matern poate fi considerat ca probiotic si prebiotic, care
modeleazd microbiomul intestinal. Sugarii alaptati exclusiv cu lapte matern au o diversitate
generald mai mare a microbiomului, in special, o proportie mai mare de filum Bacteroidetes si 0
proportie mai mica de filum Firmicutes. Cercetarea microbiomului se concentreaza adesea pe
raporturile dintre aceste doud grupuri mari de bacterii, intrucat anume dereglarea echilibrului
acestor grupe de bacterii reprezinta cauza declansarii patologiilor. Aceste diferente microbiene
provoaca modificari ale expresiei genelor In organismul-gazda si creeaza mediul prielnic pentru
colonizarea ulterioara a tubului digestiv (Thongaram T. et al., 2017; Li N. et al., 2020).

Odatd cu cresterea copilului, dezvoltarea microbiotei urmeaza schimbari tipice, care
depind, in mare masura, de mediul in care se afla si se dezvoltd organismul (Eckburg P.B. et al.,

2005; Ley R. et al., 2006; Turnbaugh T. et al., 2009). Ce tipuri de microorganisme persista si in
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ce cantitate se bazeaza pe cdile, prin care microorganismele extrag energie si oferd beneficii
comensale TGI? Provocarea gazdei, mai bine zis a sistemului imunitar al acesteia, este sa
accepte aceste bacterii comensale si sa se apere impotriva agentilor patogeni. Pana la sfarsitul
primului an de viata sugarii poseda un profil microbian distinct individual, convergand catre
microbiota caracteristica unui adult. S-a presupus ca mai degraba intreruperea alaptarii, decat
introducerea alimentelor solide, conduce la principalele schimbari de compozitie care au ca
rezultat formarea unui microbiom intestinal ,asemanitor unui adult”. In acest aspect,
introducerea alimentelor solide constituie ultimul pas in evenimentele timpurii de succesiune a
microbiomului, ceea ce duce la consolidarea unei comunitati microbiene intestinale care rdmane,
in mare parte, stabila pentru restul copilariei si vietii adulte si la cresterea diversitatii si
imbogatirea cu Bacteroides spp., Clostridium spp., Ruminococcus spp., Faecalibacterium spp.,
Roseburia spp. si Anaerostipes spp., precum si la reducerea Bifidobacterium spp. si
Enterobacteriaceae (Homann C.M. et al., 2021).

Se considerd ca componenta microbioticd se stabilizeaza dupa aproximativ 3 ani de viata
si se aseamand cu microbiota organismului adultului in ceea ce priveste diversitatea si
complexitatea, cu abundenta mare de specii din filumurile Firmicutes si Bacteroidetes
(Arumugam M. et al., 2011 Yatsunenko T. et al., 2012). Astfel, primii 3 ani de viata reprezinta
perioada cea mai critica in aspectul influentei nutritiei asupra cresterii si dezvoltarii. Aceasta este
perioada in care microbiota intestinala are un rol vital extrem de important pentru sanatate si
neurodezvoltare, iar toate modificarile de destabilizare a acesteia in aceastd perioada pot ulterior
afecta substantial sanatatea si dezvoltarea organismului. In mare parte, dezvoltarea microbiotei
intestinale in aspectul compozitiei si functiei se realizeaza pana la varsta de 3 ani. Totusi, unele
studii realizate pe perioade mai mari de timp (adica pe subiecti cu varsta mai mare de 3 ani), au
stabilit o durata mai mare pana la maturitate completd a microbiotei, in special, pentru unii
reprezentanti ai acesteia. Sunt date care releva ca o diversitate microbiana intestinala la nivel de
adult ar putea sa nu fie atinsa nici macar la varsta de 5 ani (Ringel-Kulka T. et al., 2013; Derrien
M. et al., 2019). Chiar si la o varsta mai mare de 7-12 ani microbiota intestinala a copiilor
sanatosi continua sa prezinte diferente functionale si taxonomice in comparatie cu cea a adultilor,
sugerand ca microbiomul intestinal se poate dezvolta mai lent decat se credea anterior (Hollister
E.B. Etal., 2015).

Astfel, a fost dovedit cd o etapa importanta in formarea microflorei intestinale stabile,
asemanatoare dupa compozitie cu a adultului reprezintd incetarea alaptarii si trecerea la
mancarea solida. In anii copilriei creste diversitatea la fel ca si stabilitatea microbiotei

intestinale. Pana la adolescenta, microbiomul intestinal nu seaména inca cu cel al unui adult, dar
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denotd o schimbare catre o scadere generald a numarului de aerobi si anaerobi facultativi,
precum si o crestere a speciilor de anaerobi.

La copii si adulti, factorii de mediu si cei fiziologici sunt principalii declansatori ai
schimbarilor compozitiei si functionalitatii microflorei intestinale. In acest aspect, mediul si stilul
de viata, membrii familiei si rudele apropiate au fost, de asemenea, descrisi ca factori ambientali
care influenteaza colonizarea intestinala de catre microorganisme a tubului digestiv. Locatia
geografica are, de asemenea, un impact asupra microbiotei, deoarece diferentele de microbiota
sunt legate de tiparele alimentare si stilul de viata dintr-o anumita zona (oras, tara, religie etc.).
Mai mult, s-a stabilit cd modelele comune de dezvoltare a microbiomului intestinal au fost
identificate in primul an de viata la toate populatiile, iar bifidobacteriile a fost grupul cel mai
raspandit, dominand microbiota sugarului din toate cele trei grupuri in aceastd perioada (Ley
R.E., 2006)

A fost demonstrat ca statutul fiziologic al organismului-gazda, de asemenea, influenteaza
microbiota intestinald. In special, s-a dovedit ci obezitatea este asociati cu o microflora
intestinala alteratd si induce modificari in compozitia acesteia, in particular, influenteaza negativ
efectivul numeric al Bacteroidetes, care este unul dintre cele mai abundente filumuri din intestin
(Ley R.E., 2006).

In acest aspect, prezinti interes studiul microbiotei intestinale a populatiei in varsta. S-a
stabilit ca microbiota persoanelor in varsta (peste 65 de ani) prezinta variatii interindividuale mai
mari decat cea a adultilor. De asemenea, s-a constatat ca microbiota centenarilor este mai putin
diversa decat cea a adultilor si persoanelor mai tinere si are un nivel scazut de Bacteroides,
Bifidobacterium si Enterobacteriaceae, si un nivel mare de Clostridium spp. in comparatie cu
persoanele mai tinere. Relevanta acestor modificari observate in timpul imbatranirii nu este inca
pe deplin inteleasd si sunt necesare pe viitor alte studii (in special studii de interventie
alimentard) pentru a investiga daca modificarea tiparului alimentar al persoanelor in varsta poate
influenta microbiota intestinala intr-un mod care este benefic pentru sanatatea lor generala
(Rodriguez J.M. et al., 2015).

In general, microbiota intestinald a unui individ poate fi privitd ca un continuum, care la
un capat este predominata de membrii din filum-ul Bacteroidetes, iar la celalalt capat — de
Firmicutes. In plus, atunci cand microbiota intestinald a unui individ a atins punctul sau stabil,
aceasta este constantd pentru o perioadda mai mare de timp. Semnificatia acestei stabilitati a
microflorei intestinale poate fi dedusad din faptul ca microorganismele pe parcursul cresterii si
dezvoltarii organismului-gazda ocupd o nisd (sau organismul oferd aceasta nisd). Aceasta nisa

reprezinta garantul ca functiile importante ale microbiomului sunt intotdeauna prezente. Mai
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mult, aceasta stabilitate poate fi benefica si pentru sistemul imunitar inndscut, intrucét va percepe
aceeasi microbiota ca parte indispensabila a organismului sau.

Astfel, putem presupune ca pe parcursul dezvoltarii postnatale a organismului (cresterii i
dezvoltarii), la anumite etape, predomina anumiti reprezentanti ai microbiotei intestinale, care la

acel moment, au cele mai mari beneficii pentru organism.

1.3. Interrelatiile microbiotei cu organismul-gazda si rolul fiziologic al acestora in
sanatatea tubului digestiv si a organismului

Interactiunile dintre gazda cu microbiota si cele dintre microorganismele microbiotei sunt
prezentate ca 0 retea complexa, care controleazd componenta comensala a microbiotei, agentii
patogeni invadatori, activarea imunitara si functia de bariera intestinala. O mai buna intelegere a
mecanismelor care stau la baza acestor interactiuni va permite de a elucida rolul microbiotei in
activitatea vitala a organismului si in dezvoltarea unor patologii si va ghida noi interventii
terapeutice.

Dupa cum a fost mentionat anterior, microbiomul intestinal functioneaza ca un ,,organ” in
interiorul organismului-gazda (Baquero F., Nombela C., 2012; Riccio P., Rossano R. 2020).
Organismul-gazda la randul sdu are un rol activ in aceastd interactiune, in special, prin: 1)
capacitatea intestinului de a gazdui simultan microbiomul indigen, 2) de a mentine o bariera
mucoasa intacta si 3) de a face distinctie intre speciile simbiotice (autohtone) si speciile patogene
periculoase.

Stabilirea microbiotei indigene sau asocierea dintre organismul-gazda si microorganisme
incepe odatd cu dezvoltarea organismului, in special, in perioada postnatald (vezi subcapitolul
1.2.). Interactiunile care se formeaza in procesul de colonizare de catre bacterii a organismului
omului si animalelor stau la baza coexistentei ulterioare de lunga durata, ce aduce beneficii
comune membrilor simbiozei. Corelatia dintre organism si microbiomul indigen, in particular
mentinerea unui ecosistem microbian favorabil de lunga durata se realizeaza prin mai multe céi.

Microbiota intestinald este modelatd de o combinatie de factori extrinseci (de exemplu,
stilul de viata, alimentatia si medicatia) si intrinseci (de exemplu, genetica gazdei, reglementarile
imune si metabolice). Este recunoscut faptul ca factorii extrinseci determina efectul predominant,
dieta sau factorul alimentar fiind cel mai bine studiat (Leeming E.R. et al., 2019). Genetica are
un rol mai mic In modelarea microbiotei intestinale, cu un nivel mediu de 8,8%, conform unui
studiu din 2016 realizat pe 1126 de gemeni (Goodrich J.K. et al., 2016). La randul sau,

compozitia microbiotei intestinale este individualizatd in functie de gazda si este modelata de-a

29



lungul intregii vieti, iar formarea ecosistemului unic de taxoni bacterieni, dupa cum a fost relatat
anterior, incepe de la nastere (Leeming E.R. et al., 2019).

O influenta semnificativa asupra acestui proces o are alimentatia. Interactiunile dintre
gazda, dieta si microbiota sunt complexe. Unii cercetatori sugereaza ca genomul gazdei si cel al
microbiotei indigene actioneaza ca o singurda entitate coordonatd, numitd metagenom. Desi,
compozitia microbiotei intestinale tinde sa ramana relativ stabild, in componenta acesteia se
observa fluctuatii zilnice tranzitorii, iar regimul alimentar reprezintd declansatorul principal al
acestor fluctuatii. Modul prin care factorul alimentar influenteaza compozitia microbiotei
intestinale indica potentialul sau posibilitatea strategiilor terapeutice dietetice de a manipula
diversitatea, compozitia si stabilitatea microbiana intestinala (Leeming E.R. et al., 2019).

La randul sau, microbii din intestinul uman indeplinesc multe functii metabolice pe care
propriul nostru organism nu le poate indeplini. In special, aceastd relatie se evidentiaza in
digerarea componentelor alimentare pe care organismul uman in mod normal nu le poate
metaboliza, de exemplu, asimilarea polizaharidelor vegetale precum celuloza, xilanul, pectina si
arabinoza. Rolul microbiomului in acest caz se reduce la proprietatea de a produce enzime ce
metabolizeaza nutrientii enumerati. In acelasi timp, bacteriile intestinale isi obtin propria energie
din fermentarea acestor zaharide (Gill S.R. et al., 2006). In plus, microbiota este capabild si
sintetizeze vitamine si aminoacizi, sa degradeze oxalatii din alimentatie, sa metabolizeze glicanii
mucoasei produse de gazda si sa biotransformeze acizii biliari (Hooper L.V. et al., 2002).
Aceasta relatie simbiotica permite gazdei si microbilor sa foloseasca sursele de energie pe care in
mod separat nu le pot utiliza eficient (Xu J., Gordon J.I., 2003). Acest fapt este evident in
experimentele cu soarecii gnotobionti (fara microbi intestinali), la care aportul caloric pentru a
mentine greutatea corporala este semnificativ mai mare (30%) decat la animalele cu microbiota
normald. Atunci, cand, la soarecii gnotobionti se introduce microbiotd intestinald naturala,
echilibrul caloric se normalizeaza, iar acesti soareci incep sa ia in greutate (Backhed F. et al.,
2004).

Recent, in mai multe studii, a fost stabilita influenta semnalelor hormonale ale gazdei
asupra comportamentului microflorei, fapt ce a determinat dezvoltarea unui nou domeniu de
cercetare Tn microbiologie — endocrinologia microbiand, care are la baza principiul, conform
caruia, prin coexistenta lor indelungata cu animalele si plantele microorganismele au dezvoltat
sisteme de detectare a semnalelor asociate cu gazda, cum ar fi hormonii. Detectarea unor astfel
de semnale permite microbului sa recunoasca faptul ca se afla in ,localitatea” unei gazde
adecvate si ca, din punct de vedere temporal, ar trebui sa initieze exprimarea genelor necesare

pentru colonizarea gazdei (Lyte M., 2013, 2016). Endocrinologia microbiana poate oferi o mai
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bund intelegere a factorilor care modeleaza interactiunile dintre rezidentii microbiomului si
gazda lor 1n stdrile de sdnatate si boald. Studiile pe animale arata clar cd microbiota intestinala
poate simti starea emotionala (in special stresul psihologic) a gazdei lor. La randul sau,
microflora intestinald poate influenta starea emotionald a gazdei chiar pana la punctul de a
provoca stres si anxietate (Sandrini S. et al., 2015). Intelegerea ,,continutului” comunicirii dintre
gazda si microb este necesard pentru a aprecia contributiile microflorei endogene la fiziologia
umana si, eventual, pentru a Intelege in ce masurd microbiomul ne influenteaza comportamentul.
O intelegere mai profunda a relatiei intime si interdependente dintre microbiomul intestinal si
microbiom 1in tratamentul afectiunilor care nu sunt legate de infectii, cum ar fi tulburarile de
dispozitie si de alimentatie (Sandrini S. et al., 2015).

Microbii intestinali, prin producerea de metaboliti, pot afecta si sistemul nervos periferic.
Mai mult, microbii intestinali ai organismului mamei regleazd dezvoltarea sistemului nervos
fetal in timpul dezvoltarii intrauterine. Semnalele microbilor intestinali pot fi ,,detectate” prin
intermediul neuronilor vagali si spinali, integrati in trunchiul cerebral si hipotalamus, iar acest
lucru influenteaza in cele din urma semnalele eferente catre organele periferice. Semnalizarea
intre microbiota intestinald si neuronii periferici are loc prin trei cdi care interactioneaza dupa
cum urmeaza. Celulele endoteliale specializate din mucoasa intestinului se numesc celule
enteroendocrine (EEC) si reprezinta o parte importanta a caii de semnalizare hormonald; aceste
celule reactioneaza la substantele chimice si la moleculele de semnalizare produse de bacteriile
intestinale si, la randul lor, elibereazd neuropeptide capabile sa activeze neuronii senzoriali
vagali sau s circule pentru a viza direct tesuturile efector (Cook T.M. et al., 2022).

Microbii intestinali transmit semnale catre neuronii vagali, spinali si enterici printr-o
varietate de mecanisme. Lipopolizaharidele produse de bacteriile Gram-negative pot activa
receptorii neuronali de tip Toll-like. Bacteriile transforma triptofanul in metaboliti indolici care
pot modifica programarea genetica a neuronilor enterici. Triptofanul poate fi, de asemenea,
transformat In serotonind, care este eliberatd de celulele entero-cromafine. Bacteriile digera
fibrele, producand SCFA care la randul sau declanseaza eliberarea de catre celulele a
neuropeptidelor — peptida 1 asemanatoare glucagonului si peptida YY. Acizii biliari secundari
produsi de catre microbii intestinali declanseaza eliberarea neuropeptidelor mentionate si pot sa
transmita semnale catre neuronii enterici pentru a regla motilitatea (Cook T.M. et al., 2022).

Un alt aspect al interactiunii gazdei cu comunitatea microbiand din intestin este
capacitatea de a mentine o bariera mucoasd intactad. Celulele epiteliale intestinale (CEI) au

capacitatea de a asigura un strat protector intre mucoasa intestinald si microorganismele
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luminale, datorita jonctiunilor stranse dintre celulele intestinale, ce asigura integritatea barierei
intestinale (Zhou A. et al., 2022). Celulele epiteliale intestinale construiesc doua tipuri de bariere
mucoase care separa celulele imune si microbiota intestinala pentru a mentine homeostazia si a
preveni inflamatia in TGI: mucina si peptide antimicrobiale, regland, astfel, replicarea
microbian si interactiunea acesteia cu mucoasa intestinala. In plus, microbiota intestinald poate
majora capacitatea (mecanismul) de aparare epiteliald si reduce permeabilitatea intestinald pentru
a forma o bariera mucoasa (Berg D. et al., 2015).

Compozitia barierei epiteliale este controlata in nisa celulelor stem, situatd in cripta lui
Lieberkuhn, dand nastere la patru tipuri de celule. Printre acestea se numara celulele Paneth
(numai in intestinul subtire) care secreta un strat de mucus si, respectiv, factori antimicrobieni
(peptide antimicrobiene), celulele caliciale care secretd proteine glicozilate pentru a genera
stratul de mucus protector, celulele neuroendocrine care produc hormoni metabolici si, cel mai
abundent tip de celule — enterocitul absorbant sau colonocitul. Interactiunile dintre microbiota
intestinald si CEl sunt cruciale pentru mentinerea homeostaziei intestinale. Unele studii
sugereaza ca interactiunile dintre microbiota intestinald si CEI sunt factorii de reglare-cheie ai
permeabilitatii epiteliale prin modularea jonctiunilor stranse (Allam-Ndoul B. et al., 2020).

Pentru a asigura homeostazia, microbiota comensala exercitda efecte asupra celulelor
barierei intestinale prin producerea de metaboliti rezultati din fermentarea polizaharidelor
alimentare, cum ar fi SCFA si prin liganzii moleculari microbieni pe care ii exprima. Un numar
tot mai mare de studii au indicat rolul esential al SCFA in mentinerea barierei epiteliale
intestinale. Prin secretia de SCFA (acidul propionic, acidul butiric si acidul acetic), ce modifica
pH-ul si expresia factorilor de virulentd, microbiota intestinala controleaza agentii potentiali
patogeni si patobiontii. SCFA pot modula diferentierea si proliferarea CEl pentru a consolida
functiile de barierd intestinala si metabolismul gazdei. De exemplu, acidul propionic, poate
influenta migrarea CEl si regenerarea epiteliala. SCFA nu numai ca furnizeazd combustibil
pentru celulele epiteliale, ci si imbunatatesc bariera intestinalda prin activarea unor cai de
semnalizare celulara. Si alti metaboliti ai microbiotei intestinale, de exemplu, derivati din
triptofan, joaca un rol critic in mentinerea echilibrului barierei intestinale (Zhou A. et al., 2022).

S-a depistat cad anumiti microbi comensali poseda ,,loci” de utilizare a polizaharidelor
care permit ,,recoltarea” enzimatica a glicanilor din mucus. Acesti glicani pot fi apoi utilizati ca
sursd de energie de catre alte microorganisme comensale printr-un mecanism de tip ,lant
alimentar” (Coker, J.K., 2021).

Celulele epiteliale produc factorii BAFF si APRIL, stimuland astfel celulele B

(plasmatice) sa producd Imunoglobulina A secretorie (IgA), care limiteaza si mai mult
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interactiunea microbiana cu epiteliul. IgA secretorie are, de asemenea, roluri de protectie
impotriva microbiotei luminale (Bron P.A. et al., 2012). IgA se leaga de comensali, ceea ce
creeazd o bucla de reactie reciproca intre gazda si simbiot in timpul homeostaziei si previne
colonizarea de catre agentii patogeni si multiplicarea excesiva a patogenilor. Astfel, microbiota
intestinald este interconectatd si CU imunitatea intestinala. Prin aceastd interconexiune se
activeaza diferite cai imunologice, care in functie de gradul de activare (normal sau exagerat) pot
contribui la dezvoltarea mai multor boli, inclusiv tulburari gastrointestinale si dermatologice,
alergii si devieri/modificari comportamentale (Roberts D.J., 2000).

Interactiunea gazda-microbi este asigurata de sistemul de recunoastere a microbilor si de
detectie a agentilor patogeni, ce se realizeaza prin intermediul diferitor receptori de recunoastere,
care sunt foarte bine exprimati in celulele epiteliale intestinale, celulele imune intestinale
rezidente ale gazdei si sunt de tipul: receptori de recunoastere a patogenilor/modelelor (PRR),
receptorii asemanatori domeniului de legare a nucleotidelor si de oligomerizare (NOD, NLR),
receptori asemanatori Toll — Toll like (TLR), receptorii lectinei de tip C (CLR), receptori
asemanatori RIG-I (RLR), receptori asemanatori Absent in melanoma 2 (AIM2; ALR) si
receptorul oligoadenilat-sintetazei (OAS) (Thaiss C.A. et al., 2016).

Unii receptori (PRR, NOD, NLR) apartin sistemului imunitar inndscut. Interactiunile
dintre receptorii PRR ai celulelor intestinale cu liganzii microbieni declanseaza cascade de
raspunsuri imune si cai de semnalizare asociate cu sistemele imunitare (innascut si adaptiv) care
sunt necesare pentru mentinerea sanatatii tubului intestinal. Receptorii Toll TLR sunt mediatori
importanti ai cdilor inflamatorii din intestin si joaca un rol major in medierea raspunsurilor
imune fata de o mare varietate de liganzi asociati cu agentii patogeni (Sameer A.S., 2021).

Activarea PRR poate duce la producerea diferitor peptide antimicrobiene, cum ar fi a-
defensinele si proteina III derivata din insulele de regenerare de catre celulele imune si celulele
Paneth intestinale, care la randul lor restrictioneaza accesul agentilor patogeni la epiteliul
mucoasei (Macpherson A.J. et al., 2009).

Pe de alta parte recunoasterea compusilor microbieni cum ar fi flagelina si
lipopolizaharida de catre receptorii de tip NOD si al receptorilor de tip Toll duce la activarea si la
producerea mai multor citokine inflamatorii, molecule antimicrobiene in CEI Interactiunea
dintre gazda si microbi poate influenta diferentierea celulelor T in celule Th1, Th2, Th17 si Treg,
care sunt reglate de citokinele proinflamatorii si antiinflamatorii (Sadeghpour Heravi F. et al.,
2023). In conditii homeostatice, microbiota/probioticele comensale stimuleazi secretia de
citokine (inclusiv limfoproteina stimulatoare a timusului - TSLP, 1L-33, IL-23, IL-25 si TGFp)

de catre CEI, care induc dezvoltarea celulelor prezentatoare de antigen (macrofagul Mo si DCs).
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Celulele prezentatoare de antigen induc generarea de celule T reglatoare, care mentin statutul
antiinflamator al intestinului prin inhibarea/reducerea raspunsurilor efectoare. Celulele limfoide
inndscute intestinale, inclusiv celulele ,,natural killer”, celulele inductoare de tesut limfoid si
celulele T yd, produc factorul IL-22, care regleaza expresia proteinelor de jonctiune stransa si
aderenta de catre CEI si functia de bariera intestinala (Vlasova A.N. et al., 2016).

Activarea receptorilor Toll-like 4 de catre bacteriile Gram-negative provoacid moartea
enterocitelor si leziuni ale mucoasei. Cresterea permeabilitatii intestinale, intreruperea
jonctiunilor dintre celulele epiteliale si translocarea necontrolata ulterioara a agentilor patogeni
microbieni (intestin permeabil) poate duce la mai multe boli gastrointestinale.

In cadrul interactiunilor gazdi-microbiom, componentele bacteriene sunt recunoscute
dupa anumite tipare: (1) modelele moleculare asociate microbilor - MAMP, exprimate de
microbii autohtoni si agentii patogeni, si (2) modelele moleculare asociate agentilor patogeni -
PAMP (Murphy K. et al., 2008). Aceasta permite organismului-gazda sa recunoasca mai usor
bacteriile proprii sau cele straine si sa-si mobilizeze rapid ,,arsenalul” de protectie fata de agentii
patogeni.

La randul sau, populatia microbiana, extrem de complexd si mixtd, actioneazd in mod
coordonat ca un organism pluricelular. Aceastd coordonare se realizeaza prin intermediul
semnalizarii chimice si prin metabolitii produsi (Nicholson J.K. et al., 2005). De mentionat, ca
studierea semnalizarii intercelulare la microbiota intestinala (si nu numai) va permite intelegerea
modului in care diferiti membri ai acestei populatii contribuie la formarea si mentinerea
ecosistemului microbian din intestin.

Moleculele care realizeazd semnalizarea intercelulard au fost descrise pe scara larga la
diferite tipuri de bacterii. Comunicarea intercelulara Quorum sensing in comunitatea bacteriana
regleaza multiple forme de comportament, expresia genelor, secretia factorilor de virulenta,
formarea biofilmului, procesele de reproducere si sporulare (Henke J.M. et al., 2004). Quorum
sensing permite bacteriilor sa monitorizeze mediul inconjurator pentru a detecta alte bacterii din
aceeasi specie sau din specii diferite si sa isi modifice comportamentul ca raspuns, de exemplu,
la modificarile densitatii celulare. In mare parte, Quorum sensing se realizeaza prin producerea,
detectarea si raspunsul la moleculele de semnalizare extracelulare numite autoinductori. Aceste
molecule de semnalizare se acumuleaza in mediul inconjurator, pe masura ce creste densitatea
populatiei bacteriene. Bacteriile, la randul sau, monitorizeaza aceste semnale pentru a controla
,populatia” celulelor bacteriene si a modula, in mod colectiv, expresia genelor. In special,
Quorum sensing controleaza genele legate de activitatile care sunt benefice atunci, cand sunt

efectuate de grupuri de bacterii care actioneaza in sincronie (Rutherford S.T. et al., 2012).

34



De mentionat, ci aceasti comunicare nu se limiteazd la membrii aceleiasi specii. In
prezent, exista multiple exemple in care aceste legaturi pot influenta microorganisme din alte
specii sau chiar eucariotele unicelulare sau pluricelulare. Acest concept nou ingusteaza distinctia
dintre organismele unicelulare si pluricelulare. Cu ajutorul Quorum sensing bacteriile se pot
apropia de comportamentul unui organism pluricelular si asa particularitati precum interceptarea,
deceptia, antagonismul, cooperarea si modificarea bolii sunt printre consecintele comunicarii
intre specii. Majoritatea proceselor intreprinse de bacterii sub controlul Quorum sensing sunt mai
eficiente atunci, cand sunt efectuate simultan de o mare parte a comunitatii bacteriene (Federle
M.J., Bassler B.L., 2003; Greenberg E.P., 2003; Hsiao W.W. et al., 2008).

Unele date releva ca moleculele de semnalizare ale bacteriilor au proprietati similare
hormonilor peptidici de la vertebrate (Roth J. et al., 1986). Functiile acestor peptide la bacterii nu
sunt cunoscute pe deplin. De asemenea, nu se stic daca aceste peptide actioneaza asupra altor
organisme (de exemplu, microbi sau vertebrate). Intr-un studiu din Clostridium perfringens a
fost extrasda si caracterizata o peptidda asemanatoare tirotropinei hipofizare native care are
capacitatea de a spori oxidarea glucozei si sinteza fosfolipidelor. Atunci cand a fost injectata
puilor, aceastd substanta a stimulat tiroida sa elibereze iod in fluxul sanguin (Macchia V. et al.,
1967).

In studii efectuate pe bacterii si drojdii au fost obtinute molecule cu proprietiti biologice
si imunologice asemanatoare cu hormonul gonadotropic corionic uman si molecule care au
proprietdti de legare asemanatoare cu cele ale receptorilor pentru acest hormon (Edwards J.G.,
Odell W.D., 2003). La bacteriile Escherichia coli crescute intr-un mediu sintetic simplu au fost
detectate peptide care se aseamana cu insulina mamiferelor (Roth J. et al., 1986) si 0 substanta
asemanatoare melanocortinei care corespunde dupa structurd terminatiei C a factorului G de
alungire, ce prezinta unele asemanari structurale cu hormonul de stimulare a alfa-melanocitului
si cu corticotropina (Roth J. et al., 2008).

Se considerd cd substantele secretate de catre microbii intestinali, asemanatoare unor
hormoni ai vertebratelor, pot mima semnalele hormonale ale gazdei si influenta procesele
antiinflamatorii din intestin si modula apetitul. Astfel, microbii din intestin, pe langa rolul lor de
organ metabolic al gazdei, pot fi, de asemenea, o sursa de semnale de tip hormonal pentru
celulele gazdei (Roth J. et al., 1986).

Dereglarile compozitiei microbiomului intestinal, in special dupa infectii, utilizarea de
antibiotice, modificari ale dietei si alte influente de mediu contribuie la dereglarea functiilor
organismului gazdei. Descifrarea mecanismelor moleculare prin care organismul percepe si

raspunde la semnalele microbiotei intestinale, si a modului in care se produce comunicarea dintre
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rezidentii microflorei intestinale, va ghida dezvoltarea si imbunatatirea terapiilor de combatere a

multiplelor boli ale societatii contemporane.

1.4. Incidenta si rolul enterococilor in sinatatea tubului digestiv si a organismului
integru

Enterococii sunt bacterii acidolactice (LAB), cuprinzand atat microorganisme patogene,
cat si comensale, omniprezente in mediul inconjurator, fiind totodata si simbionti intestinali.
Enterococii reprezinta bacterii/coci Gram pozitive, care apar in perechi sau lanturi scurte, nu
formeaza spori, sunt microorganisme facultativ anaerobe, ce se atribuie la genul Enterococcus.
Genul Enterococcus reprezinta un gen mare de bacterii acidolactice a filumul Bacillota (sinonim
Firmicutes) si este al treilea gen ca marime de LAB dupad Lactobacillus si Streptococcus.
Enterococii sunt greu de deosebit de bacteriile din genul Streptococcus. De fapt, enterococii 0
perioada de timp erau atribuiti la grupa D de streptococi din genul Streptococcus. Prin analize de
biologie molecularad (hibridizarea ADN si secventierea 16S ARN), in anul 1984, grupul D de
streptococii a fost recunoscut ca enterococi In gen aparte fatd de streptococi (Schleifer K.H.,
Kilpper-Balz R., 1984). Suplimentar a fost recunoscut ca gen separat intr-un addendum editorial
in editia din anul 1986 a ,,Manualului de bacteriologie sistematicd” a lui Bergey (Mundt J.O.,
1986).

Numele comun ,,enterococcus”, deriva din limba franceza ,,entérocoque” si este definit ca
de origine intestinald (enteric). Acest termen a fost folosit intr-0 publicatie din 1899, in care
Thiercelin a descris un coc Gram-pozitiv saprofit de origine intestinald, capabil sa provoace
infectie (Thiercelin M.E., 1899, citat de Fiore at al., 2019). Tot in acelasi an (1899), MacCallum
W.G. si Hastings T.W. au raportat patogenitatea enterococilor, iar mai tarziu a fost dovedita
prezenta lor in fecale (Fiore E., at al., 2019).

In anii ’30 ai secolului XX Lancefield R.C. a conceput un sistem de tipizare serologica,
care clasifica enterococii ca streptococi ai grupului D, impreund cu unele organisme (de
exemplu, Streptococcus gallolyticus, fost Streptococcus bovis) care difera de enterococi printr-o
serie de alte caracteristici. In 1937, Sherman J.M. a imprtit streptococii in grupele piogene,
viridani, lactici si enterococici. In urmatorii 50 de ani, enterococii au continuat sa fie clasificati
taxonomic in genul Streptococcus. La mijlocul anilor 1980, odatd cu progresele in tehnicile
taxonomice bazate pe analizele acizilor nucleici, s-a propus ca Streptococcus faecalis si
Streptococcus faecium sa fie transferate din genul Streptococcus, intr-un gen nou — Enterococcus

si sa fie reclasificate respectiv ca Enterococcus faecalis si Enterococcus faecium (Schleifer K.H.,
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Kilpper-Balz R.,1984). Ulterior, si alte specii de enterococi au fost reatribuite de la genul
Streptococcus la genul Enterococcus.

Taxonomia enterococilor s-a schimbat considerabil in ultimele decenii, iar genul include
in prezent aproximativ 68 de specii recunoscute de enterococci cu diverse habitate, tropisme si

caracteristici metabolice si fenotipice (http://www.bacterio.net/enterococcus.html#r). Cele mai

importante si raspandite sunt doua specii — E. faecalis (90-95%) si E. faecium (5-10%) (Vu J.,
Carvalho J., 2011). Sunt cunoscute si alte specii de enterococi — E. avium, E. caccae, E.
casseliflavus, E. dispar, E. durans, E. gallinarum, E. hirae, and E. raffinosus, care in literatura
de specialitate sunt numiti enterococi non-faecium si non-faecalis si care sunt cauza frecventa a
infectiilor endovasculare si ale fluxului sanguin la om (Monticelli J et al., 2018; Pinkes M.E., et
al., 2019). De mentionat ca speciile E. cecorum si E. durans sunt identificate mai des (sunt
frecvent izolate) (Chenoweth C. et al., 1990), in timp ce speciile E. caseliflavus, E. hirae, E.
gallinaroum si E. avium sunt detectate ocazional (Gilmore M. et al., 2002, Krawczyk B. et al.,
2021). Unele specii de enterococi, cum ar fi E. casseliflavus, E. gallinarum si E. raffinosus sunt
agenti ai unor infectii (Miller W.R. et. al., 2016).

Dupa cum a fost mentionat, enterococii sunt organisme anaerobe facultative, adica sunt
capabili de respiratie celulara atat in mediu cu oxigen, cat si in lipsa de oxigen. Desi nu sunt
capabili sd formeze spori, enterococii sunt toleranti la o gama larga de conditii de mediu cum ar
fi temperaturd extrema (10-45 °C), diapazon mare de pH (4,6-9,9) si concentratii mari de clorura
de sodiu. Enterococii au fost descrisi prin urmatoarele caracteristici: reactia lor cu antiserul
grupului D, capacitatea de a creste in solutie salind de concentratie mare, la 10°C si 40 °C si la
pH ridicat, capacitatea de a supravietui expunerii la temperatura de 60 °C timp de 30 de minute;
capacitatea de a hidroliza esculina in prezenta bilei (Fisher K., Phillips C., 2009; Ben Braiek O.,
Smaoui S., 2019). Datorita acestui fapt enterococii au o raspandire larga in mediul inconjurator,
se gasesc in sol, apa, alimente, plante.

Tractul gastrointestinal al animalelor reprezintd probabil cel mai mare rezervor de
enterococi (Gilmore M.S., 2014). In anul 1963, Mundt J.O. si colegii sii in rezultatul unui studiu
privind prezenta enterococilor in mediile naturale au stabilit incidenta acestor bacterii in
proportie de cca 71% in masele fecale la mamifere, de cca 86% la reptile si de cca 32% la pasari
(Mundt J.O., 1963, citat de Gilmore M.S., 2014). S-a stabilit ca enterococii ,prefera” sa
colonizeze TGI al animalelor mai mari, care au un regim alimentar variat. Cel mai probabil,
compozitia microbiotei in raport cu alimentatia specificd a unor animale determina daca
enterococii sunt capabili sa supravietuiascd si sa se dezvolte in tractul lor gastrointestinal. Mai

mult, s-a stabilit ca anumite specii de enterococi colonizeaza anumite specii de animale. De
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exemplu, specia E. columbae este specifica porumbeilor; E. asini a fost identificatd numai la
magari (Gilmore M.S., 2014). Speciile de enterococi se intalnesc in tractul intestinal la insecte.
Speciile E. faecalis si E. faecium sunt predominante, alte specii, insa, au o prevalenta mai mica.
Intr-un studiu privind Drosophila crescutd in laborator si silbatica (Cox C.R. Gilmore M.S.
2007, citati de Gilmore M.S., 2014) in tractul digestiv au fost identificate mai multe specii de
enterococi, inclusiv E. faecalis, E. faecium, E. gallinaraum si E. durans. Enterococii au fost
detectati si la insecte din spitale, ceea a determinat ingrijorari cu privire la faptul ca aceste
insecte pot fi sursd de contaminare pentru oameni, insd, implicarea insectelor in transmiterea
enterococilor rezistenti sau infectiosi nu a fost stabilita. In unele studii s-a stabilit ca mustele de
casd si gandacii de la fermele de porci pot actiona ca vectori si/sau rezervoare de enterococi
rezistenti la antibiotice si potential virulenti. Printre speciile de Enterococcus recent
caracterizate, E. termitis a fost izolata din intestinul unei termite, in timp ce unele tulpini de E.
rotai au fost izolate de la tantari (Sedlacek 1., et al., 2013; Gilmore M.S., 2014).

Enterococii au fost, depistati pe plante de cultura (cum ar fi maslinul) si in flora spontana
(Gilmore M.S., 2014). Din surse vegetale au fost izolate speciile de enterococi: E. casseliflavus
si E. mundtii (Martin J.D., Mundt J.O., 1972, citati de Schwartzman J. et al., 2024).

Enterococii sunt utilizati pe scara larga ca indicatori ai contaminarii fecale de origine
animala sau umana in mediu. Cu toate acestea, masura in care enterococii din mediul
inconjurator (inclusiv din sursele de apd) reflectd contaminarea cu deseuri umane sau animale
continud sa fie dezbatuta (Harwood V.J. et al., 2000). Abundenta lor in fecale umane si animale,
usurinta cu care sunt cultivate si corelarea continutului lor in apele dulci si marine cu rezultatele
sanatatii umane, a condus la utilizarea lor pe scara larga ca instrumente pentru evaluarea calitatii
apei recreative la nivel mondial (Lebreton F. et al., 2014).

Enterococii sunt o componentd naturald a microbiotei umane, se intalnesc pe piele, in
cavitatea bucald si intestinul gros si tractul genital constituind cca 1 % din microbiota totala
(Chenoweth C., Schaberg D., 1990; Vankerckhoven V. et al., 2004; Garcia-Solache M., Rice
L.B., 2019). Exista aproximativ 10® pani la 107 enterococi in intestinul uman: < 1% se gisesc in
ileon, pani la 1% in colon (Qin J. et al., 2010), dintre care majoritatea sunt fie E. faecalis (10°-
107 UFC/g de fecale), fie E. faecium (10%-10° UFC/g de fecale) (Murray B.E., 1990).

Opiniile privind beneficiile reprezentantilor enterococilor pentru organismul-gazda sunt
diverse si contradictorii. Este cunoscut ca unele specii de enterococi sunt comensali, pot stimula
sistemul imun si au o influenta semnificativa asupra mentinerii homeostaziei intestinale (Laissue
J.A et al,, 1993; Saillant V et al., 2021). Majoritatea enterococilor nu sunt virulenti si sunt

considerati relativ inofensivi, cu potential redus de infectie.
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E. faecalis reprezintd specia de enterococi, care insoteste organismul uman inca din
primele zile de viata. Ca bacterie comensalda produce vitamine, metabolizeaza nutrientii si
mentine pH-ul intestinal la un anumit nivel, cu impact pozitiv asupra sistemului imunitar uman si
asupra organismului. Din acest motiv, unele tulpini ale acestei bacterii sunt utilizate ca probiotice
(Daca A., Jarzembowski T., 2024).

Cu toate acestea, enterococii au fost identificati si ca agenti patogeni oportunisti
nosocomiali cu rezistenta crescuta la agenti antimicrobieni aprobati (O’Driscoll T., Crank C.W.,
2015). Enterococii sunt primele dintre organismele ESKAPE (Enterococci spp., Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa,
Enterobacter spp.) evidentiate de OMS ca fiind cauza mai multor infectii nosocomiale care
ameninta sanatatea, rezistente la antibiotice (Zhen X. et al., 2019).

Datorita virulentei si rezistentei la mai multe medicamente, antiseptice si dezinfectanti,
enterococii reprezintd o amenintare epidemica in mediul spitalicesc (Guzman Prieto A.M. et al.,
2016). Enterococii sunt a doua cea mai frecventa cauza a bacteriemiei intraspitalicesti si sunt
asociati cu o mortalitate generala de aproximativ 33%. Bacteremia enterococica este adesea
precedata de colonizarea densa a tractului gastrointestinal din care enterococii se pot transloca in
fluxul sanguin. In plus, diminuarea imunitatii mucoasei si perturbarea barierei gastrointestinale
au fost asociate cu bacteriemia enterococica. Factorii de risc includ mucozita, infectia cu
Clostridium difficile si neutropenia (Dubin K., Pamer E.G., 2014). Cele mai intlnite infectii
cauzate de enterococi sunt cele ale tractului urinar, fluxului sanguin, endocardului si ranilor
(Shepard B.D., Gilmore M.S., 2002). De asemenea, reprezentantii enterococilor sunt responsabili
de contaminarea alimentelor.

Speciile de enterococi prezinta diferente semnificative in incidenta factorilor de virulenta.
Analiza distributiei speciilor E. faecalis si E. faecium in mostrele preluate de la subiecti sanatosi
a relevat ca cca 55 % revine E. faecium si 43% — E. faecalis (Eaton T.J. si Gasson M.J., 2001).
La subiectii bolnavi se observa ca E. faecalis a fost specia dominanta (Novais C. et al. 2006,
2008). S-a stabilit ca E. faecalis reprezinta cauza a 80-90% din infectiile enterococice clinice
umane, in timp ce 5-15% sunt cauzate de E. faecium. E. faecalis poate provoca complicatii
grave, care includ infectii abdominale si pelvine, infectii ale tractului urinar, septicemie, infectii
ale plagilor, endocardita sau meningitd enterococica (Horsley H. et al., 2013).

In general, E. faecalis are mai multe trisaturi de virulentd, in timp ce tulpinile de E.
faecium au fost in general lipsite de factori de virulenta (Eaton T.J. si Gasson M.J., 2001). in

plus, avand in vedere distributia rezistentei la antibiotice in functie de specie, E. faecium poseda
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un nivel mai ridicat de rezistenta decat E. faecalis (Gin A.S., Zhanel G.G., 1996; Franz C. et al.,
2011).

Colonizarea enterococica a tractului gastrointestinal este principalul factor predispozant
pentru infectiile severe, care apar prin translocarea intestinala. Enterococii sunt fagocitati si
transportati prin peretele intestinal si rezista ,,uciderii” de catre sistemul limfatic. Traversand
bariera intestinald, enterococii, in special E. faecium si E. faecalis, duc la aparitia
bacteriemiei/sepsisului la pacienti. in SUA, de exemplu, enterococii provoacd aproximativ
66.000 de infectii in fiecare an (Fernandez-Hidalgo N., Escola-Vergé L., 2019).

Prin urmare, mentinerea echilibrului microbian in intestin este de o importanta absoluta.
Aceasta, in special, se referd la pacientii cu cancer de sange, deoarece medicamentele
imunosupresoare sau terapia cu antibiotice modifica mediul intestinal si permeabilitatea acestuia,
facilitand translocarea bacteriilor in patul sanguin (Samet A. et al., 2013, Reyes K. et al., 2016).
Totodatda, unele cercetari relevd ca reprezentantii enterococilor pot fi cauza dezvoltarii
tumorigenezei colonului (Cheng Y. et al., 2020).

Patogenitatea enterococilor este determinatd de rezistenta acestora la medicamente, in
special la antibiotice. Incepand cu sfarsitul anilor 1970 si 1980, speciile de enterococi au
dezvoltat o rezistentd crescutd la mai multe clase de antibiotice. In urma tratamentului cu
antibiotice se atestd o colonizare intensa cu enterococi a tractului intestinal, ceea ce duce la
eliminarea multor bacterii comensale cu rol de protectie antipatogeni. Intrucat cele mai
abundente specii din tubul digestiv la oameni sunt E. faecalis si E. faecium, respectiv, urmare a
rezistentei antibiotice, majoritatea infectiilor sunt cauzate de aceste doua specii. S-a stabilit ca
ambele specii au rezistenta intrinseca la unele antimicrobiene, in principal cefalosporine,
aminoglicozide, clindamicina si trimetoprim-sulfametoxazol (Calatrava E., 2022).

Astfel, utilizarea antibioticelor a devenit un factor de risc in raspandirea enterococilor
rezistenti la medicamente in mediul clinic, ceea ce determina enterococii sa devind una dintre
cele mai frecvente cauze ale infectiilor intraspitalicesti (Hidron A.l. et al., 2008).

In acest context, manipularea microbiomului intestinal pentru a preveni rispandirea
tulpinilor bacteriene rezistente la antibiotice, sustinand in acelasi timp ecosistemul sensibil din
care fac parte enterococii, este o sarcind a cercetarilor contemporane.

In acest aspect, cercetirile recente demonstreazi posibilitatea de utilizare a
reprezentantilor genului Enterococcus, sub forma de probiotice, ca factor de sustinere a
sistemului imunitar. De asemenea, enterococii au un rol semnificativ in tehnologia alimentara, in
calitate de culturd initiala implicata in fermentarea mezelurilor si branzeturilor (Garcia-Diez J.;

Saraiva, 2021) si in conservarea alimentelor ( Franz C. et al., 2011; Giraffa G., 2003).

40



Abordarea rolului fiziologic si terapeutic al enterococilor diferd de la o tard la alta. In
unele tari, semnificatia si aplicatia terapeuticad (sub forma de probiotice) a enterococilor este
ignorata, indiferent de caracteristicile lor pozitive. In alte tiri, enterococii sunt acceptati, in
pofida virulentei acestora. In acest context, este importanti standardizarea criteriilor care ar
permite categorizarea tulpinilor de bacterii drept benefice pentru sanatate (Krawczyk B. et al.,
2021).

In prezent, speciile de Enterococcus, din cauza patogenitatii, nu sunt nici recomandate
pentru lista QPS (EFSA Panel on Biological Hazarda, 2022) si nici nu au statut GRAS (Ogier,
Serror, 2008), desi, cunostintele stiintifice recente permit diferentierea tulpinilor comensale de
cele patogene (Montealegre M.C. et al., 2016; Bonacina J. et al., 2017; Jung A. et al., 2017).

In literatura de specialitate, flora microbiani a tractului digestiv este in general impartita
in: 1) microorganisme indigene, benefice, care au ajuns sa aiba o relatie stransa cu gazda printr-0
perioada lungi de evolutie si 2) microorganisme potential patogene. in acest sens, progresele
recente in epidemiologia moleculard bazate pe amprenta moleculara, tiparea secventei multi-
locus, studiile fenotipice si analizele genomului intreg aduc dovezi suplimentare ca tulpinile
nosocomiale de Enterococcus sunt diferite genotipic de tulpinile comensale. De exemplu, E.
faecium a fost subtipizat in trei clade diferite: clada Al asociatd spitalului, rar intalnita la
indivizii sdnatosi; clada A asociatd animalelor si clada B asociata comunitdtii, intalnita in mod
obisnuit la indivizii sanatosi si care rareori cauzeaza infectii (Montealegre M.C. et al., 2015). E.
faecalis, pe de alta parte, pare sa nu aiba o structura de clada atat de clara, probabil pentru ca
aceastd specie ocupd o varietate mai mare de micronise ecologice, avand, astfel, acces la un
spectru mai eterogen de alele decat E. faecium (Ruiz-Garbajosa P. et al., 2006).

Compararea genomurilor complete ale E. faecium din baza de date NCBI a aratat
gruparea diferentiala a izolatelor comensale si clinice, sugerand ca aceste tulpini pot fi adaptate
in mod specific la mediile de existenta (Beukers A.G. et al., 2017). Diferenta dintre capacitatea
izolatelor patogene si comensale de E. cecorum de la diferite specii de animale de a metaboliza
manitolul poate fi explicata printr-0 evolutie separata a lor (Hanchi H. et al.,, 2018). De
asemenea, investigarea secventelor genomului a 4 grupe de specii de Enterococcus de origine
alimentara, inclusiv lactate, carne, probiotice si probiotice de origine lactate, nu a evidentiat nicio
corelatie intre sursa de izolare/proprietatile probiotice cu caracteristicile filogenetice nici la nivel
de specie sau de tulpina.

Desi sunt necesare dovezi si studii suplimentare, datele noi privind diferentierea dintre

tulpinile comensale si nosocomiale determina elaborarea de noi recomandari cu privire la cadrul
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legislativ pentru probiotice, pentru a face distinctia intre tulpinile de Enterococcus sigure si
potential daunatoare.

In pofida faptului ci enterococii sunt considerati una din cele mai controversate grupe de
bacterii, s-a dovedit c@ enterococii reprezinta o parte a microbiotei indigene la om si animale
care participa in modularea sistemului imun. Enterococii au proprietatea de a crea relatii
simbiotice cu alte bacterii si cu organismul-gazda. Desigur ca aceste interrelatii se stabilesc pe
parcursul colonizarii, proces in care bacteriile ocupa anumite nise in cavitatile organismului si se
formeaza ecosistemele bacteriene.

Enterococii (E. faecalis si E. faecium) impreuna cu Bifidobacterium, E. coli si
Lactobacillus, colonizeaza sistemul digestiv al majoritatii sugarilor sanatosi in primele 7-10 zile
dupa nastere (Gewolb L.H. et al., 1999; Ruzickova M. et al., 2020). Aceste microorganisme
provin in principal din flora tractului genital al mamei. S-a depistat ca enterococii colonizeaza
dinamic si tractul gastrointestinal al nou-nascutilor nascuti prin operatie cezariand. Capacitatea
inaltd de colonizare este datoratd capacitatii acestora de a supravietui unor conditii severe de
mediu, de exemplu, la un pH de 9,6. Mai mult, aceste specii prezinta rezistenta la sarurile biliare,
care le permit sa depdseasca sistemul digestiv uman si sa colonizeze intestinul gros (Fisher K. et
al., 2009; McHugh C.P. et al., 2004).

Cunostintele privind colonizarea enterococica a intestinului sunt oferite de studiile
tractului gastrointestinal uman si ale materiei fecale. Enterococii sunt localizati primar in
intestinul subtire si gros, unde sunt membri ai consortiilor jejunale, ileale, cecale si recto-
sigmoidale. Enterococii au fost depistati in cavitatea orald, apar mai rar in stomac (Lebreton F.,
Willems R., Gilmore M.S., 2014). Dintre speciile de enterococi, E. faecalis este primul
colonizator al tractului gastrointestinal uman cu un impact major asupra dezvoltdrii imune
intestinale in stadiile foarte timpurii ale vietii. E. faecalis poate stimula functia celulelor imune si
imbunatati reglarea proliferarii celulare. A fost documentata inhibarea de catre E. faecalis a
apoptozei macrofagelor si sporirea supravietuirii acestora. S-a constatat ca aceasta caracteristica
este independenti de tulpina bacteriana. In particular, in timpul colonizarii tubului digestiv E.
faecalis are un rol protector in reglarea homeostaziei colonului in timpul dezvoltérii prin
suprimarea mediata de patogen, declansarea raspunsurilor inflamatorii in CEI-urile umane, si
prin atenuarea secretiei de citokine proinflamatorii, in special IL-8.80. In calitate de
imunomodulator, E. faecalis este responsabil pentru activarea celulelor CD4, CD8 (CD-cluster
de diferentiere) si a limfocitelor B (Krawczyk B., 2021).

Pana in prezent, nu sunt evidentiate mecanismele prin care enterococii (in particular E.

faecalis) interactioneaza cu celulele dendridice si progenitorii lor si care este impactul acestor
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interactiuni asupra raspunsului imun al organismului. In baza datelor obtinute din diverse studii,
se poate concluziona ca E. faecalis influenteaza celulele dendridice si precursorii acestora, in
functie de momentul in care are loc expunerea in timpul procesului de diferentiere. Expunerea
timpurie la E. faecalis duce la formarea de celulelor dendridice inflamatorii aberante care sunt
imunocompromise si incapabile si promoveze un raspuns proliferativ mic al celulelor T
(Mohamed Elashiry M. et al., 2020). Pe de alta parte, s-a stabilit ca in doze mari, E. faecalis
provoaca suprimarea imund a macrofagelor si modificd raspunsul imun al gazdei, faciliteaza
infectarea cu alti agenti patogeni, intarzie vindecarea ranilor si infiltrarea celulelor imune si
suprima expresia citokinelor inflamatorii (Mohamed Elashiry M. et al., 2020).

Enterococii, datoritd capacitatii Tnalte de adeziune a lor de celulele epiteliale intestinale,
creeazd o barierd de protectie, ce impiedica legarea si patrunderea microbilor daunatori, care
concureaza pentru aceleasi locuri. Ca rezultat, microbii patogeni nu pot sa se lege de epiteliul
intestinului si sa infecteze organismul. De exemplu, E. faecium consuma unele dintre resursele
de care au nevoie agentii patogeni pentru a se dezvolta. E. faecium poate produce acid folic, de
care organismul are nevoie pentru metabolismul celular, diviziunea celulard si sinteza
vitaminelor si aminoacizilor. Rezultatele cercetarilor pe animale indica ca E. faecium spp. poate
stimula functia celulelor imune, poate imbunatati reglarea proliferarii celulare si poate creste
capacitatea de ardere a grasimilor (Huang S. et al., 2022).

Cert este faptul, ca enterococii sunt o componenta naturald a microbiotei umane si au un
rol semnificativ in tractul digestiv. In calitate de bacterii comensale, enterococii participa la
metabolismul nutrientilor (carbohidrati, lipide si proteine) pentru a mentine pH-ul mediului in
care traiesc, in sinteza vitaminelor si a altor metaboliti, necesari pentru functionarea normala a
organismului-gazda, in prevenirea raspandirii bacteriilor de putrefactie, avand un impact asupra
sistemului imunitar uman, adica asupra imunitatii umorale si celulare (Wan L. et al., 2016).

Rolul benefic al enterococilor este dovedit si prin capacitatea acestora de a produce
substante cu actiune antibacteriana, numite bacteriocine sau enterocine (Franz C. et al., 2011).
Unele bacteriocine/enterococice sunt active si impotriva virusurilor. Productia de bacteriocine
ajuta enterococii sa colonizeze tractul gastrointestinal si acest lucru contribuie, de asemenea, la
inhibarea organismelor patogene din intestin (da Silva N. et al., 2012) si este una dintre
caracteristicile necesare in selectarea tulpinilor de probiotice (Hanchi H. et al., 2018).

Unele bacteriocine pot fi grupate la bacteriocine tipice, produse de LAB conform
clasificarii traditionale. Insi, o parte din bacterocine produse de enterococi nu au putut fi
categorizate la acest grup (Hanchi H. et al., 2018). Franz C. si colab. (2007) au sugerat gruparea

enterocinelor in patru clase noi: enterocine lantibiotice (clasa 1) cum ar fi citolizina; enterocine
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nonlantibiotice (clasa Il) cu trei subclase (1, 2 si 3) cum ar fi enterocina A (clasa 11-1), enterocina
Q (clasa 11-2) si enterocina B (clasa I1-3); urmata de enterocinele ciclice (clasa III) cum ar fi
enterocina AS-48 si enterocinele cu greutati moleculare mari (clasa 1V) precum enterolizina A.
Majoritatea enterocinelor caracterizate apartin clasei II (Hanchi H. et al., 2018; Ben Braiek O.,
Smaoui S., 2019). Lista mare de bacteriocine enterococice cu structura si spectrul lor de actiune
este disponibild in baza de date BACTIBASE (Hammami R. si colab., 2013).

Enterocinele produse de Enterococcus spp. sunt peptide mici, cu activitate antimicrobiana
fata de bacteriile Gram-pozitive strans inrudite, inclusiv bacterii de alterare sau patogene, cum ar
fi Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Staphylococcus spp. si Clostridium spp. (Foulquié
Moreno M.R. et al.,, 2006). De asemenea, a fost documentatd activitatea antagonistd a
enterocinelor fata de bacteriile Gram-negative — Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli si
Vibrio holera, precum si fata de ciuperci, drojdii si virusi. Enterocinele sunt sintetizate pe
ribozomi, reprezinta peptide cationice, hidrofobe cu greutate molecularda micd, care contin
aproximativ 20-60 de resturi de aminoacizi si sunt stabile la temperaturi inalte. De asemenea,
sunt rezistente la actiunea enzimelor si isi pastreaza functionalitatea la o gama larga de valori ale
pH-ului. Mecanismul de actiune a enterocinelor constd in perturbarea integritatii membranei
citoplasmatice, in care formeaza pori, epuizand astfel potentialul transmembranar si/sau
gradientul de pH, ceea ce duce la scurgerea moleculelor intracelulare indispensabile.
Mecanismul de actiune a enterolizinei A este destul de diferit fata de celelalte enterocine,
deoarece ataca bacteriile susceptibile prin degradarea structurii peretelui celular, ceea ce duce in
cele din urma la liza celulelor tulpinilor tinta (Ben Braiek O., Smaoui S., 2019). Enterocinele au
aplicatie in tratamentul infectiilor gastrointestinale, infectiilor cutanate, a infectiilor cauzate de
bacteriile rezistente la antibiotice. Datoritd actiunii antagoniste fatd de tulpinile importante
(nosocomiale) din punct de vedere clinic si a activitatii sinergice cu alte bacteriocine si
antibiotice, enterocinele ar putea fi utilizate in tratamentul infectiilor nosocomiale cauzate de
bacteriile rezistente la antibiotice (Hammami R. et al., 2013). Mai mult, capacitatea de ucidere a
bacteriocinelor produse de tulpinile de Enterococcus este considerata o strategie de succes pentru
mentinerea populatiei microbiene si reducerea numarului de concurenti patogeni.

In general, bacteriocinele au importanti in legitura cu raspandirea rapida a rezistentei la
antibioticele conventionale. S-a propus problema stringenta de a identifica compusi noi, agenti
antimicrobieni si metode terapeutice inovatoare pentru tratarea infectiilor cauzate de agenti
patogeni rezistenti la antibiotice si limitarea raspandirii acestora. In acest aspect, bacteriocinele

sunt considerate a fi o alternativa in tratamentul infectiilor bacteriene rezistente la antibiotice.
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De asemenea, bacteriocinele/enterocinele au un potential ridicat de aplicare ca aditivi
alimentari naturali pentru a spori siguranta alimentara. Din perspectiva legislatiei actuale, nisina
si pediocina PA1/AcH au fost singurele bacteriocine aprobate pentru utilizarea ca aditivi
alimentari de catre FDA in SUA si UE, indiferent de numarul considerabil de lucrari
experimentale privind aplicarea bacteriocinelor in alimente (Vignolo G. et al., 2012; Barbosa C.
et al., 2017). Cu toate acestea, tulpinile probiotice sau bacteriocinele destinate utilizarii pentru
terapie trebuie sd fie supuse procesului de reglementare ca medicament nou si trebuie sa fie
autorizate de organismele responsabile (de exemplu FDA in SUA) (Venugopalan V. et al.,
2010). in acest sens, genul Enterococcus este atribuit la grupa de risc 2, care include
microorganismele care contin factori de virulenta conform Directivei 2000/54/EC (Elashiry M.
et al., 2020).

1.5. Potentialul enterococilor in calitate de probiotice

Potrivit FAO si OMS |, probioticele sunt microorganisme vii identificate la nivel de
tulpina care, atunci cand sunt administrate intr-o cantitate adecvata, au un efect benefic asupra
sanatatii gazdei” (Gibson G.R., 2017). Probioticele sunt adesea denumite ca ,,preparate
bioterapeutice vii” pentru uz uman si ,,preparate microbiene administrate direct” pentru hrana
animalelor (Krawczyk B. et al., 2021). Pentru depistarea si selectarea tulpinilor microbiene cu
proprietati de probiotice, FAO si OMS au stabilit unele criterii de baza, cum ar fi: examinarea
tolerantei la tranzitul oro-gastrointestinal, productia de substante antimicrobiene si sensibilitatea
la antibiotice, aderenta la mucoasa intestinald umana si activitatea de imunomodulare doritd
(FAO/WHO, 2002). Se recomanda ca probioticele sa aiba ,,un continut definit, un numar adecvat
de componente viabile la sfarsitul perioadei de valabilitate si dovezi bine argumentate privind
beneficiile pentru sandtate”. De asemenea, probioticele trebuie sd fie ,,sigure pentru utilizarea
intentionata” (Hill C. et al., 2014). Aceste pozitii au fost reiterate in 2018 de catre Asociatia
Stiintifica Internationala a Probioticelor si Prebioticelor — ISAPP (ISAPP, 2018).

Deseori termenul ,,probiotic” este folosit gresit pentru diferite categorii de produse:
alimente si suplimente alimentare. In acest caz sunt necesare unele criterii clare care ar defini
precis termenul de ,,probiotic”. Astfel, tulpinile de probiotice trebuie sd fie (1) suficient de
caracterizate; (2) sigure pentru utilizarea preconizatd; (3) sustinute de cel putin un studiu clinic
pozitiv efectuat pe subiectii umani, in conformitate cu standardele stiintifice general acceptate
sau 1n conformitate cu recomandarile si dispozitiile autoritatilor locale/nationale, daca este cazul;
si (4) sa fie viabil in produs la o doza eficienta pe toata durata de valabilitate (Binda S. et al.,

2020). Potrivit FDA (SUA), bacteriile probiotice ar trebui ,,in general sa fie recunoscute ca
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sigure” (Institute of Medicine, 2006). In Europa, ,,Prezenta calificati de siguranti” (,,Qualified
Presumption of Safety - QPS”) este responsabild pentru recomandarea agentilor biologici
adaugati in mod intentionat in produsele alimentare sau in hrana pentru animale, iar informatiile
sunt disponibile pe panelurile stiintifice ale Autoritatii Europene pentru Siguranta Alimentara —
EFSA. (Koutsoumanis K. et al., 2020). Numeroase studii au constatat ca unele tulpini de bacterii,
izolate de la animale, produse alimentare fermentate sau nefermentate, ar putea fi candidati
potentiali pentru a fi utilizate ca probiotice pentru oameni si animale. Printre mai multe
microorganisme, LAB, in special, din genurile de Bifidobacterium si Lactobacillus, izolate din
tractul gastrointestinal uman au fost recomandate de FAO si OMS pentru uz uman in calitate de
probiotice, datorita statutului lor de GRAS (Zielinska D. et al., 2018).

Se cunoaste ca consumul de probiotice are efecte benefice, inclusiv raspunsul imunitar
sporit, ameliorarea homeostaziei microbiene intestinale, reducerea enzimelor fecale implicate n
initierea cancerului, efecte adjuvante ale vaccinului, tratamentul diareii si terapia cu antibiotice,
prevenirea ulcerelor legate de Helicobacter pylori. Probioticele sunt, de asemenea, implicate in
reducerea colesterolului seric, in antagonismul impotriva agentilor patogeni de origine
alimentara, a agentilor ce provoaca carii dentare, precum si ai candidozei si infectiilor tractului
urinar (Saavedra J.M., 2001).

Probioticele pot fi de origine de la o singura specie sau de la mai multe specii. Se
considera ca un amestec de bacterii probiotice din mai multe specii nu numai ca interactioneaza
sau concureazi, ci si influenteaza reciproc efectele benefice (Krawczyk B. et al., 2021). In acest
aspect, a fost explorat si potentialul probiotic al altor cateva genuri de LAB, cum ar fi
Aerococcus, Carnobacterium si Enterococcus, in mare parte, datorita avantajului lor tehnologic
in industria alimentara si a proprietatilor lor benefice sanatatii. Tulpinile de enterococi, pentru
acest scop, sunt utilizate ocazional. Au fost efectuate mai multe studii pentru a evalua
caracteristicile de probiotice ale tulpinilor de Enterococcus si au fost documentate efectele
benefice ale acestora pentru sanatate. Probioticele enterococice pot fi utilizate in tratamentul
si/fsau prevenirea anumitor boli umane si animale, cum ar fi ameliorarea simptomelor
sindromului colonului iritabil si a diareii induse de antibiotice si prevenirea diferitor boli
intestinale functionale si cronice. Mai mult, unii enterococi prezinta efecte antimutagenice,
anticancerigene, hipocolesterolemice si de reglare a imunitatii (Krawczyk B. et al., 2021).

Insa, problema utilizrii tulpinilor de Enterococcus ca probiotice este destul de
controversata din cauza usurintei cu care reprezentantii acestui gen pot dobandi diferiti factori de
virulenta si rezistenta la diferite clase de antibiotice. Enterococii sunt, de asemenea, considerati

agenti patogeni oportunisti. Aceasta problema este deosebit de relevanta in mediile spitalicesti,

46



unde apar adesea focare de infectii cauzate de enterococi. Capacitatea lor de a se transloca din
tractul gastrointestinal in diferite tesuturi si organe, precum si virulenta si rezistenta lor la
antibiotice sunt factori de risc in promovarea lor in calitate de probiotice (Zhen X. et al., 2019).

Totusi, au fost documentate studii care releva efectul benefic al diferitor tulpini de
enterococi. Primele date privind utilizarea enterococilor in tratamentul diferitor boli, cum ar fi
infectiile cronice si recurente ale tractului respirator superior, leziunile cutanate sau bolile
cronice legate de sinusuri (sinuzitd cronicd) au fost descrise in anii 1950. In anul 1955 au fost
mentionate primele terapii probiotice, care au presupus aplicarea de E. faecalis, urmare a
tratamenului cu antibiotice (Rusch K. et al., 2001). In prezent, preparatele probiotice de E.
faecalis, uneori imbogdtite cu E. coli si lactobacili, sunt recomandate pentru tratamentul unor
boli precum inflamatia tractului urinar, sinuzita sau bronsita si raceala comuna. In Germania, E.
faecalis (tulpina DSM 16431) este comercializat sub forma de medicament cu denumirea
»oymbioflor 1” (SymbioPharm, Herborn, Germania) si este recomandat pentru sinuzita sau
bronsita acuta si recurenta (Franz C. et al., 2011).

S-a constatat ca tulpina de E. durans M4-5 genereaza SCFA (butirat), care induce efecte
antiinflamatorii semnificative si contribuie la integritatea epiteliului intestinal, iar tulpina de E.
durans KLDS 6.0930 poate fi un candidat probiotic prin faptul ca induce scaderea nivelului de
colesterol din serul la subietii umani. O alta tulpina de E. durans LAB18s a fost recomandata ca
fiind utild in calitate de supliment cu seleniu in alimentatie. Tulpinile E. faecium LCW 44 si E.
durans 6HL s-au dovedit a fi foarte puternice impotriva bacteriilor Gram-pozitive si, respectiv,
Gram-negative. E. mundtii ST4SA a fost prezentata recent ca o alta tulpina cu potential probiotic
major (Krawczyk B. et al., 2021; Im E.J. et al., 2023). Unele tulpini de enterococi, in particular
de E. faecalis si E. faecium, sunt utilizate in calitate de probiotice si aditivi alimentari (Becquet
P., 2003, Aratjo T.F., de Luces Fortes Ferreira C.L., 2013; Hanchi H. et al., 2018). Tulpinile
enterococice, cum ar fi E. faecium M74 si E. faecium SF-68, sunt incluse ca suplimente
alimentare in mai multe preparate probiotice care s-au dovedit a fi eficiente si sigure, cum ar fi
FortiFlora® si Cernivet® (care contin E. faecium SF68®, Cerbios-Pharma SA, Elvetia)
(Krawczyk B. et al., 2021). Utlizarea enterococilor ca probiotice vizeazda mai multe domenii,
cum ar fi industria farmaceutica, in calitate de medicamentele de uz uman si veterinar si industria
alimentara. Probioticile de origine enterococica ar putea fi implementate in productia de alimente
functionale, intrucat unele tulpini de enterococi au fost utilizate ca declansatori in fermentarea
alimentelor.

Atunci cand se selecteaza o tulpina probioticd enterococica, ar trebui sd se ia in

considerare o serie de proprietati care implica aspectul de siguranta si trasaturile functionale si
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benefice. Deoarece efectul probiotic depinde de tulpina, aceasta ar trebui sa fie astfel bine
caracterizata (fenotipic si genotipic) si trebuie sa fie sigura si lipsita de orice patogenitate, cum ar
fi absenta factorilor de virulenta si a genelor AR dobandite (Im E.J. et al., 2023). Caracteristicile
dezirabile pentru tulpinile probiotice includ, de asemenea, capacitatea de a supravietui si de a-si
pastra viabilitatea in conditiile dificile ale tractului gastrointestinal la subiectii sanatosi (pH
scazut, pepsind, pancreatind, saruri biliare), incapacitatea lor de a transloca mucoasa intestinala,
sensibilitatea lor la uciderea fagocitara si capacitatea de a produce substante antimicrobiene, cum
ar fi enterocinele. O altd trasatura considerabild pentru potentialele probiotice enterococice este
ca acestea ar trebui sa aiba o capacitate limitata de a-si modifica ADN in vivo (Krawczyk B. et
al., 2021; Im E.J. et al., 2023).

Cerintele fata de enterococi ca probiotice trebuie sa ia in calcul urmatoarele trasaturi:

- nemijlocit asociate celulei bacteriene (organisme vii, rezistenta la sucul gastric si acizii
biliari, avirulenta, fara rezistenta la antibiotice si elemente genetice mobile, fara receptori pentru
bacteriofagi);

- bacteriene asociate tractului digestiv (metabolism activ in sistemul digestiv, relatie
adecvatd cu bacteriile comensale, colonizare eficientd, receptori competitivi cu bacteriile
patogene, abilitate de a produce substante antimicrobiene (enterocine);

- asociate produsului comercial finit (identificare la nivel de gen, specie, tulpind; tulpini
depuse 1n colectii ale microorganismelor public accesibile; sa fie secventiatd si documentata
expresia genelor; stabilitate genetica; fara efecte patogenice, invazive si carciogenice; nivelul de
doza corespunzator cu descriptia respectiva; consum pur confirmat; viabilitate si stabilitate la
pastrare; test privind susceptibilitatea la antibiotice; controlul tulpinilor la virulentd) (Krawczyk
B. etal., 2021)

Una dintre caracteristicile care se aplica la selectarea microorganismelor probiotice este
aderenta la mucoasa intestinala. Capacitatea de aderentd a E. faecalis si E. faecium la mucoasa
intestinald a fost studiatd la unele animale agricole si domestice. Astfel, tulpina E. faecium
WEFA23, izolatda din masele fecale ale sugarilor din China, este capabild sd excluda sau sa
deplaseze aderenta bacteriilor de E. coli O157:H7, S. typhimurium ATCC 13311, L.
monocytogenes CMCC54007, St. aureus CMCC26003 si Sh. sonnei ATCC 25931 la celulele
Caco-2 (He Y. etal., 2019).

Este cunoscut faptul ca in selectia probioticelor se ia In considerare rezistenta tulpinilor la
sucul gastric si la sarurile biliare si productia de compusi antimicrobieni (bacteriocine) (Franz C.
et al., 1999; Aratjo T.F., de Luces Fortes Ferreira C.L., 2013). Tulpina de E. faecium OV3-6 cu

proprietati de probiotice si peptidele sale active secretate sunt capabile sa supravietuiascd in
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conditii de simulare gastrica si ale intestinului subtire (Choeisoongnern T. et al., 2021). Aceasta
tulpina denota capacitate de a-hemoliza, este sensibild la majoritatea antibioticelor relevante din
punct de vedere clinic, reduce aderenta E. coli si S. typhimurium pe celulele Caco-2 si poate
impiedica multiplicarea tulpinilor Gram-pozitive, ce apartin genurilor Bacillus, Carnobacterium,
Listeria si Staphylococcus (Choeisoongnern T. et al., 2021).

In acelasi timp, utilizarea anumitor tulpini de microorganisme ca probiotice este
reglementatd de organismele de decizie respective. Astfel, EFSA a stabilit cd enterococii nu
indeplinesc statutul de ,,prezentd calificatd de siguranta” (Becquet P., 2003; Wang X. et al.,
2020). Niciun probiotic de origine enterococica nu a fost aprobat de catre Administratia pentru
Alimente si Medicamente (FDA) din SUA pentru tratamentul, vindecarea sau ameliorarea bolilor
umane, iar tulpinile de enterococi utilizate sau propuse pentru utilizare ca probiotice ar trebui sa
fie examinate cu atentie pentru eficacitate si siguranta (Wang et al., 2020). Cu toate acestea, E.
faecium este inca utilizat ca supliment alimentar in SUA si China si are denumirea comuna de
»microorganisme destinate hranirii directe” (Wang et al., 2020).

In ceea ce priveste reglementarea privind hrana pentru animale, Agentia Europeana
pentru Standarde Alimentare (EFSA) a autorizat anumite tulpini de enterococi pentru utilizarea
lor ca aditivi pentru 1insilozare si suplimente alimentare. De exemplu, unele probiotice
enterococice au fost incluse in grupul de aditivi furajeri pentru stabilizarea comunitatilor
microbiene din tractul digestiv atat la animalele monogastrice, cat si la rumegatoare (Krawczyk
B. et al., 2021). Tulpinile de E. faecium NCIMB 11181 si E. faecium DSM 7134 au fost aprobate
ca aditivi furajeri pentru vitei si purcei de catre EFSA. Probioticele E. faecium SF68® si E.
faecalis Symbioflor 1 sunt, de asemenea, utilizate pentru a preveni sau trata diareea la porci,
pasari de curte, animale de ferma si animale de companie (Nowakiewicz A., et al., 2017). S-a
constatat ca hranirea porcilor cu un probiotic de origine Enterococcus spp a redus agentii
patogeni intestinali (Krawczyk B. et al., 2021). De asemenea, administrarea orala de E. faecium
NHRD IHARA la purcei dupa intarcare a crescut nivelul seric si fecal de IgA si a imbunatatit
cresterea acestora (Jahan M. et al., 2015). La pui, s-a demonstrat ca E. faecium imbunatateste
cresterea, morfologia intestinala si homeostazia microbiotei cecale (Tran T. et al., 2018). De
asemenea, s-a raportat ca E. faecium imbunatateste eficienta metabolica si reduce raspunsurile
inflamatorii la puii de fermad, iar numeroase studii au demonstrat efectele benefice ale
enterococilor in acvacultura (Krawczyk B. et al., 2021).

In prezent, doar un numar limitat de probiotice enterococice sunt comercializate, in
special, din cauza lipsei de informatii privind siguranta lor si a actelor normative ce

reglementeaza aplicarea lor. De mentionat, ca enterococii nu au obtinut inca statutul GRAS. Cu
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toate acestea, unele tulpini enterococice (producatoare de enterocind) bine caracterizate sunt
utilizate ca culturi starter, starteri adjuncti, culturi protectoare, coculturi sau culturi protectoare in
industria alimentara si/sau probiotice datorita unor trasaturi pozitive (Im E.J. et al., 2023).

Totusi, dupa cum a fost mentionat anterior, reprezentantii enterococilor sunt implicati in
mai multe infectii nosocomiale din cauza factorilor de virulenta si a rezistentei la antibiotice.
Astfel, dezvoltarea de noi probiotice enterococice necesitd o evaluare strictd n ceea ce priveste
aspectele de siguranta pentru selectarea unor tulpini enterococice inofensive (Ben Braiek O. si
Smaoui S., 2019). Eficacitatea si siguranta microorganismelor ca probiotice, inclusiv a
enterococilor, ar trebui sa se bazeze pe studii riguroase care sa dezvaluie toate aspectele actiunii
bacteriilor investigate. In acest scop, tehnicile stiintifice moderne, cunostintele actualizate despre
enterococi si proprietatile acestora ca bacterii comensale, punerea in aplicare a unor criterii
adecvate de selectare a tulpinilor benefice si o legislatie corespunzitoare ar permite de a face
diferenta intre tulpinile enterococice patogene si cele sigure si, astfel, ar contribui la valorificarea
mai mare a enterococilor in calitate de bacterii benefice cu potential probiotic inalt, la fel ca alte
tulpini LAB. Aceste masuri ar trebui sa fie completate de o utilizare mai prudenta a antibioticelor
in medicamentele de uz uman si veterinar si de un control strict privind prezenta enterococilor in
mediul Inconjurdtor si in sursele alimentare pentru a preveni sau limita raspandirea tulpinilor
enterococice patogene.

De mentionat cd pana In prezent, nu au fost raportate cazuri de boli cauzate de enterococi
probiotici care sunt in prezent comercializati, cum este cazul E. faecium SF68 si E. faecalis
Symbioflor, ceea ce reprezintd un indiciu important al sigurantei acestor tulpini probiotice

enterococice (Franz C.M. et al., 2011).

1.6. Concluzii la capitolul 1

Analiza informatiei din literatura de specialitate privind rolul microbiotei intestinale,
inclusiv si a bacteriilor din genul Enterococcus a permis formularea urmatoarelor pozitii:

1. Microbiota intestinala are multiple functii, fiind implicatd in diverse procese
fiziologice cu rezonanta asupra intregului organism — reglarea homeostaziei, metabolism,
absorbtia nutrientilor vitali si sinteza substantelor biologic active, formarea imunitatii,
mentinerea integritatii barierelor si structurii intestinale, ce protejeaza organismul de agenti
nocivi, precum si in functionarea sistemului nervos si influentarea comportamentului.

2. Microbiota intestinala a dezvoltat pe parcursul coevolutiei sale cu organismele
gazdelor mecanisme de coexistenta benefica (comensalism), care pentru fiecare individ in parte

se stabilesc pe parcursul dezvoltarii postnatale, prin colonizarea oportund cu anumiti
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reprezentanti microbieni si prin formarea niselor prielnice de existenta pentru anumite grupe de
microorganisme, care au cele mai mari beneficii pentru organism la acel moment.

3. Formarea microbiocenozelor intestinale la anumite perioade de viata este influentata
de factorii intrinseci si extrinseci, depinde de varsta organismului si de mediul de viata, iar
compozitia microbiotei intestinale si succesiunea de microorganisme in segmentele tubului
digestiv pot fi asociate principiilor stocastice, care in general determina tendintele de formare a
ecosistemelor. Cunoasterea acestor principii ar permite de a analiza mai amplu si de a explica
modificarea microbiotei intestinale in functie de statutul fiziologic al organismului, de actiunea
factorilor de mediu si de a elucida mecanismele ce declanseaza patogeniile.

4. Interactiunea microbiotei cu organismul este complexa si se bazeaza pe o retea de
mecanisme genetice, metabolice, imunologice, hormonale, neurologice si de semnalizare
intercelulard, care determind beneficiile comune participantilor, in special, pentru sanitatea
gazdei, iar descifrarea acestor mecanisme va permite de a elabora abordari absolut noi in terapia
multiplelor boli asociate microbiomului.

5. Enterococii reprezintd un grup destul de controversat de bacterii, Intrucat pe de o
parte sunt bacterii comensale a microbiotei umane, aducand beneficii tubului digestiv si
organismului in intregime, iar pe de alta parte sunt identificati ca agenti patogeni oportunisti
nosocomiali. Progresele recente in epidemiologia moleculara bazate pe amprenta moleculara,
tiparea secventei multilocus, studiile fenotipice si analizele genomului intreg aduc dovezi
suplimentare ca tulpinile nosocomiale de Enterococcus sunt diferite genotipic de tulpinile
comensale.

6. Enterococii au proprietatea de a crea pe parcursul colonizarii tubului digestiv relatii
simbiotice cu alte bacterii si cu organismul-gazda, ceea ce manifesta rol protector in reglarea
homeostaziei colonului in timpul dezvoltarii, iar in calitate de bacterii comensale au un rol
important in metabolismul si sanatatea omului si animalelor, prin promovarea aportului de
nutrienti, formarea si mentinerea functiei barierei intestinale, ceea ce previne colonizarea tubului
digestiv de catre agentii patogeni si contribuie la modelarea si mentinerea imunitatii intestinale
normale.

7. Rolul benefic al enterococilor este dovedit si prin capacitatea acestora de a produce
substante cu actiune antibacteriana numite enterocine, care datorita actiunii antagoniste fata de
diversi microbi patogeni si a activitatii sinergice cu alte bacteriocine si antibiotice ar putea fi
utilizate in tratamentul infectiilor nosocomiale.

8. 1In baza proprietitilor enumerate ale enterococilor au fost evidentiate si caracterizate

mai multe tulpini de enterococi cu potential probiotic, fiind documentare efectele benefice ale
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acestora pentru sanatate: ameliorarea simptomelor sindromului colonului iritabil si a diareii
induse de antibiotice si prevenirea diferitor boli intestinale functionale si cronice, actiune
antimutagenica, anticancerigenica, hipocolesterolemica si de fortificare a imunitatii.

9. Selectarea tulpinilor enterococice cu actiune probiotica trebuie sd se bazeze pe o
serie de proprietati, care implica, pe langa trasaturile functionale si benefice, si aspectul de
siguranta ce ar exclude orice aspect de patogenitate, cum ar fi absenta factorilor de virulenta si o
capacitate limitata de a-si modifica ADN in vivo.

10. Punerea in aplicare a unor criterii adecvate de selectare a tulpinilor benefice si 0
legislatie corespunzatoare ar permite de a face diferenta intre tulpinile enterococice patogene si
cele sigure si, astfel, ar contribui la valorificarea mai mare a entrococilor in calitate de bacterii

benefice cu potential probiotic inalt, la fel ca alte tulpini LAB.
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2. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE

Cercetarile au vizat investigarea incidentei microorganismelor de enterococi in diferite
obiecte biologice cu statut fiziologic diferit, fiind utilizate metode si teste microbiologice clasice
privind izolarea in culturd purd, identificarea si selectarea microorganismelor, cu respectarea
regulilor pentru examenele microbiologice, conform SM SR ISO 7218 si a principiului de
utilizare a microorganismelor cu potential biologic natural nepatogen (nemodificate genetic).

Utilizarea datelor privind enterococii din experimentele care au fost realizate anterior
demararii programului de doctorat, a fost preconizata in proiectul de doctorat in cauza, elaborat,

depus si castigat de catre dr.hab., prof.cerc. Maria Timosco.

2.1. Material de studiu

Drept obiect de studiu au servit tulpinile de enterococi. Enterococii fac parte din
domeniul Bacteria, tipul Firmicutes, clasa Bacilli, ordinul Lactobacillales, familia
Enterococcaceae (Ludvig W. et al., 2009). Genul Enterococcus este reprezentat de bacterii
Gram-pozitive, nesporulante, facultativ anaerobe, care au forma ovoidald sau sferica si pot
aparea in frotiuri in lanturi scurte, perechi sau celule unice. Dimensiunea celulelor este de 0,6-2,0
x 0,6-2,5 um. Enterococii se caracterizeazd printr-un metabolism fermentativ. Bacteriile
realizeaza o fermentatie lacticd homoenzimatica a unei varietati de carbohidrati pentru a forma
acid lactic L(+), dar nu si gaz, si, prin urmare, sunt clasificate ca microorganisme acidolactice si
sunt capabile sd se dezvolte la concentratii de NaCl de pana la 6,5% si de bild de pana la 40%, la
pH 9,6, in intervalul de temperatura 10-45 °C, rezistent la 0,4% azida de sodiu. Conditiile optime
de cultivare pentru enterococi reprezinta diapazonul de 35-37°C si pH 7,5 (Bergey D.H., Holt
J.G., 1994).

Pentru izolarea si cultivarea enterococilor se utilizeazi medii diferentiale selective. In
figura 2.1. este reprezentata cresterea enterococilor pe mediul cu bila-esculin azid agar.
Selectivitatea acestui mediu se bazeaza pe prezenta azidei de sodiu, care inhiba bacteriile Gram-
negative si prezenta bilei, care inhiba bacteriile Gram-pozitive, cu exceptia grupului de
enterococi. Diferentierea grupului de enterococi se bazeaza si pe capacitatea acestora de a
hidroliza esculina. Hidroliza esculinei induce producerea de 6,7-dihidroxicumarin, ce
reactioneaza cu ionii de fier (III) pentru a forma un compus de culoare neagra ce difuzeaza in

mediu.
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B C

Figura 2.1. Cultivarea enterococilor pe mediul nutritiv cu bila-esculin si azid agar
(Autor foto: Bogdan V.)

(Legenda: A —cutia Petri cu mediu nutritiv solid pe care au crescut pand la 10 colonii; B — cutia Petri cu mediu
nutritiv solid pe care au crescut pana la 100 colonii; C —cutia Petri cu mediu nutritiv solid pe care au crescut mai
mult de100 colonii)

Pe acest mediu, care este initial galben-maroniu, se formeaza un halou negru in jurul
micilor colonii de enterococi. Astfel de zone de intunecare nu se formeaza in jurul coloniilor de
alte microorganisme. lar, daca numarul de enterococi din cultura este foarte mare, intreaga cupa
devine neagra.

Cercetarile stiintifice au fost efectuate in conditii in vitro (cu utilizarea mediilor nutritive
elective pentru fiecare gen de microorganisme) si in vivo pe diferite obiecte biologice, dupa cum
urmeaza:

- subiecti umani (copii cu varsta de 1-16 ani si adulti cu varsta de pana la 50 de ani si

dupa 50 de ani);

- animale agricole (purcei, vitei, pui de gaina);

- animale de laborator (soareci albi — specia Muridae mus; sobolani albi de laborator

linia Wistar — specia Rattus albicans si cobai — Cavia porcellus).

Subiecti umani oA * i * * ﬂ

Animale agricole | “
Animale de laborator
-« £ &

Figura 2.2. Obiectele biologice la care a fost investigata incidenta enterococilor (original)
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Animalele de laborator mentionate reprezinta modele clasice de investigare a microbiotei
intestinale si ale aspectelor fiziologice ale tubului digestiv.

Experimentele ce au vizat prelevarea probelor de la subiectii umani si de la animalele
agricole, pe soareci albi si pe cobai au fost efectuate in cadrul proiectului 09.816.09.07A
.Elaborarea si testarea noilor remedii medicamentoase pentru mentinerea coordonatd a
bacteriocenozei intestinale la nivel sanogen”, realizat in cadrul Institutului de Fiziologie si

Sanocreatologie, iar autorul tezei a fost executant in cadrul proiectului.

2.2. Metode de izolare si determinare cantitativa a enterococilor

2.2.1. 1zolarea, identificarea si determinarea tulpinilor pure de microorganisme luate
in studiu

In cercetdri au fost utilizate metode si teste microbiologice clasice privind izolarea de
culturd purda, identificarea si selectarea microorganismelor, in modificare dupa Bogdanov V.
(1959), Bannikova L. (1975) si metode de identificare, conform Bergey (Bergey D.H., Holt J.G.,
1994), cu respectarea regulilor pentru examenele microbiologice, conform SM SR I1SO 7218
(2015).

Izolarea tulpinilor pure de microorganisme — enterococi, bifidobacterii, lactobacterii
(lactobacili) si Escherichia — din mostrele pregatite pentru cercetare, a fost efectuata din probele
de continut intestinal de la subiectii umani si de la animale (mase fecale). Pe baza mai multor
studii, masele fecale sunt recomandate pentru studiul microbiotei intestinale, deoarece este o
alternativa utila pentru analiza microbilor intestinali si ofera o evaluare adecvatd a acestora
(Videvall et al., 2018; Berlow et al., 2019; Garcia-Mazcorro et al., 2021).

Evidentierea a indicilor cantitativi ai bacteriocenozei tubului digestiv a fost realizata prin
inocularea coloniilor incluse pe cutii Petri cu medii nutritive semifluide si fluide, sterile si
selective pentru fiecare gen de bacterii in parte. Ulterior, au fost identificate conform cerintelor
determinatorului Bergey (Bergey D.H., Holt J.G., 1994).

Procesul detaliat de izolare si identificare a bacteriilor vizate in studiu este descris mai
jos.

Pregatirea mostrei

La prima etapa are loc extragerea materialului microbiologic din masele fecale. Initial au
fost colectate mase fecale de la subiectii enumerati, apoi s-a cantarit cate 1,0 g de continut
intestinal (mase fecale), care s-a transferat in eprubeta cu 9 ml de solutie fiziologica de clorura de

sodiu (0,9% solutie de NaCl), astfel se obtine dilutia de 10 In continuare se luat 1 ml de
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suspensie din eprubeta cu prima dilutie si s-a adaugat in eprubeta cu 9 ml de solutie fiziologica
de cloruri de sodiu (0,9% solutie de NaCl), obtinand dilutia de 1072,

Procedura de pregitire urmeazi si se repetd pani la obtinerea dilutiei de 107-10° in
functie de bacteriile investigate. Eprubetele se supun agitarii ofensive, obtinand distributiile
respective (de la 10! pani la 107-10°) si o distribuire egali a mostrei (GOST 30518-1997).

Fiecare dilutie se introduce in cutii Petri cu mediu nutritiv pregatit conform standardului
GOST 30518-1997. Solutia fiziologica de 0,9% NaCl, pH=6,6-7,0 a fost utilizata pentru toate
dilutiile efectuate.

La urmatoarea etapa au fost evidentiate microorganismele (tulpinile) pe mediile nutritive

in scopul determinarii cantitative a lor.

Izolarea, identificarea si determinarea cantitdtii enterococilor.

Continutul de enterococi s-a determinat in doua repetari paralele. Din eprubetele cu
dilutiile mostrei de 10°, 10 si 107, cu pipeta cate 1,0 ml de suspensie microbiani, se transfera
in fiecare cutie Petri cu 10-15 ml de mediu nutritiv — Agar cu bila-esculin si azid agar. Cutiile
Petri cu mostra inoculatd se supun incubarii in conditii aerobe la temperatura de (37£1) °C timp
de 24-48 de ore. Dupa expirarea termenului de incubare se numara coloniile crescute pe cutiile
Petri (GOST 30518-1997).

Mediul cu bila-esculin si azid agar este o masurd preventiva utilizata pentru izolarea
enterococilor, comercializat in forma uscatd de pulbere, care se adaugd in cantitate de 56,65 g la
1000 ml de apa distilata, se amesteca minutios, se fierbe pana la dizolvarea finita si se ajusteaza
pH-ul de 6,8-7,0 prin adaugarea solutiei de 0,1n NaOH sau HCI (Tabelul 2.1).

Tabelul 2.1. Componenta mediului nutritiv cu bild-esculin si azid agar
(Compania Himedia M4931)

(')\:3. Denumirea componentului Cantitatea (g)
1 Hidrolizat enzimatic de cazeina 17,00
2 Peptond proteozica 3,00
3 Extract de carne 5,00
4 Oxgall (preparat din billd) 10,00
5 Clorura de sodiu 5,00
6 Esculin 1,00
7 Citrat fieric de amoniu 0,50
8 Azid de sodiu 0,15
9 Agar 15,00
10 | pHfinal (la 25 °C) =7,1+0,2

In cazul lipsei mediului nutritiv in forma de pulbere pregitirea lui se realizeaza in felul

urmator: toti componentii nominalizati se dizolva intr-un litru de apa distilatd, minutios se
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amestecd, se fierbe pand la dizolvarea finita si se ajusteaza pH-ul de 6,8-7,0 prin adaugarea
solutiei de 0,1n NaOH sau HCI. Sterilizarea se efectueaza in autoclav la 1,1atm (121 °C) timp de
15 min.

Izolarea, identificarea si determinarea cantitdtii de bifidobacterii.

Numarul total de bifidobacterii se determind in doua repetari paralele. Din eprubetele cu
dilutiile mostrei de 10 10 si 10°, cu pipeta se transferd in fiecare cutie Petri cite 1,0 ml de
suspensie microbiana. Se adauga 10-15 ml de mediu nutritiv — Bifidobacterium Agar cu
temperatura de 45 °C si se lasa pana la racire. Dupa aceasta, cutiile Petri cu mostra inoculata se
supun incubdrii in conditii anaerobe la temperatura de (37+1) °C timp de 24-48 de ore. Dupa
expirarea termenului de incubare se numara coloniile crescute pe cutiile Petri cu mediul nutritiv
electiv respectiv (GOST 30518-1997).

Tabelul 2.2. Componenta mediului nutritiv agar Bifidobacterium
(Compania Himedia M1396)

cIJ\iG. Denumirea componentului Cantitatea (g)
1 Peptona speciala 23,00

2 Clorura de sodiu 5,00

3 Glucoza 5,00

4 Amidon solubil 1,00

5 Hidroclorid de L-cisteina 0,30

6 Agar 15,00

7 pH final (la 25 °C) = 6,8+0,2

Mediul nutritiv Agar Bifidobacterium este comercializat in forma uscata de pulbere, care
se adauga n cantitate de 49,3 g la 1000 ml de apa distilatad, se amesteca minutios, se fierbe pana
la dizolvarea completa si se ajusteaza pH-ul de 6,8-7,0 prin adaugarea solutiei de 0,1 n NaOH
sau HCI. In cazul lipsei mediului nutritiv in forma de pulbere pregitirea lui se realizeaza in felul
urmator: toti componentii nominalizati se dizolva intr-un litru de apa distilatd, minutios se
amestecad, se fierbe pana la dizolvarea finita si se ajusteaza pH-ul de 6,8-7,0 u.c prin adaugarea
solutiei de 0,1n NaOH sau HCI. Sterilizarea se efectueaza in autoclav la 1,1atm (121 °C) timp de
15 min.

Izolarea, identificarea si determinarea cantitatii de lactobacili (lactobacterii). Numarul
total de lactobacili se determini in doui repetiri paralele. Din eprubetele cu dilutiile de 10, 10
si 10, cu pipeta cate 1,0 ml de suspensie microbiani se transferd in fiecare cutie Petri si Se
adauga 10-15 ml de mediu nutritiv — agar MRS. Cutiile Petri cu mostra inoculatd se supun
incubadrii in conditii anaerobe la temperatura de (37+1) °C timp de 48-72 de ore. Dupa expirarea
termenului de incubare se numara coloniile crescute pe cutiile Petri cu mediul nutritiv electiv

respectiv (GOST 30518-1997).
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Tabelul 2.3. Componenta mediului nutritiv agar MRS
(Compania Himedia M641)

clx\i(rj.. Denumirea componentului Cantitatea (g)
1 Peptona proteica 10,00
2 Extract de carne de vita 10,00
3 Extract de drojdie 5,00
4 Dextroza 20,00
5 Polisorbat 80 1,00
6 Acetat de sodiu 15,00
7 Citrat de amoniu 2,00
8 Acetat de sodiu 5,00
9 Sulfat de magneziu 0,1
10 | Sulfat de mangan 0,05
11 | Fosfat dipotasic 2,00
13 Agar 20,00
14. | pH final (la 25°C) = 5,4+0,2

Mediul nutritiv agar MRS este comercializat in forma uscata de pulbere, care se adauga
in cantitate de 67,15 g la 1000ml de apa distilatd. Se incalzeste pana la fierbere pentru a dizolva
complet mediul. Se sterilizeaza prin autoclavare, la o presiune de 15 atm (121 °C) timp de 15
minute. Se amesteca bine si se toarna 1n cutii Petri sterile.

Izolarea, identificarea si determinarea cantitatii de escherichii. Numarul de esherichii
se determini in doud probe paralele. Initial se pregitesc dilutiile de 102 si 107 prin dizolvarea a
1,0 g de continut intestinal testat in 9 ml de solutie fiziologicd de NaCl (0,9% NaCl). Din
eprubetele cu dilutiile mostrei de 10 - 107, cu pipeta cate 1,0 ml de suspensie microbiani, se
transfera in fiecare din doua cutii Petri cu 10-15 ml de mediu nutritiv — agar Endo. Cutiile Petri
cu mostra inoculata se supun incubarii In conditii aerobe la temperatura de 37+1 °C timp de 24
de ore. Dupa expirarea termenului de incubare se numara coloniile crescute in cutiile Petri cu
mediul nutritiv electiv respectiv (GOST 30518-1997).

Tabelul 2.4. Componenta mediului nutritiv agar Endo (Compania Himedia M029R)

(’)\Il’g. Denumirea componentului Cantitatea (g)
1 Peptona speciala 11,50

2 Lactoza 12,90

3 Clorura de sodiu 3,60

4 Hidrofosfat de potasiu 0,48

5 Dihidrofosfat de potasiu 0,22

6 Laurisulfat de sodiu 0,01

7 Fuxina bazica 0,83

8 Agar 19,00

9 pH final (1a 25°C) = 7,3+£0,2
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Mediul nutritiv agar Endo este comercializat in forma uscata de pulbere, care se adauga
in cantitate de 40,00 g la 1000 ml de apa distilata, se incalzeste pana la fierbere si dizolvarea
finita, se ajusteaza pH-ul de 7,3-7.4 cu addugarea solutiei de 0,1n NaOH sau HCI. In cazul lipsei
mediului nutritiv in forma de pulbere pregatirea lui se realizeaza in felul urmator: toti
componentii nominalizati se dizolva intr-un litru de apa distilata, minutios se amesteca, se
supune incalzirii pana la fierbere si dizolvare, finitd apoi se ajusteaza pH-ul de 7,3-7,4 prin
adaugarea solutiei de 0,1n NaOH sau HCI. Sterilizarea se efectueaza in autoclav la 1,1 atm (121

°C) timp de 15 min.

2.2.2. Cuantificarea tulpinilor de bacterii investigate

Continutul de microorganisme a fost determinat prin metode microbiologice clasice
(T'apmamesa M.JI., 2011). Fiecare grup de microorganisme a fost studiat si numarat separat.

Pentru determinarea numarului de celule microbiene viabile dupa inocularea si incubarea
acestora pe mediu nutritiv, selectiv pentru fiecare specie de microorganism. Numarul de bacterii
viabile in 1 g de continut intestinal este determinat prin formula:

X =a-10n, unde

X - este numarul de indivizi viabili in 1 g de continut intestinal;

a - numarul de colonii din ultima cutie Petri in care se inregistreaza cresterea,

n - este gradul de diluare.

Activitatea de crestere bacteriana a fost determinatd prin numararea unitatilor formatoare
de colonii (UFC) pe placi Petri dupa dilutii succesive. Numarul de UFC este exprimat in
logaritmi zecimali (Ig 10).

Calculul numarului de celule viabile.

Pentru aflarea numarului de germeni viabili s-a utilizat formula de calcul: UFC / ml =
numarul de colonii x (coeficientul dilutiei) x 10x / (volumul suspenziei utilizate — 1 ml).
Viabilitatea a fost calculatd conform formulei BSR = (IgBL/IgAL) x 100, unde BSR este
viabilitatea tulpinii in %, IgBL — logaritmul numarului UFC pana la liofilizare si IgAL —
logaritmul numarului UFC dupa liofilizare sau pastrare. Viabilitatea tulpinii dupa liofilizare in %
VB = (IgDL / IgIL) x 100, unde: VB este raportul logaritmului numarului de celule prezente in
suspensie DL la numairul de celule viabile IL inmultit cu 100%. (3omotumosa T'.JI., 2004;
Herpycos A.U., 2005).

Testele au fost efectuate in 3 repetari (SM EN ISO 4833-:2014). Cantitatea celulelor
microbiene a fost raportata la 1g de continut intestinal sau la 1 ml de suspensie si exprimata in

logaritmi zecimali (Ig).
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2.3. Descrierea schemelor experimentelor ce au vizat studiul aspectelor fiziologice
ale enterococilor

In procesul experimental au fost respectate cerintele si principiile de montare a
experimentelor stiintifice. Experimentele pe animale au fost realizate in conformitate cu
Directiva 86/609/CEE din 24 noiembrie 1986 privind protectia animalelor utilizate in scopuri
stiintifice si au fost aprobate de Comisa metodica si de Comisia etica ale Institutului de

Fiziologie si Sanocreatologie, Universitatea de Stat din Moldova.

2.3.1. Studierea incidengei enterococilor la subiecsi umani si la animale

In scopul identificarii efectivului enterococilor in functie de specie au fost prelevate
probe de mase fecale de la diferite categorii de animale (Timosco M., 1990):

- animale domestice de companie (ciine, pisica);

- animale de interes economice (agricole) (porcine, cabaline, ovine, bovine, iepuri,

pasari);

- animale de laborator (soareci albi, sobolani albi de laborator linia Wistar, cobai);

- animale salbatice (harciog, maimuta, nurca);

- pasari salbatice (fazan, lebada neagra, ratad sdlbatica).

Datele la pasarile sdlbatice au fost obtinute in anul 2023 (Vrabie V., 2023).

Actiunea mediului de trai a fost realizatd pe diferite specii de pasari din mediul rural,
urban si in conditii de ingrijire speciala (gradina Zoologica din Chisindu si 0 gospodarie
individuald, s. Tohatin, mun. Chisinau). Drept obiect de studiu au fost:

- porumbelul de casa (Columba livia f. domestica);

- malardul (rata salbatica, specia Anas platyrhynchos);

- porumbei de rasa (rasa Cret francez);

- rata muta (leseasca).

Incidenta si nivelul cantitativ al enterococilor in dependentd de varsta si starea sanatatii
tubului digestiv a fost efectuata pe doua grupe de subiecti (Timosco M. si al., 2011; Timosco M.
sial., 2015):

- subiecti umani de diferita varsta: copii cu varsta de pana la 1 an; 1-16 ani; adulti cu

varsta cuprinsa de la 20 pana la 80 de ani);

- animale agricole de varsta juvenila: purcei cu varsta de la 30 de zile pana la 135 de

zile; vitei cu varsta de la 10 pana la 30 de zile; si pui cu varsta de la 10 pana la 30 de

zile).
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Subiectii cercetati au fost divizati in cate 3 loturi:

Lotul I — subiecti sanatosi;

Lotul Il — cu dismicrobism intestinal, prin cazurile prezentei schimbarilor neesentiale ale
indicilor cantitativi ai enterococilor intestinali;

Lotul 11l — cu disfunctii intestinale diareice, prezenta schimbadrilor considerabile ale
valorilor numerice a enterococilor intestinali si simptomelor de dereglari functionale ale tubului

digestiv in forma de diaree.

2.3.2. Studierea influengei rariei alimentare asupra efectivului de enterococi

Pentru a elucida modificarile enterococilor intestinali induse de statutul metabolic al
tubului digestiv, urmare a administrarii ratiilor alimentare au fost realizate trei serii de
experimente. Experimentele au fost efectuate pe animale de laborator — sobolani albi linia Wistar
si pe cobai.

Experimentul 1

In prima serie de experimente a fost studiata actiunea ratiei alimentare de diferita valoare
nutritiva. In aceste ratii, nutrientii de baza — proteinele, lipide si carbohidratii au fost administrati
in exces. Valoarea (%) a nutrientilor este redata in tabelul de mai jos.

Tabelul 2.5. Raportul procentual al nutrientilor de baza in ratiile alimentare de diferita
valoare nutritiva

Ratiile alimentare testate, conform concentratiei nutrientilor, %.
Indicii de baza _ Raria cu exces de | Ragia cu exces de | Raria cu exces de
Rayia standard proteine lipide glucide
Proteine 14,88 24,14 11,66 13,4
Lipide 2,9 13,1 36,44 2,11
Glucide 82,2 62,7 51,9 84,5

Sursa macronutrientilor a constituit:

Carbohidrati

Proteine ‘ Lipide ‘

Oul (albusul) ‘ Painea

Untura de porc
Carnea de pui
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Pentru a evidentia impactul ratiilor alimentare de diferita valoare nutritiva, animalele
experimentale au fost divizate in doua loturi:

I. Lotul martor — in care animalele au fost hranite cu ratia standard,

Il. Lotul experimental — in care animalele au primit respectiv ratiile descrise mai sus.

Analiza efectivului enterococilor a fost realizata in dinamica:

- initial administrarii ratiei alimentare;

- dupa 5 zile, 10 zile si 15 zile de administrare a ratiilor alimentare;

- dupa 7 zile de restabilire la ratia standard de alimentare a sobolanilor in conditii de

laborator.

Testarea ratiilor (cu exces de proteine, de lipide si carbohidrati) a fost efectuata individual
pe fiecare animal (fara totalizarea datelor de la animalele experimentale). Pentru aceasta fiecare
animal a fost tinut 1n custi separate, iar pe parcursul experimentului a fost hranit cu ratia stabilita.
Animalele din lotul martor au fost hranite cu ratia standard pentru sobolanii albi de laborator.
Pentru testarea ratiilor cu exces de proteine, lipide si carbohidrati de fiecare data au fost utilizate
animale diferite. Acest principiu de testare a fost aplicat din considerentele reactiei individuale a
organismului la actiunea factorului alimentar.

Experimentul 2

In a doua serie de experimente a fost investigati actiunea ratiilor alimentare
experimentale de diferitd structura calorica, elaborate in cadrul proiectului 15.817.04.01A
»Alimentatia in raport cu tipurile constitutiei. Impactul alimentatiei asupra sanogenitatii
gametilor masculini” (2015-2019) la Institutul de Fiziologie si Sanocreatologie, conducator de
proiect dr. hab., conf. cerc. Tudor Strutinschi.

Au fost concepute 6 ratii alimentare, in care nutrientii de baza nu sunt in exces, dar
prezinta deosebiri graduale (de majorare sau micsorare) a valorii procentuale a proteinelor,
lipidelor si glucidelor (Tabelul 2.6).

Tabelul 2.6. Structura calorica a ratiilor elaborate (%) testate pe sobolani

- < Variante de ratii alimentare
Indicii de baza 1 5 3 4 5 6
Proteine 8 9 10 11 12 14
Lipide 35 33 31 29 27 25
Carbohidrati 57 58 59 60 61 61

Actiunea ratiilor asupra valorilor enterococilor (si a altor bacterii) a fost testata in conditii

in vitro si in vivo.
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Primul experiment, realizat in vitro, a avut drept scop evidentierea ratiilor, care au cel mai
pronuntat efect (fie negativ, fie pozitiv) asupra dezvoltarii si multiplicarii enterococilor. Acest
experiment a inclus sapte loturi, fiind testate cele 6 ratii alimentare noi, dupa cum urmeaza:

Lotul I — martor, in care inocularea enterococilor s-a efectuat separat pe mediul nutritiv
cu bila esculin si azid agar;

Loturile 11-VII — loturi experimentale, in care inocularea enterococilor s-a efectuat
impreuna cu decoctul a sase ratii alimentare (tabelul 2.6.).

Experimentul realizat in vitro, a prevazut testarea ratiilor, selectate preventiv in
experimentul in vivo, cu cel mai pronuntat efect asupra multiplicarii enterococilor pe animale de
laborator (sobolani albi, linia Wistar).

Structura experimentului este urmatoarea:

Lotul I — martor (administrarea ratiei alimentare nr. 1);

Loturile 11-VII — experimentale (administrarea ratiilor alimentare nr. 4, 5 si 6).

Experimentul 3

Ratii de diferita structura calorica au fost studiate pe animale model de laborator — cobai,
intrucat mediul intestinal la aceste animale este mai apropiat de cel uman si permite de a
extrapola datele obtinute pe subiectii umani.

Ratiile testate pe cobai au diferitd structurd caloricd (% a nutrientilor), In special, un
procent mai mare de proteine si mai mic de lipide (tabelul 2.7).

Tabelul 2.7. Structura calorica a ratiilor alimentare cu diversa structura calorica (%)
testate in vivo pe cobai

Componentele de Cantitatea, % a componentelor nutritive din variantele ratiilor
baza elaborate / numarul lotului experimental
1/Lotul 1l 2/Lotul 11 3/Lotul IV

Proteine 12 16 20
Lipide 35 30 27
Glucide 53 54 53

Animalele de laborator, cobaii, au fost repartizati in 4 loturi:

» Lotul I — martor, animale care au primit ratia standard, speciala pentru cobai in

conditii de vivariu,;
> Loturile experimentale: Il-1V, animale care au primit ratiile cu diversa structura
calorica reprezentata in tabelul de mai sus (Tabelul 2.7).
Pentru a evidenta modificarile enterococilor in raport cu alte bacterii, au fost colectate
probe de continut intestinal (rectal) de la toate animalele in doua etape: la inceputul si la sfarsitul
experimentelor. Probele au fost supuse cercetarii prin metode microbiologice clasice descrise

mai sus.
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2.3.3. Studierea incidentei enterococilor in functie de statutul fiziologic al
organismului-gazda

In experimentele ce au vizat elucidarea incidentei enterococilor in functie de statutul
fiziologic al organismului-gazda au fost realizate doua serii de experimente.

|. In prima serie de experimente a fost testati actiunea inanitiei (lipsei hranei) prin
monitorizarea valorii numerice a enterococilor si a altor grupe de bacterii din continutul
intestinal la animalele infometate.

Experimentul a fost efectuat pe animale de laborator — sobolani albi linia Wistar, care au
fost divizate in doua loturi:

Lotul | — martor, care a prevazut alimentatia conform ratiei standard,

Lotul Il — inanitia, ce a prevazut deprivarea de la alimentatie timp de 72 ore (h).

Monitorizarea greutatii si investigarea continutului enterococilor intestinali a fost
efectuata individual pentru fiecare animal din experiment. Animalele din loturile experimentale
au fost tinute separat in custi.

. In a doua serie de experimente a fost studiata incidenta enterococilor la animalele de
laborator (sobolani albi linia Wistar) cu diferiti indici ai masei corporale si in corelatie cu dieta,
special conceputa in functie de greutate.

Pentru acest scop animalele de laborator au fost divizate in doud grupe/loturi:

I. Cu masa corporald mica (care probabil fenotopic se atribuie tipului activ);

I1. Cu masa corporalda mare (care probabil fenotopic se atribuie tipului hipoactiv).

Corelatia dintre valoarea bacteriilor investigate la animalele cu diferitd greutate si in
functie de administrarea ratiilor alimentare, special concepute pentru aceste animale (in vederea
corectdrii), a fost testatd conform schemei reflectate mai jos.

Tabelul 2.8. Schema experimentelor de testare a ratiilor alimentare in functie de
greutatea corporala a animalelor

Componentele Subgrupe experimentale
nutritive din ratiile Lotul | (masa corporalda mica)
alimentare, % 1 2 3 4
Proteine 14 16 18 20
Lipide 28 26 25 23
Carbohidrati 58 58 57 57
Lotul Il (masa corporala mare)
1 2 3 4
Proteine 20 22 25 30
Lipide 25 23 22 21
Carbohidrati 55 55 53 49

Contorizarea enterococilor in raport cu alte bacterii, din continut intestinal (rectal) a fost

realizata prin metode microbiologice clasice descrise mai sus (subcap.2.2).
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2.4. Studierea proprietatilor tulpinilor de enterococi in calitate de probiotice

Tulpinile de bacterii au fost selectate in baza principiului de hidrolizare a substraturilor
specifice din mediul nutritiv: gelatina, amidonul, hipuratul, esculina si arginina. Interpretarea
rezultatelor la hidroliza substantelor cercetate (reactia de colorare) (buprep M.O. u ap., 1982).

Gelatina:

(+) — mediu lichid in jurul tulpinii de microorganisme identificate

(-) — mediu solid in jurul tulpinii de microorganisme identificate

Amidonul: pe mediul din jurul tulpinii de microorganisme se adauga solutie de iod

(+) — culoarea mediului raméane neschimbata

(-) — va forma un complex de culoare albastra

Hipuratul:

(+) — albastru

(-) — incolor, cafeniu deschis

Esculina:

(+) — negru, cafeniu inchis

(-) — incolor, cafeniu deschis

Arginina:

(+) —rosu, violet-rosu

(-) — galben, oranj deschis (Anexa 3).

Selectarea monotulpinilor de microorganisme utile pentru macroorganism s-a realizat cu

consideratia capacitatii adezive si activitatii antagoniste ale lor.

2.4.1. Determinarea capacitatii adezive a tulpinilor izolate de enterococi

Capacitatea adeziva a tulpinilor de bacterii obligative tubului digestiv au fost determinate
prin metoda expres ,,in Vitro” cu utilizarea masei de eritrocite umane, porcine si bovine, dupa
bpunuc T.A. (1986), Balcazar J.L. (2007) si in vivo, conform Collabo M.C. si altii (2007).

Frotiul s-a pregatit in felul urmator: intr-o picatura de solutie tampon de sodiu-fosfat au
fost introduse eritrocitele cu ajutorul ansei (suspensie eritrocitard cu concentratia de 100 min. la
1 ml) si suspensia microbiana a tulpinii testate, care se gasea pe mediul de cultura fluid. Dupa
pregatire, frotiul s-a mentinut in conditii separate si umede la temperatura de 37 °C timp de 30 de
min. Apoi s-a supus uscdrii, fixarii si vopsirii prin metode uzuale. L-a microscopie s-a numarat
cate celule microbiene au aderat pe suprafata a 25 de eritrocite si s-a calculat indicele mediu al

adeziunii (IMA). Daca IMA era la nivel de 0-1,00 s-a considerat, ca microorganismele testate nu
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posedau activitate adeziva; de 1,01-2,00 — capacitate adeziva slaba; de 2,01-4,00 — capacitate

adeziva medie, iar de la 4,00 — adezivitate sporita.

2.4.2. Determinarea activitatii antagoniste a tulpinilor de enterococi faza de unii
reprezentanyi ai florei microbiene condifionat-patogene si patogene

Tulpinile de bacterii, care aveau activitate adeziva sporita (de la 4,00 si mai mare) au fost
supuse testarii in scopul evidentierii activitatii lor antagoniste fata de escherichii si salmonele
(cei mai raspanditi agenti microbieni, provocatori de maladii intestinale diareice). Au fost
determinate proprietatile antagoniste cu evidentierea indicilor calitativi de combatere a
provocatorilor maladiilor intestinale dupa Eropos H.C. (1965) apoi celor cantitativi dupa Ilepern
JLI. (1986). Aceste investigatii au fost efectuate in conditii in vitro, fiind utilizatd metoda
difuziei in godeuri de agar pentru a testa activitatea antagonista a tulpinilor izolate de enterococi
impotriva agentilor patogeni selectati. Cutiile au fost ulterior incubate timp de 24 de ore la 37 °C.
Dupa perioada de incubare, se evalueazd capacitatea tulpinei antagoniste de a inhiba cresterea
microorganismului indicator. Se masoara zonele clare (zonele de inhibitie) din jurul culturii
bacteriene antagoniste, unde cresterea microorganismului indicator a fost inhibata. Zonele de
inhibare a bacteriilor patogene au fost mdsurate cu o rigld transparenta. Au fost efectuate trei
repetari pentru fiecare test pentru fiecare specie patogena evaluata (Nalawade T.M., Bhat K.G.,
2016). Calcularea activitatii antagoniste sau a indicilor de combatere a fost realizatd pe baza
dimensiunii zonelor de inhibitie. Aceste valori oferda o masura cantitativa a activitatii antagoniste
a tulpinilor bacteriene testate. Unitatea de masura pentru indicii de combatere a activitatii
antagoniste a tulpinilor bacteriene testate este in procente (%). Aceasta reflecta raportul dintre
numarul final si cel initial de celule microbiene (escherichii si salmonele) dupa expunerea la
tulpinile bacteriene antagoniste. Procentul indica gradul de reducere a celulelor microbiene
provocatoare de maladii intestinale diareice, astfel cuantificand eficienta activitatii antagoniste a

tulpinilor testate.

2.4.3. Investigarea compozitiilor microbiene cu utilizarea tulpinilor de enterococi

Au fost obtinute compozitii microbiene experimentale in baza unor asociatii de bacterii
investigate utile pentru organism: bifodobacterii, lactobacterii, enterococi si escherichii, si testata
eficacitatea lor in experimente pe animale de laborator.

Experimentul 1.

Investigatiile au fost efectuate pe animale de laborator, soareci albi, care au fost divizati

in cinci grupe/ loturi a cate 10 animale in fiecare grupd, dupa cum urmeaza:
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- Lotul I a servit drept control si nu a primit remediu bacterian;

- Lotul Il a primit preparatul Bifidumbacterin, pe baza de bifidobacterii, producator
Biomed, Federatia Rusa;

- Lotul Il a primit preparatul Lacidofil WM, ce contine lactobacili, producator, Institutul
Rosell Inc., Canada;

- Lotul 1V a primit Bifiform, ce contine bifidobacterii si enterococi, producator
GlaxoSmith Kline Healthcare, Danemarca;

- Lotul V ce a prevazut testarea asociatiei de bacterii, elaborata pentru prima data pe baza
microorganismelor din genul Enterococcus (E. faecium) si din genurile Bifidobacterium si
Lactobacillus, in cadrul proiectului ,,Elaborarea si testarea noilor remedii medicamentoase
pentru mentinerea coordonatd a bacteriocenozei intestinale la nivel sanogen”, Institutul de
Fiziologie si Sanocreatologie.

Experimentul 2.

Asociatiile noi de bacterii ce contineau enterococi au fost testate in experimente pe cobai
in calitate de animale model, care au fost divizati in 3 loturi, dupd cum urmeaza:

- Lotul I — martor, animalele nu au primit niciun remediu de origine bacteriana;

- Lotul Il — experimental, animalele au primit o asociatie microbiana alcdtuitd din o
tulpind de lactococi, una de lactobacili si doud de bifidobacterii;

- Lotul 11l — experimental, animalele au primit o asociatie microbiana alcatuita dintr-0
tulpind de enterococi, una de lactobacili si una de bifidobacterii.

Probele de continut intestinal diluat au fost studiate la inceputul si sfarsitul
experimentului (inainte si dupa 6 zile de administrare a preparatelor microbiene studiate).

Toate preparatele au fost administrate oral, pe fondul dismicrobiosmului intestinal, timp
de 6 zile, cate 1 ml suspensie microbiana (1 miliard de celule microbiene) la 1 animal pe zi
(inainte de hranirea de dimineata).

De la toate animalele au fost colectate mostre de continut intestinal (rectal), care dupa
diluare pana la 10 s-au inoculat pe medii agarizate elective pentru bifidobacterii, lactobacterii,
lactococi si enterococi.

Evidenta bacteriilor in continutul intestinal a fost efectuatd dupa principiile descrise in

pct. 2.2.4.
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2.4.4. Studierea compatibilitdtii enterococilor cu alte grupe de bacterii
Compatibilitatea a fost testatd experimental in vitro. Compatibilitatea a fost apreciata dupa
indicii numerici ai bacteriilor investigate, care au fost determinati in conformitate cu metodele
clasice descrise mai sus. In acest scop au fost realizate dous serii de experimente.

In primul experiment a fost determinati compatibilitatea enterococilor cu 5 specii de
bifidobacterii, iar in al doilea experiment au fost studiati aceiasi indici ai compatibilitatii
enterococilor cu sase specii de lactobacili.

Compatibilitatea enterococilor a fost elucidata in comparatie cu cea a streptococilor si
lactococilor. Suspensia microbiand de enterococi, streptococi si lactococi intestinali a fost
inoculatd separat si in comun cu reprezentantii genului Bifidobacterium si Lactobacillus in
conditii in vitro.

In ambele serii de experimente, au fost previzute 4 loturi, si anume:

Lotul I — martor, in care speciile de bacterii au fost inoculate separat;

Lotul Il — specia E. faecium, a fost inoculata cu 5 specii de bifidobacterii si respectiv cu 5
specii de lactobacili, fiind determinatd compatibilitatea enterococilor cu bifidobacterii si
lactobacilii;

Lotul 111 — specia Streptococcus thermophilus a fost inoculata cu 5 specii de bifidobacterii
si 5 specii de lactobacili, fiind determinata compatibilitatea streptococilor cu bifidobacteriile si
respectiv cu lactobacilii in comparatie cu cea a enterococilor;

Lotul 1V — specia de Lactococcus lactis a fost inoculata cu 5 specii de bifidobacterii si 5
specii de lactobacili, fiind determinatd compatibilitatea lactococilor cu bifidobacteriile si
respectiv cu lactobacili in comparatie cu cea a enterococilor.

Toate mostrele de suspensie microbiana ale bacteriilor inoculate au fost supuse incubarii
la temperatura de 37+1°C timp de 72 de ore, apoi numararii cantitatii de colonii crescute pe
mediu nutritiv — geloza electiva. La finele experimentelor s-a calculat cantitatea de celule
microbiene la 1 ml de suspensie microbiana inoculatd, iar rezultatele obtinute sunt exprimate in

logaritmi zecimali (Ig/1 ml).

2.5. Metode de prezentare si calculare a rezultatelor obtinute

Rezultatele obtinute sunt prezentate in logaritmi zecimali la 1g de: suspensie microbiana
si/sau continut intestinal. Datele absolute s-au supus logaritmarii zecimale, utilizand calculatorul
stiintific, iar rezultatele medii a investigatiilor finale au fost calculate statistic, conform t-
criteriului Student. S-au calculat valorile medii (M), deviatiile standard (m), testul Student (t) si

nivelul de semnificatie (p).
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Rezultatele aprecierilor cantitative ale valorilor parametrilor studiati au fost supuse
analizei statistice dupa metoda cercetdrii selective cu aprecierea mediilor aritmetice si a
erorilor lor:

Media aritmetici: M=Xv/n, unde:

M — valoarea medie aritmetica a indicilor studiati;

V — valoarea fiecarui indice;

2 — simbolul sumarii;

n — numarul total de investigatii.

Deviatia standard: ¢ = +VXd2p/n,
unde:

o — deviatia standard,;

d — diferenta dintre ,,V” i ,,M”: d = V-M,;

p — frecventa;

N — numarul de cazuri.

Eroarea valorilor medii aritmetice: m = ¢Vn, unde:

m — deviatia valorii medii aritmetice;

o — deviatia standard;

n — numarul total de cazuri (cercetari).

Gradul si caracterul modificarilor parametrilor studiati a fost apreciat cu utilizarea
metodei de calculare a valorilor medii relative si a cazurilor lor. Valoarea medie relativa s-a
apreciat dupa metoda traditionald (Spinei L., 2009).

Eroarea valorilor medii a fost determinata dupa formula: m = \/p (100-p)/n,
unde:

m — deviatia valorii relative medii;

p — valoarea relativa medie;

n — numarul total de cazuri.

Diferenta valorilor studiate a fost apreciata prin determinarea criteriului t — Student (cu
o probabilitate mai mare de 95 % (p<0,05)), care a fost calculat dupa formula:

t = M1-M2/Ym12 +m22, unde:

t — criteriul Student;

M1 si M2 — valorile medii aritmetice ale totalitatilor comparate;

m1 si m2 — erorile mediilor aritmetice ale totalitatilor comparate.
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2.6. Concluzii la capitolul 2

1. Cercetarile microbiologice au fost efectuate pe celule bacteriene de enterococi
(Enterococcus spp) din continutul intestinal al diverselor obiecte biologice luate in studiu:
subiecti umani (copii de diferite varste si adulti); animale agricole de interes economic si animale
de laborator.

2. Investigarea rolului fiziologic al enterococilor a fost efectuatd in comparatie cu alte
grupe de bacterii intestinale — bifidobacterii, lactobacterii si escherichii, care au semnificatie in
asigurarea sanatatii tubului digestiv.

3. lzolarea tulpinilor pure de microorganisme (enterococi, bifidobacterii, lactobacterii si
Escherichia) din mostrele continutului intestinal (mase fecale), cuantificarea bacteriilor
investigate si identificarea lor a fost efectuata prin metode microbiologice clasice, fiecare grup
de microorganisme fiind studiat si numarat separat.

4. Pentru evidentierea rolului fiziologic al enterococilor au fost realizate experimente
ce au vizat: incidenta enterococilor in functie de statutul fiziologic al organismului, de starea de
sanatatea a tubului digestiv, de actiunea factorului alimentar, fiind montate experimente, care au
respectat conditiile si cerintele de rigoare.

5. Proprietdtile de probiotice ale tulpinilor izolate de enterococi au fost cercetate in baza
capacitatii adezive si activitatii antagoniste fata de unii reprezentanti ai florei microbiene
lor a fost testata in asociatie si comparativ cu microorganismele ce poseda actiune probiotica
sanogena dovedita.

6. Experimentele pe animale au fost realizate in conformitate cu Directiva 86/609/CEE
din 24 noiembrie 1986 privind protectia animalelor utilizate in scopuri stiintifice si au fost
aprobate de Comisa metodica a Institutului de Fiziologie si Sanocreatologie, Universitatea de
Stat din Moldova.
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3. INCIDENTA, NIVELUL CANTITATIV SI ROLUL FIZIOLOGIC AL
ENTEROCOCILOR IN TUBUL DIGESTIV UMAN S| ANIMAL

Studierea enterococilor ca material biologic in majoritate se refera la rolul lor in
fiziologia si patologia umana prin prisma participarii lor in aparitia si dezvoltarea maladiilor
infectioase (Jlopanckas UM.JI., 2011; Ramos S. et al., 2020). Majoritatea lucrarilor publicate in
ultimii 10-15 ani includ rezultate stiintifice obtinute in urma cercetarii mostrelor de mase fecale
acumulate de la subiectii umani — copii si adulti cu simptome de disfunctii intestinale diareice
sau maladii infectioase. Aceasta informatie unilaterala nu permite de a face o viziune corecta
referitor la pozitia enterococilor in calitate de comensali, implicarea anumitor specii si tulpini de
enterococi 1n patogeneza si beneficiile altora pentru sanatate. Natura duald a enterococilor ca
microorganisme utile si ca factori patogeni determina ambiguitatea si complexitatea interpretarii
rolului lor fiziologic in asigurarea sanatitii sau declansarii patogeniilor. In acest sens, enterococii
raman o enigma, care urmeaza a fi dezvaluita.

Cert este faptul, ca enterococii reprezinta bacterii indispensabile ale tubului digestiv la
diverse animale. Efectivul enterococilor poate varia in functie de sectiunea tractului
gastrointestinal, de partile corpului, de varsta si specia obiectului biologic si desigur de modul de
viata, in special de nutritie. Sunt cunoscute diverse aspecte fiziologice, care sunt influentate de
aceste bacterii. Enterococii sunt implicati activ in diverse cicluri metabolice ale organismului-
gazda (metabolismul carbohidratilor, biosinteza nucleotidelor, metabolismul redox etc.), avand
implicatie in reglarea nivelului de colesterol din sange (Ramsey M. et al., 2014; Yang L. et al.,
2021). Enterococii comensali au dezvoltat mecanisme de aparare sofisticate pentru a elimina
competitorii enterococici exogeni, patogeni din intestin (Dubin K., Pamer E., 2014). S-a stabilit
ca anumite tulpini enterococice prezinta caracteristici benefice pentru sanatate si sunt eficiente in
gestionarea diareii la copii asociate cu administrarea antibioticelor, iar altele au gasit aplicatii ca
adjuvant al produselor lactate sau culturi starter, datorita activitatii lor de fermentare (Fugaban J.
etal., 2021).

In lucririle realizate in cadrul Institutului de Fiziologie si Sanocreatologie, sub
conducerea doctorului habilitat, profesor cercetator Maria Timosco au fost obtinute date care
confirma semnificatia streptococilor intestinali, inclusiv si a enterococilor (streptococii grupei D,
conform clasificarii anterioarei anului 1984) in activitatea vitala a organismului-gazda (Timosco
M. si al., 2011, 2014, 2015; Velciu A., 2008; Bogdan V., 2016; Bogdan V., 2020; Bogdan V. et
al., 2021).

71



Scopul cercetarilor reflectate in acest capitol a fost de a releva rolul fiziologic al
enterococilor, prin prisma incidentei si nivelului numeric al acestora in functie de specie, varsta,
starea sanatatii tubului digestiv, statutul fiziologic al organismului-gazda la actiunea factorului
alimentar. In special, a fost analizati modificarea continutului enterococilor intestinali in
comparatie cu alte grupe de bacterii, in scopul evidentierii rolului acestora in mentinerea

echilibrului microbian intestinal.

3.1. Incidenta enterococilor in grupul bacteriilor acidolactice sub forma de coci
(lactococi si streptococi)

Enterococii reprezintd un grup destul de controversat de bacterii, nu numai din aspectul
gradului de patogenitate al lor, dar, pand nu demult, si din punct de vedere sistematic. In
literatura de specialitate cu cca jumatate de secol in urma, enterococii erau considerati
streptococi (grupul D de streptococi). Pana in prezent multi cercetatori, in special din spatiul
post-sovietic considera speciile de E. fecalis si E. faecicum ca parte a genului Streptococcus.
Inclusiv si in cadrul cercetarilor realizate la Institutul de Fiziologie si Sanocreatologie privind
microbiota intestinald, aceste grupe de bacterii erau analizate ca streptococi.

Dupa cum a fost mentionat in capitolul 1, in anul 1984, in baza unui studiu al ADN-ului
genomic, enterococii au fost clasificati intr-un gen separat — genul Enterococcus si chiar fac
parte dintr-o familie distincta de streptococi — familia Enterococcaceae (Schleifer K.H., Kilpper-
Biélz R., 1984).

Enterococii, de rand cu streptococii si lactococii, fac parte din ordinul bacteriilor
Lactobacillales, care reprezintd bacterii ce produc acid lactic si care au semnificatia lor in
sanatatea tubului digestiv. De mentionat, ca lactococii pand in anul 1985, au fost considerati ca
streptococi si atribuiti genului Streptococcus si erau denumiti streptococii grupului N (N1).
Astfel, dupa anul 1985, pe baza caracteristicilor biochimice si moleculare, reprezentantii genului
Streptococcus, destul de divers, au fost reclasificati in Lactococcus, Enterococcus, Vagococcus si
Streptococcus (Schleifer K.H. et al., 1985).

Prin productia de acid lactic si de bacteriocine aceste bacterii controleaza efectivul
microorganismelor patogene. Importanta bacteriilor acidolactice este evidentiata si de statutul lor
GRAS, datorita prezentei indispensabile a lor in alimente si contributiei la o microbiota
sandtoasd la animale si om. Pe de altd parte, acidul lactic si alte produse ce rezulta din
metabolismul bacteriilor acidolactice, contribuie la profilul organoleptic si textural a produselor

alimentare.
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Pentru a evidentia corelatia dintre nivelul cantitativ al diferitor grupe de bacterii
acidolactice, precum si incidenta enterococilor in categoria acestor bacterii, a fost studiata
valoarea numerica a trei astfel de grupe — Enterococcus, Lactococcus si Streptococcus la
subiecti umani — copii si adulti (Tabelul 3.1.).

Tabelul 3.1. Genurile de microorganisme intestinale, izolate de la subiectii umani de
diversa varsta (Timosco si al., 2011)

Cantitatea de celule microbiene la 1 g de continut intestinal,

Sursa Virsta, ani logaritmi zecimali (lg)
Enterococcus Lactococcus Streptococcus

Subiecti umani, 1-3 ani

Copii 1 5,34+0,14 4,20+0,15 6,17+0,13

Copii 2 4,85+0,10 3,72+0,11 5,54+0,15

Copii 3 4,77+0,16 3,64+0,14 5,38+0,12
Subiecti umani, 50-60 de ani

Adulti 50 6,51+£0,13 2,38+0,12 1,64+0,14

Adulti 55 5,76+0,14 2,13+0,10 5,54+0,13

Adulti 60 5,64+0,12 1,90+0,13 5,38+0,15

S-a stabilit ca indicii cantitativi ai bacteriilor din genurile investigate variaza in functie de
varsta. In perioada de varsta 1-3 ani, la subiectii umani predomina cantitativ bacteriile din genul
Streptococcus si Enterococcus comparativ cu bacteriile din genul Lactococcus (Tabelul 3.1.).
Cele mai inalte valori se atesta la copiii cu varsta de 1 an, iar cele mai mici — la copiii de 3 ani.

La subiectii adulti modificarea indicilor numerici ai bacteriilor din genurile investigate
are un caracter labil, in special, aceasta se referd la genul Streptococcus. De mentionat, ca
valorile reduse ale acestor bacterii (1,64 1g/g) inregistrate la subiectii cu varsta de 50 de ani, pot
fi atribuite unor factori externi si/sau interni, intrucat microorganismele florei intestinale sunt
extrem de sensibile la diferite devieri de mediu, ce influenteaza organismul. Cu exceptia acestui
caz, la subiectii umani adulti odatd cu inaintarea varstei se constatd diminuarea efectivului
numeric al bacteriilor acidolactice.

Totalizand datele obtinute putem conchide ca incidenta enterococilor in primii ani de
viati este mai micd decit cea a streptococilor si mai mare decit a lactococilor. In perioada
adulta, continutul enterococilor este mai mare comparativ cu continutul microorganismelor din
genurile Lactococcus si Streptococcus.

Diferentele dintre membrii genurilor analizate pot fi determinate de raspandirea lor in

mediul ambiental si de rolul lor in organism. De exemplu, bacteriile ce apartin genului
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Lactococcus au o rdspandire larga in mediul natural, in special in pajisti (ceea ce explica
incidenta ridicata a lor in laptele bovinelor si mai mica in tubul digestiv) si sunt utilizati pe scara
larga in fermentarea alimentelor, in timp ce reprezentantii genului Streptococcus si Enterocccus
contin atat specii benefice sanatatii, cat si agenti patogeni (Turner C.E. et al., 2012). Totodata,
enterococii si streptococii, avand semnificatie dubla, sunt sensibili la diverse modificari ale
mediului (intrinseci si extrinseci) inclusiv si schimbarile de varsta (Byappanahalli M.N. et al.,
2012).

3.2. Incidenta si nivelul cantitativ al enterococilor in diferite obiecte biologice luate
in studiu in functie de specie, mediul de trai, varsta si starea sanatitii tubului digestiv

Enterococii intestinali sunt foarte raspanditi in natura, sunt rezistenti la actiunea diversilor
factori ambientali si se adapteaza rapid la mediu inconjurator. Adaptabilitatea larga a speciilor de
Enterococcus permite microorganismelor sd colonizeze diverse nise ecologice (Lebreton et al.
2014). Totodata, incidenta enterococilor in tubul digestiv, in mare masura, depinde si de
conditiile ambientale de viata, in special de actiunea asupra organismului-gazda a factorilor
nefavorabili ai mediului ambiant, mai ales, a celor climaterici — temperaturi extreme, poluarea
etc. (IxadapoB M.M., 2009; Tropini C., 2021). Studierea incidentei enterococilor la diferite
obiecte biologice si in functie de asa factori, precum mediul de viata, varsta si starea sanatatii

tubului digestiv ar permite de a elucida rolul acestor bacterii in aspectul comensal-patogen.

3.2.1. Incidenta si nivelul cantitativ al enterococilor in continutul intestinal la diverse
specii de animale si in diferite medii de trai

Enterococii sunt bacterii comensale intestinale intalnite la om si animalele domestice,
sunt destul de raspanditi la animalele salbatice, pasari si insecte, plante, dar pot fi detectati si in
mediu abiotic — sol si apa. Deseori, aceste bacterii sunt utilizate ca indicatori ai igienei precare in
apa si a calitatii produselor alimentare. Avand o larga raspandire in natura, s-a propus de a
elucida efectivul acestor bacterii la diferite grupe de animale, care diferd filogenetic si care au
diferite medii de trai. Multe specii de enterococi sunt asociate in principal cu intestinele
animalelor domestice, fiind totodata depistate si la reprezentantii faunei salbatice. Fiind
considerati ca potentiali patogeni pentru organismul uman, este important de a releva incidenta
acestor bacterii la animalele care au cea mai mare tangenta la activitatea oamenilor, cum ar fi
animalele de companie si animalele de ferma. Acest aspect are importanta, intrucat diverse

animale pot servi ca focare de raspandire a unor tulpini patogene de enterococi, rezistente la
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antibiotici (urmare a aplicarii pe larg a medicamentelor animalelor de companie si animalelor de
ferma).

In studiile precedente efectuate sub conducerea dnei dr. hab., prof. cerc. Timosco M.
(Tumomko M. A., 1990; Timosco M. et al., 2014) au fost obtinute date privind incidenta
enterococilor la diferite animale: domestice, de laborator utilizate in scopuri stiintifice, de interes
agricol/economic si salbatice (Tabelul 3.2.).

Tabelul 3.2. Indicii cantitativi ai enterococilor in continutul intestinal al diferitor specii de
animale (Tumomko M. A., 1990)

Animale Indicii cantitativi ai enterococilor intestinali, (Ig) la 1 g de
continut intestinal
Animale domestice de companie
Caine 9,9+0,4
Pisica 8,5+0,4
Animale de interes economic (agricole)
Porcine 7,9+1,0
Cabaline 8,5+0,8
Ovine 6,7+0.,5
Bovine 5,4+0,2
lepuri 3,6+0,6
Pasari 7,1£0.,4
Animale de laborator
Soarece 5,6+0,9
Sobolan 8,2+0,6
Cobai 6,9+1.8
Animale salbatice*
Hérciog 5,1+1,5
Maimuta 7,3+1,4
Nurca 9,2+0,3
Pasari salbatice*

Fazan 7,11+0,3
Lebada neagra 8,8+0,15
Rata salbatica 7,8+0,74

Nota: * - date obtinute la animale din Gradina Zoologica din Chisinau.

S-a constatat cd valoarea cantitativd a enterococilor difera la diverse grupe de animale
luate in studiu. In mediu, valori mai mari ale acestor bacterii au fost depistate la animalele
domestice de companie — caine si pisica. Indicii numerici generali ai enterococilor la aceste
animale depaseste cu 2,7 unitati efectivul acestora la animale de ferma, cu 1,6 unitati la
animalele de laborator, cu 2 unitati la animalele salbatice si cu 1,2 unitdti la pasarile salbatice
(Figura 3.1.). Daca analizam incidenta in parte la fiecare specie, atunci valori inalte ale
enterococilor au fost inregistrate la caine (care sunt cele mai mari in comparatie cu toate

animalele investigate), la nurca si la lebada neagra (Tabelul 3.2).
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Astfel, cantitativ enterococii predomina la animalele de companie, ceea ce confirma si
alte studii, referitor la raspandirea larga a enterococilor la aceste animalele, fapt care la randul
sau, datoritd contactului restrans al acestora cu oamenii si partajarii unor medii comune, poate
duce la transferul incrucisat de aceste bacterii, inclusiv si a formelor patogene (Nilsson O., 2012;
Wu S, 2022).

Pe de alta parte, nivelului numeric al enterococilor este deseori utilizat pentru aprecierea
starii sanatatii organismului. Dintre bacteriile microflorei intestinale s-a propus de a studia
corelatia dintre nivelul cantitativ al enterococilor cu cel al bifidobacteriilor, lactobacteriilor
(lactobacililor) si a E. coli, intrucat reprezentantii acestor grupe de bacterii sunt in obiectivul mai
multor investigatii ce vizeaza semnificatia microbiotei pentru sanatatea organismului-gazda, iar
valoarea numerica a lor reprezintd un indice al stirii sanatatii tubului digestiv. In acest caz,

incidenta enterococilor a fost investigatd in comparatie cu aceste grupe de bacterii (Figura 3.1.).
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Figura 3.1. Nivelul cantitativ al enterococilor, bifidobacteriilor, lactobacteriilor si E. coli in
continutul intestinal (masele fecale) la diverse animale (cantitatea de celule bacteriene in Ig
la 1 g de continut intestinal)

Datele obtinute atestd o corelatie intre indicii numerici ai enterococilor cu cei a

bifidobacteriilor si lactobacteriilor si indica la o posibila ,,cooperare” a acestor bacterii, ce

76



mentine efectivul de E. coli la un nivel ce nu permite dezvoltarea diferitor patologii intestinale
(Figura 3.1.).

Cel mai bine acest lucru se observa la animalele de laborator, animalele de ferma si
animalele silbatice, la care nivelul cantitativ al enterococilor este mai mic comparativ cu cel al
bifidobacteriilor si lactobacteriilor si mai mare comparativ cu E. coli. De exemplu, la animalele
de laborator, valoarea numerica a bifidobacteriilor si respectiv a lactobacteriilor este de 1,15 si
1,3 ori mai mare, iar a E. coli de 1,25 mai mica comparativ cu cea a enterococilor (Figura 3.1.
B). La animalele de fermd indicele numeric al enterococilor este de cca 1,3 ori mai mic
comparativ cu cel al bacteriilor benefice si aproximativ la acelasi nivel cu E. coli (Figura 3.1. C).
In cazul animalelor salbatice nivel enterococilor in mostrele examinate este mai mic respectiv de
1,18 si 1,1 ori fata de bifidobacterii si lactobacterii si de 1,23 ori mai mare comparativ cu E. coli.
De mentionat, ca la animalele salbatice, incidenta enterococilor este mai mare comparativ cu
animalele de laborator si animalele de ferma, dar mai mica fata de animalele de companie. Mai
mult, In cazul animalelor domestice a fost Inregistrat un indice numeric mai mare al
escherichiilor (Figura 3.1. A). Aceasta releva ca contactul frecvent al oamenilor si animalelor, in
special in viata de zi cu zi, poate fi cauza schimbului reciproc de bacterii, inclusiv patogene, ceea
ce poate sa se rasfrangd negativ asupra sanatatii tubului digestiv atat la oameni, cat si la animale.

Acest fapt a determinat analiza incidentei enterococilor la speciile de animale, habitatul
carora diferd, si anume in mediul rural, unde animalele sunt ingrijite de om si in mediul urban, in
care actiunea antropogena este evidenta. Cercetarile au fost efectuate pe pdsari, intrucat pasarile,
in special cele salbatice, au diverse obiceiuri de hranire si capacitatea de a se deplasa la distante
lungi, fiind in contact cu mai multe si diverse locuri si spatii (parcuri, gradini, lacuri, paduri).
Deseori, microflora intestinald a pasarilor este perceputd ca indicator ecologic al starii
ecosistemelor naturale (Waite D.W., Taylor M.W., 2015; Wu H. et al., 2021).

Analiza indicilor numerici ai enterococilor in comparatie cu alte grupe de bacterii
(benefice si patogene), ar permite de a elucida aspectele de influenta a factorului uman in mediul
rural si urban asupra microbiocenozelor intestinale la animale, care la randul sau reflecta starea
de sanatate a organismului.

In studiu au fost luate 2 grupe de pasiri: in mediul urban — porumbei si rate salbatice; in
mediul rural — porumbei de casa, porumbei de rasa (rasa Cret francez) si rata muta (leseasca). De
mentionat, ca porumbelul simplu din mediul urban si rural este porumbelul de casa (Columba
livia f. domestica), care se intdlneste in apropierea asezdrilor umane, la sat si in oras. Rata
silbatica reprezintd malardul sau specia Anas platyrhynchos. In mediul urban mostrele de la

ratele salbatice au fost colectate din parcul Valea Morilor, iar de la porumbei din scuarul de pe
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strada Academiei. In mediul rural mostrele au fost colectate de la gospodarii casnice individuale.
De asemenea, in comparatie, au fost analizate datele obtinute la rata salbatica de la Gradina
Zoologica din Chisinau.

Datele obtinute releva o valoare numerica mai mare a enterococilor in mediul rural,

comparativ cu mediul urban la toate pasarile luate in studiu (Figura 3.2. si Figura 3.3.).
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Astfel, nivelul enterococilor la rata muta domestica din mediul rural este de cca 1,4 ori mai
mare fata de nivelul lor la rata salbatica din mediul urban (Figura 3.2. A si B). Este interesant de
mentionat cd la rata sdlbaticd din Gradina Zoologicd din Chisindu, valoarea numericd a
enterococilor in continutul intestinal este cea mai mare si constituie 7,8 (lg/g), fiind aproape de
valoarea stabilitd in conditii rurale (7,2 lg/g) (Figura 3.2. A si C.). Cea mai mica valoare a
enterococilor a fost contorizata la ratele salbatice (malardul) din conditii urbane (5,2 lg/g). Aici,
insd, este necesar de mentionat ca probele au fost colectate din parcul ,,Valea Morilor”, in care
habitatul pasarilor este asemanator celui natural, inclusiv si sursele de hrand. Despre aceasta

denota si valoarea numerica a escherichiilor la aceste pasari, care este mai mare comparativ cu
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pasarile salbatice tinute in captivitate in conditii controlate si mai mica comparativ cu pasarile
domestice din gospodariile rurale individuale.

Analizand valorile bacteriilor benefice (bifido- si lactobacteriilor) in comparatie cu cele ale
enterococilor si E. coli, se observa ca starea bacteriocenozei intestinale la pasarile din mediul
rural este mai putin favorabila fata de cea a pasarilor din mediul urban si gradina zoologica, fapt
ce denota ca in mediul rural, contactul cu alte animale domestice, precum si cu omul, determina
prezenta unor focare de infectii, care pot afecta microflora.

Aceiasi tendintd de dominanta numericd a enterococilor se atesta la porumbeii de rasa,
crescuti in conditii de casa si a porumbeilor de casd, ambii din mediul rural comparativ cu

pasarile din mediul urban (Figura 3.3.).
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Astfel, cantitatea enterococilor la porumbeii de rasa (Cret Francez) a constituit 6,2 Ig/g in
continutul intestinal, fiind de cca 1,12 ori mai mare comparativ cu continutul acestor bacterii la
porumbeii de casa din mediul rural si de cca 1,3 ori mai mare fata de nivelul enterococilor la

porumbeii de casa din mediul urban (Figura 3.3.). Cauzele valorii numerice mai mari ale
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enterococilor in mediul rural pot fi diferite si depind, in mare masurd, de sursa hranii. Se
cunoaste ca in conditii de captivitate, hrana, mai degraba decat apartenenta filogenetica a
organismului-gazda, este principalul factor care moduleaza microbiomul intestinal, in special la
pasari (Xiao et al., 2021;Vrabie V., Bogdan V. et al., 2023).

Pe de alta parte, dupa cum a fost relatat anterior, in cazul incidentei enterococilor la
animalele de companie, nivelul ridicat al acestora la pasarile din mediul rural poate fi determinat
de contactul permanent cu oamenii (cu anumite persoane) sau, dupa cum a fost mentionat, cu alte
animale care pot fi o sursa suplimentard de bacterii, indicdnd ca mediul rural nu este cel mai bun
pentru sanatatea tubului digestiv al vetuitoarelor.

Faptul, ca omul poate fi o sursd de bacterii pentru animalele cu care intra in contact,
reprezinta si datele privind nivelul bacteriilor de E. coli la pasarile din mediul rural, in special la
porumbelul de rasa, la care valoarea numerica este de cca 1,3 ori mai mare comparativ cu cea a
enterococilor la porumbeii din mediul urban.

La pasdrile din mediul urban se atestd o corelatie mai pozitivd dintre enterococi,
bifidobacterii si lactobacterii in mentinerea efectivului numeric al escherichilor la un nivel mai
mic. Astfel, nivelul bifidobacteriilor la pasarile din mediul urban este de aproximativ 2 ori mai
mare comparativ cu a enterococilor si de cca 1,6-1,8 mai mare comparativ cu nivelul de
escherichia, iar cel al lactobacteriilor este de cca 1,9 ori mai mare fata de enterococi si de 1,5-1,7
ori mai mare fata de E. coli (Figura 3.2. si 3.3.).

In mediul rural aceasta diferentd este mai mica, indicele numeric al bifidobacteriilor fiind
de 1,4-1,6 ori mai mare fata de enterococi si de 1,2-1,3 ori mai mare fata de Escherichia, iar a
lactobacteriilor de 1-1,5 ori mai mare fatd de enterococi si doar de 1,2 ori mai mare fata de
escherchia (la porumbelul de rasa), iar la rata domestica, nivelul lactobacteriilor fiind mai mic
comparativ cu esherichia (Figura 3.2. si Figura 3.3.).

Incidenta enterococilor la diferite animale este reflectata destul de amplu in literatura de
specialitate. In lucrarea sa de sinteza Lebreton F. si al. (2014) mentioneazi ca enterococii apar
sporadic printre mamiferele erbivore si par sa colonizeze in mod natural tractul intestinal al
rozatoarelor si animalelor ce se alimenteaza variat. Cel mai probabil, compozitia microbiotei in
relatie cu modul de nutritie si diversitatea nutrientilor in ratia alimentard ale unor animale,
determind dacd enterococii sunt capabili sd supravietuiascd si sd prospere in tractul
gastrointestinal (Lebreton F. et al., 2014).

Un alt factor important ce influenteaza microbiota intestinala reprezinta factorii de mediu,
care influenteaza interactiunile dintre microorganismele intestinale, precum si ale acestora cu

gazdele lor. Diversi factori ai mediului, cu care se confrunta animalele 1n habitatul lor fie natural,
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fie antropogen, pot provoca un dezechilibru mare al diferitor tipuri de microorganisme
intestinale, inducand diverse probleme digestive (Anwar H. et al.,, 2021). Enterococii,
reprezentdnd partea componentd obligatorie a bacteriocenozei intestinale, indeplinesc un rol
semnificativ in activitatea vitala a organismului, iar numarul lor poate indica starea sanatatii
acestuia in diferite conditii dictate de mediul de trai.

In baza datelor obtinute putem sustine, ca incidenta enterococilor variaza la diverse grupe
de animale, depinde in mare masura de mediul de viatd al animalelor si este influentata

semnificativ de contactul frecvent cu oamenii si de factorii antropogeni.

3.2.2. Incidenya si nivelul cantitativ al enterococilor in dependentd de virsta si starea
sanatatii tubului digestiv

Un alt obiectiv al cercetarilor a vizat evidentierea nivelului cantitativ al enterococilor in
functie de statutul fiziologic al tubului digestiv. In acest scop, au fost efectuate experimente pe
subiecti umani de diferita varsta si pe diverse grupe de animale cu statut sanatos al tubului
digestiv si cu disfunctii intestinale. Subsecvent, in cercetarile efectuate s-a urmarit de a releva si
specificul modificarii efectivului de enterococi odata cu schimbarile de varsta, fiind monitorizata
valoarea numerica a celulelor bacteriene la subiecti umani in primul an de viata si la subiecti cu
varsta cuprinsa intre 1 si 80 de ani. Investigatiile pe animale au fost realizate doar in perioada
juvenila a lor.

Datele reflectate in figura 3.4. releva ca in primul an de viatd la subiectii umani (copii),
continutul enterococilor se stabileste la un nivel destul de nalt chiar in primele zile dupa nastere,

insd, cele mai mari valori se atesta in perioada de 61-90 de zile si 181-240 de zile.
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Figura 3.4. Cantitatea de enterococi (exprimata in Ig, la 1 g de continut intestinal)
la subiectii umani (copii) in primul an de viata (0-360 de zile)
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Caracterul variabil al modificarilor cantitative ale celulelor de enterococi in aceasta
perioada poate fi determinat de mai multi factori, in special alimentari, care contribuie cel mai
mult la formarea microbiotei intestinale.

Modificarile indicelui numeric al enterococilor la subiectii umani cu varsta mai mare de 1

an sunt relatate in figura ce urmeaza (Figura 3.5.).
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Figura 3.5. Modificarea valorii numerice a enterococilor (Ig, la 1 g de continut intestinal) la
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Datele obtinute constata tendinta de majorare a efectivului enterococilor odatd cu
inaintarea in varsti la subiectii umani. In perioada de 1-3 ani indicii numerici ai enterococilor
variaza de la 5,5 1g/g pana la 5,9 unitati, ulterior cantitatea de celule microbiene scade la nivelul
de 5,2-5,4 1g/g la varsta de 4-6 ani, urmand din nou o crestere a valorii acestora de la 5,5-5,9 lg/g
la subiectii cu varsta de 8-10 ani si de 12-16 ani (Figura 3.5.).

La subiectii cu varsta cuprinsa intre 20 si 50 de ani se observa o majorare a indicilor
numerici ai enterococilor de cca 1,3 ori comparativ cu perioada precedenta, iar cantitatea de
celule bacteriene variaza de la 7,54 Ig/g la varsta de 20 de ani pana la 7,9 1g/g la varsta de 50 de
ani (Figura 3.5.).

La persoanele varstnice se atestd cele mai nalte valori ale cantitatii de enterococi, ce
constituie 8,2 lg/g la subiectii de 60 de ani, 8,64 Ig/g la subiectii de 70 de ani si 8,72 lg/g la
subiectii ce au 80 de ani (Figura 3.5.).

Analiza variatiei continutului enterococilor la subiectii umani in diferite perioade de
varsta releva ca in perioada de 1-16 ani nivelul enterococilor nu este stabil si variaza de la 3 la 4

ani si de la 10 ani la 14 ani. In perioada 20-50 de ani nivelul celulelor microbiene este relativ
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stabil, iar in perioada varstei de 60-80 de ani nivelul enterococilor este intr-0 ascensiune
constanta.

Rezultatele privind incidenta enterococilor (valoarea numerica a lor) la subiectii umani
sanatosi reflectd tendinta de majorare a indicilor numerici ai acestor bacterii odata cu inaintarea
in varsta. La copii, nivelul cantitativ al enterococilor este destul de variabil si nu se atestd o
stabilitate in functiile de varstd precisa a acestora, ceea ce denotd despre faptul ca microbiota
copiilor chiar si la varsta de 16 ani este in proces de formare si difera de cea a subiectilor adulti.
La persoanele cu varsta de pana la 50 de ani s-a constat o crestere a valorii numerice a
enterococilor de la varsta de 20 de ani pana la varsta de 50 de ani, desi, aceastd majorare nu este
semnificativd si indicd cd microflora intestinald in aceastd perioadd a vietii este stabila.
Asemenea tendintd a modificarii numerice a enterococilor a fost stabilita si la persoanele cu
varsta de dupa 50 de ani.

Instabilitatea nivelului de enterococi in perioada de 1-16 ani poate fi explicatd prin faptul
ca profilul microbiotic al florei intestinale in aceasta perioada nu este format si, dupa cum
relateaza studiile recente, inca nu atinge profilul caracteristic organismului adult (Hollister E.B.
et al., 2015).

Datele obtinute in perioadele ulterioare ale vietii denotd ca compozitia si abundenta
microbiotei continue sa se schimbe pana la varsta adultd. Diferentele individuale (de vazut datele
incluse in subcapitolul 3.1.), care sunt inregistrate, reflectd cel mai probabil stilul de viata si
statutul organismului la momentul recoltarii probelor.

Nivelul ridicat de enterococi la persoanele varstnice (perioada 60-80 de ani) poate fi cauzat
de faptul cd odatd cu imbatranirea cresc cazurile de disbioza, iar microbiota intestinald a
persoanelor varstnice este imbogdatitd In comensali proinflamatori in detrimentul microbilor
benefici (Ragonnaud E., Biragyn A., 2021). O schimbare majora a compozitiei lor in intestin
poate declansa inflamatii locale si sistemice daunitoare (disbiozi). In ultimul timp este sustinuta
ipoteza ca disbioza este una din cauzele principale a morbiditatilor asociate imbatranirii si, prin
urmare, a mortii premature a persoanelor in varsta. Astfel, putem deduce ca valorile inalte ale
continutului de enterococi la subiectii de 80 de ani sunt cauzate sau asociate cu evenimentele
patologice si inflamatorii. Mai mult, insasi, enterococii pot cauza procese inflamatorii si in raport
cu organismul se formeaza o relatie reciproca dintre cauza si efect (Bar K. et al, 2006). Toate
acestea intensifica inflamatia sistemica care poate duce la patologii corelate cu procesul
imbatranirii (Ragonnaud E., Biragyn A., 2021).

Microbiota intestinald, dupd cum a fost relatat mai sus, este semnificativ influentata de

starea de sandtate a tubului digestiv, si anume, de disbioza. Disbioza se caracterizeaza prin
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scaderea diversitatii microbiene si cresterea speciilor proinflamatorii. In acest caz, microbiota
dezechilibratd nu poate sa asigure protectia fatd de organismele patogene, iar acestea la randul
sau pot declansa procesele inflamatorii si produce genotoxine sau chiar metaboliti cancerigeni.
Deseori, disbioza a fost asociata cu cancerul colorectal, gastric si esofagian (Cameron R. et al.,
2023).

Din literatura de specialitate se cunoaste ca enterococii reprezinta cele mai eficiente
bacterii-colonizatoare, fiind printre primele care se instaleaza in TGI la om si animale datorita
faptului ca sunt bacterii aerobe facultative, care stabilesc mediu anaerob prielnic pentru
dezvoltarea ulterioara a bacteriilor anaerobe (obligatorii). Prin urmare, competenta lor in
colonizarea TGI 1i pozitioneazd sa exploateze eficient disbioza ecologica, facilitdnd tranzitia
catre o stare patogena, ceea ce determina caracterul dual al enterococilor — ca bacterii comensale
si patogene (Banla et al., 2019).

Investigarea nivelului de enterococi la subiectii umani sanatosi si cu disfunctii intestinale
in primul an de viata ar elucida unele aspecte de stabilire a nivelului ,,sanogen” al enterococilor
si a perioadei ,,critice” pentru aceste bacterii in cazurile de disbioza. Aceasta are 0 importanta
ulterioar in formarea sanatatii atat a sistemului digestiv, cat si a organismului in intregime. In
acest scop a fost studiatd incidenta (indicii numerici) ai enterococilor la copii sanatosi (lotul I) si

cu disfunctii intestinale (lotul II) pe perioade de varsta de pana la un an (Tabelul 3.3.).

Tabelul 3.3. Indicii cantitativi ai enterococilor intestinali la copiii mici (pana la 360 de zile)

in functie de starea sanatatii tubului digestiv

Virsta, Numiirul celulelor microbiene in 1 g din continutul intestinal, Deosebirea dintre
zile logaritmi zecimali (Ig) lotul I si 11, %
I (subiecti sinitosi) Il (subiecti cu dereglari intestinale)
0-6 5,93+0,15 6,63+0,12** +11,80
7-30 5,76+0,10 6,84+0,12*** +18,75
31-60 5,23+0,14 7,17£0,16*** +37,09
61-90 6,19+0,13 6,57+0,14 +6,13
91-120 6,00+0,11 6,04+0,13 +0,66
121-180 5,92+0,10 5,65+0,11 -4,56
181-240 6,53+0,09 6,49+0,12 -0,61
241-300 5,63+0,12 6,38+0,17** +13,32
301-360 5,53+0,07 6,63£+0,11*** +19,89

Nota: **— p<0,01(statistic distinct semnificativ); ***—p<0,001 (statistic foarte semnificativ).

Datele prezentatele in tabelul de mai sus nu releva deosebiri cantitative semnificative ale
enterococilor in primul an de viatd. O majorare neesentiald se atesta in perioada de 61-90 de zile
si 181-240 de zile. La subiectii cu disfunctii intestinale (lotul II), se observa o majorare cu 6-37%

a nivelului cantitativ al enterococilor. Cea mai mare diferenta dintre lotul I si lotul 11 (+37,09 %)
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s-a constatat in perioada 31-60 de zile de la nastere. Astfel, putem deduce ca aceastd perioada
este mai ,,critica”, in ceea ce priveste dereglarea homeostaziei bacteriene intestinale. La celelalte
perioade, chiar si pe fondalul unor disfunctii intestinale, nivelul cantitativ al enterococilor se
mentine la un nivel uniform.

Aceasta denota despre profilul de comensali al enterococilor si despre statutul sanatos al
tubului digestiv. Un rol important in mentinerea unui nivel stabil al acestor bacterii, cel mai
probabil, il are laptele matern cu care se hraneste copilul in primul an de viata. Se cunoaste ca
laptele matern reprezinta sursa primara de ,,probiotice”, ca sursa principala de bacterii benefice si
functioneaza ca ,,prebiotic”, fiind bogat in oligozaharide si este factorul principal, care
modeleaza microbiomul intestinal (Urashima et al., 2012).

Pentru a elucida ,,comportamentul” enterococilor in perioadele urmatoare ale vietii in
cazurile de disfunctii intestinale s-a propus de a analiza continutul acestor bacterii in continutul
intestinal la subiectii umani sanatosi (lotul 1), subiectii cu dismicrobism intestinal (lotul I1) si
subiectii cu disfunctii intestinale diareice (lotul IIT). In cazul de dismicrobism intestinal (lotul I1)
au fost atestate schimbari neesentiale ale indicilor cantitativi ai streptococilor intestinali, iar cele
mai grave fiind dereglarile functionale ale tubului digestiv in forma de diaree documentate in
lotul 111. Datele obtinute pe subiectii umani cu diferit statut al sanatatii tubului digestiv sunt
prezentate in tabelul 3.4.

Este cunoscut faptul cd printre copii, in special cei de varstd micad (1-3 ani) se atestd o
raspandire largad a patologiilor intestinale in forma de dismicrobism si disfunctii diareice. Datele
obtinute privind nivelul cantitativ al enterococilor la copii cu dismicrobism intestinal (lotul 1) si
la cei cu disfunctii intestinale diareice (lotul IIT) confirma aceasta. La copii cu dismicrobism
intestinal (lotul I1) s-a constatat o0 majorare de 1,2-1,4 ori a indicilor cantitativi ai enterococilor,
lar la cei cu disfunctii diareice — o crestere de 1,3-1,7 ori a valorii numerice a acestor
microorganisme. In cazurile de dismicrobism intestinal (lotul IT) cele mai mari diferente cu copii
sanatosi au fost relatate in perioada de 1-2 ani si 6-10 ani. De remarcat faptul, ca cea mai mare
divergenta se atesta la copiii cu disfunctii intestinale diareice (lotul III), in aceleasi perioade de
varsta, in special la varsta de 4 ani, fiind constanta majorarea cu 66,3% fata de subiectii sanatosi
(Tabelul 3.4.). Desigur, riscul de dezvoltare a dismicrobismului intestinal existd si in alte
perioade de varsta a copiilor (5-6 ani si 7-8 ani), insd, analizdnd valorile numerice ale
enterococilor in comparatie cu valorile bacteriilor benefice (bifidobacteriilor si lactobacililor) si
patogene (E. coli) perioada de 3-4 ani este cea mai vulnerabila in acest aspect (Anexa 1, Tabelul
Al).
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Tabelul 3.4. Indicii cantitativi ai enterococilor la subiectii umani (copii si adulti) in
dependenta de starea sanatatii tubului digestiv (Timosco si al., 2014)

Sursa Varsta, ani Cantitatea de celule microbiene la 1g de continut
intestinal, logaritmi zecimali (Ig)
Loturile experimentale
I 1 11

Copii 1 5,53+0,12 7,4940,11*** 8,45+0,18***
2 5,60+0,07 7,90+0,13*** 8,30+0,19***
3 5,92+0,11 7,88+0,17*** 8,46+0,20***
4 5,20+0,25 6,30+0,46 8,65+0,46***
6 5,38+0,15 7,20+0,40** 8,77+0,48***
8 5,46+0,22 7,5340,32*** 8,17+0,50***
10 5,88+0,22 7,86+£0,32*** 8,43+0,51***
12 5,90+0,15 7,92+0,17*** 8,044+0,22%**
14 6,13+0,13 7,76+0,18*** 7,88+0,21***
16 6,00+0,16 7,54+0,14*** 7,64+0,25%**
Adulti 20 7,54+0,14 8,43+0,18** 9,38+0,22***
pana la 50 de ani 30 7,62+0,10 8,54+0,20** 9,494+0,23***
40 7,74+0,12 8,64+0,19** 9,54+0,21***
50 7,90+0,11 8,49+0,17* 9,60+0,22%**
Adulti 60 8,20+0,13 8,92+0,18* 9,77+0,20***
dupa 50 de ani 70 8,64+0,15 8,96+0,21 9,80+0,23**
80 8,77+0,17 9,20+0,20 9,88+0,19**

Nota: *— p<0,05(statistic semnificativ); **— p<0,01(statistic distinct semnificativ); ***— p<0,001
(statistic foarte semnificativ).

La adultii cu varsta de pana la 50 de ani nivelul enterococilor s-a majorat de 1,0-1,1 ori la
subiectii cu dismicrobism intestinal (lotul I1) si de circa 1,2 ori la subiectii din lotul Il cu
disfunctii intestinale diareice. Modificari in functie de varsta concreta (20 de ani sau 50 de ani)
nu au fost observate (Tabelul 3.4.).

La adultii cu varsta de dupa 50 de ani valoarea numerica a enterococilor s-a majorat de 1
ori la subiectii din lotul 1l si de 1,1-1,2 ori la subiectii din lotul III. Cea mai mica diferenta a
indicilor cantitativi dintre loturi s-a constatat la subiectii cu varsta de 80 de ani (Tabelul 3.4.).
Diferenta mica, la aceasta categorie de varsta, dintre subiectii sanatosi si cei bolnavi cu disfunctii
intestinale poate fi explicata prin valori initial mai mari ale enterococilor la persoanele varstnice.

Astfel, rezultatele obtinute denota despre sensibilitatea mare a enterococilor intestinali la
modificarile mediului intestinal la copii, in special, in primii 4 ani de viata. La adulti, pe fondalul
dereglarilor microflorei intestinale, nivelul enterococilor nu se modifica semnificativ comparativ
cu valoarea lor la subiectii sanatosi. Aceste diferente cantitative ale continutului de enterococi la
subiectii umani in functie de varsta, in mare parte, se datoreaza atdt modului de viata, cat si
schimbarilor fiziologice ce decurg odata cu inaintarea varstei, care nemijlocit afecteaza si

microbiota intestinala.
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Incidenta enterococilor in functie de starea de sanatate a tractului digestiv a fost studiata
si la animale de ferma: pui, purcei si vitei. Datele obtinute pe animale de ferma sunt prezentate in
tabelul 3.5.

Ca si la copiii de varsta frageda (1-3 ani), la animalele de 1-30 de zile o raspandire larga o
au patologiile intestinale sub forma de dismicrobism si disfunctii diareice. Analiza rezultatelor
obtinute si reflectate in tabelul 3.5. demonstreazd elocvent majorarea indicilor numerici ai
enterococilor la animalele din lotul Il si Ill, respectiv cu dismicrobism intestinal si disfunctii
intestinale diareice.

La puii de 10 zile cu dismicrobism intestinal (lotul 1) s-a constatat cresterea de 1,6 ori,
iar la cei din lotul 11l — de 1,7 ori a nivelului cantitativ de enterococi. La puii de 20 de zile in

ambele loturi a fost documentata majorarea de 1,5 ori a efectivului enterococilor.

Tabelul 3.5. Indicii cantitativi ai enterococilor intestinali la diferite grupe de animale de
interes economic in functie de starea sanatatii tubului digestiv (Timosco si al., 2014)

Sursa Viarsta, zile Cantitatea de celule microbiene la 1g de continut
intestinal, logaritmi zecimali (Ig)
Loturile experimentale
[ 1 11

Pui de gdina 10 5,43+0,12 8,54+0,18*** 9,38+0,22***
20 5,88+0,10 8,79+0,17*** 8,92+0,19***
Purcei 10 5,25+0,13 7,88+0,19*** 8,72+0,21***
20 5,64+0,12 8,73+£0,16*** 9,41+0,20***
30 6,34+0,11 8,92+0,21*** 9,86+0,23***
45 6,80+0,11 8,14+0,16*** 8,53+0,23***
75 6,66+0,11 8,04+0,21*** 8,30+0,19***
105 6,53+0,10 7,08+0,17* 8,07+£0,21%**
135 6,49+0,13 7,46+0,20** 7,8240,20***
Vitei 10 6,53+0,14 8,49+0,14*** 9,23£0,19***
20 6,43+0,12 8,30+0,12*** 8,94+0,17***
30 6,20+0,13 8,43+0,11*** 8,79+0,15***

Nota: *— p<0,05(statistic semnificativ); **— p<0,01(statistic distinct semnificativ); ***— p<0,001
(statistic foarte semnificativ).

De asemenea, si la purcei in primele 10-30 de zile de la nastere se atesta o majorare a
valorii numerice a enterococilor de 1,5 ori in lotul II si de 1,7 ori in lotul III. La purceii in
perioada de varsta 45-135 de zile atat din lotul cu dismicrobism intestinal, cat si din cel cu
disfunctii diareice s-a constatat cresterea de maximum 1,2 ori a indicilor numerici ai
enterococilor.

La vitei, insa, a fost documentat un tablou invers al modificarilor valorilor numerice a
enterococilor din loturile experimentale. In primele 20 de zile s-a stabilit majorarea de 1,3 ori la

animalele din lotul Il si de 1,1-1,4 ori la cele din lotul 111 a indicilor numerici ai enterococilor. La
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varsta de 30 de zile in ambele cazuri de disfunctii intestinale s-a constatat un nivel de 1,4 ori mai
mare a numarului de enterococi, comparativ cu cel descris la animalele sanatoase (Tabelul 3.5.).

Din analiza rezultatelor observam ca la pui si purcei odata cu majorarea varstei efectivul
numeric al enterococilor scade in cazurile de disfunctii intestinale, iar la vitei creste. Aceste
modificari pot fi cauzate iarasi de specificul fiziologic al tubului digestiv (in special filogenetic),
precum si de modul de nutritie si conditiilor de intretinere controlata.

Datele obtinute releva ca enterococii reprezinta bacterii comensale care populeaza tractul
intestinal la om si animale. Modificari in pattern-ul enterococilor sunt determinate de varsta si
statutul fiziologic al tubului digestiv.

In conditii de disbioza, si anume, de dismicrobism intestinal si disfunctii intestinale
diareice continutul enterococilor se majoreaza. La subiectii umani, cele mai mari diferente intre
indivizii sanatosi si cu dereglari ale homeostaziei intestinale s-au observat la grupa de copii cu
varsta de 31-60 de zile si de 1-4 ani. Odata cu inaintarea varstei, diferente dintre valoarea
enterococilor la subiectii sanatati si cu disfunctii intestinale nu este atat de evidenta. Cele mai
mici diferente dintre subiectii sanatati si bolnavi a fost inregistrata la persoanele cu varsta dupa
50 de ani, in special, de 80 de ani.

La animalele de ferma cu disbioza intestinala, sporirea nivelului cantitativ al
enterococilor a fost mai pronuntata decat la subiectii umani, fiind inregistrate valori de 1,7 ori
mai mari comparativ cu valorile constatate la animalele sanatoase si care sunt mai mari la pui
comparativ cu purceii si vietii.

Dupa cum este mentionat in literatura de specialitate, speciile de enterococi datorita
caracteristicilor sale au proprietatea de a capata trasaturi virulente si de a trece de la forme
comensale la forme patogene. Insi, formele virulente ce se caracterizeazi prin rezistentd, de
reguld, se formeaza fie in mediul spitalicesc fie in alte conditii cu risc crescut de infectii
(Guzman Prieto A.M. et al., 2016; Ramos S. et al., 2020; Krawczyk B. et al., 2021). Acest lucru
este valabil atat organismului uman, cat si animal, iar capacitatea Enterococcus spp. de a provoca
infectii a fost asociata cu caracteristicile de specie si mediul de trai al animalelor (Pillay S. et al.,
2018). Mecanismele de rezistenta fata de sistemul imunitar innascut care permit acestor bacterii
comensale si devini patogene nu sunt inci bine cunoscute. In acest aspect, flexibilitatea genetica
a enterococilor este o caracteristica importanta, intrucat genele de rezistenta la antibiotice si de
virulenta care au fost obtinute (sau activate) pot fi transferate.

In baza datelor obtinute putem presupune ca in primele, zile, luni si ani de viati, formele
sau tulpinile comensale ale enterococilor pot deveni virulente, in cazurile cand se creeaza

conditiile respective de infectare (de dismicrobism intestinal si disfunctii intestinale diareice). La
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subiectii umani, cele mai vulnerabile perioade identificate au fost perioada de 1-2 luni in primul
an de viata si la 1-4 ani de dezvoltare postnatald. De mentionat, ca valorile bacteriilor benefice —
bifidobacteriile si lactobacilii, la subiectii cu dismicrobism intestinal si disfunctii intestinale
diareice 1n perioadele mentionate au valori semnificativ. mai mici comparativ cu subiectii
sanatosi, ceea ce confirma presupunerea cd enterococii devin aliati in dezvoltarea infectiilor
(Anexa 1, Tabelul Al.)

Pentru animalele de ferma aceiasi tendinta s-a constatat in primele zile si luni de viata, in
special la animalele, mediul de intretinere a carora contribuie la dezvoltarea infectiilor, de

exemplu, la pui si purcei.

3.3. Influenta ratiei alimentare asupra procesului de multiplicare si dezvoltare a
enterococilor intestinali

Alimentatia determina in mare masura starea de sanatate a organismului, in particular, prin
actiunea asupra microflorei intestinale. Recent s-a dovedit cd prin reglarea nivelului si
compozitiei de autoanticorpi ce au legatura cu hormonii reglatori ai apetitului, microbiota
controleaza aspecte ale comportamentului legat de apetit si ale fiziopatologiei tulburarilor
alimentare (Lam Y.Y. et al., 2017). Pe de alta parte, semnificatia bacteriocenozei intestinale
consta in producerea de substante (compusi) care la randul sau au un efect pozitiv sau negativ nu
numai asupra sistemului digestiv, dar si a intregului organism (Gibson G.R., Roberfroid M.B.,
1995). Exista date privind influenta microorganismelor intestinale asupra metabolismului
organismului-gazda. Microbiota are enzime care nu sunt codificate de genomul uman, dar care
sunt necesare pentru indeplinirea unor sarcini fiziologice sau pentru completarea actiunii
enzimelor digestive de a descompune asa substante precum polizaharide, polifenoli si de a
sintetiza vitamine, aminoacizi etc., regland echilibrul energetic al metabolismului celular si al
organismului (Baghbani T. et al., 2020).

Enterococii reprezinta un model de studiu al influentei ratiilor alimentare asupra
microflorei intestinale si al modului in care alimentele consumate pot contribui la sanatatea
tubului digestiv (Tannock G.W., Cook G., 2002). De asemenea, aceste bacterii sunt utilizate in
studii privind modul in care organismul face fatd pentru a coexista cu o varietatea de tulpini
benefice si daunatoare ale aceleiasi Specii, reusind, cel mai probabil, sa le selecteze pe cele care
sunt mai avantajoase. Prin urmare, Enterococcus spp. poate fi utilizat ca indicator al actiunii
factorului alimentar, in special, al coraportului substantelor nutritive din ratia alimentara, precum
si al modului in care anumiti nutrienti pot proteja gazda, favorizand (sau nu) cresterea unor

tulpini cu diferite niveluri de siguranta (Penders J. et al., 2006; Timosco M. et al., 2015). Cu alte
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cuvinte, valoarea numerica a enterococilor si corelatia lor cu bacteriile benefice tubului digestiv
ar permite de a argumenta actiunea prebiotica a ratiilor alimentare cu o anumita valoare nutritiva
si structura calorica asupra microbiotei intestinale.

Dupa cum a fost mentionat mai sus, ratiile alimentare au 0 actiune nemijlocitd asupra
microflorei intestinale. Modificarea concentratiei nutrientilor in ratii poate influenta diferentiat
microbiota intestinala, inclusiv si enterococii. Astfel, un obiectiv al cercetarilor efectuate a
constat 1n studierea modului de actiune a diverselor ratii alimentare cu diferita valoare nutritiva
si structura calorica asupra procesului de multiplicare si dezvoltare a enterococilor intestinali,
ceea ce prezintd interes in aspect fiziologic in vederea modularii microbiotei intestinale, si

respectiv, a functiilor acesteia in directia fortificarii sanatatii organismului.

3.3.1. Influenta ratiei alimentare de diferita valoare nutritiva asupra incidengei
enterococilor intestinali

Valoarea nutritiva, conform definitiilor existente, reprezinta contributia energetica si
plastica a nutrientilor din alimentele consumate de oameni sau animale. Aceasta valoare depinde
de cantitatea hranei consumate (digerate si absorbite) si de cantitatea nutrientilor esentiali din
hrana (proteine, glucide, lipide etc.)

Valoarea nutritiva diferitd a ratiei alimentare administratd, in cazul experimentelor
efectuate, a fost determinatd de cota-parte a principalilor nutrienti din ratie. Astfel, au fost
administrate trei ratii alimentare, respectiv cu exces de proteine, lipide si carbohidrati.

Testarea ratiilor de diferita valoare nutritiva a fost realizata individual pe animale de
laborator (sobolani albi linia Wistar). Contorizarea separata a fost efectuatd din considerentele ca
microbiota intestinald se formeaza intr-un mod specific fiecarui organism si reactioneaza in mod
diferit la actiunea anumitor factori. Evidenta modificarilor comunitatii microbiene individual ar
oferi o informatie mai concreta privind actiunea factorului alimentar asupra ,,comportamentului”
microorganismelor intestinale si a corelatiei dintre microbi cu organismul gazdei.

Analiza enterococilor la actiunea ratiilor alimentare a fost realizatd in comparatie cu
continutul bifidobacteriilor, lactobacteriilor si escherichiei, pentru a avea o imagine mai ampla a
modului, in care factorul alimentar influenteaza microbiota intestinala.

Experimentele au fost divizate in trei serii, in fiecare fiind testatd ratia cu exces de un
anumit macronutrient: proteine, lipide si carbohidrati, care reprezinta substantele organice

esentiale pentru cresterea si dezvoltarea organismului atat uman, cat si animal.
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Testarea a fost realizatd in dinamica: initial administrarii ratiei; dupa 5 zile, 10 zile si 15
zile de la administrarea ratiilor alimentare de diferita valoare nutritiva si dupa 7 zile de restabilire
la ratia standard de alimentare a sobolanilor in conditii de laborator.

Actiunea ratiei alimentare cu exces de proteine asupra valorii numerice a enterococilor si a
grupelor de bacterii, analizate Tn comparatie, este reflectatd in figura 3.6.

Proteinele alimentare ingerate pot modifica atat diversitatea, cat si compozitia microbiotei
intestinale (Portune K.J. et al., 2016), in special, datorita faptului ca proteinele sunt substratul
principal pentru producerea de catre microflora intestinalda a SCFA si a metabolitilor putrefactivi
daunadtori (cum ar fi amoniacul, aminele, hidrogenul sulfurat, fenolii si indolii), care la randul sdu
influenteaza sanatatea organismului gazdei, in primul rand al tubului digestiv (Wu S. et al.,
2022).

S-a constatat cd din toate grupele de bacterii investigate anume valoarea numerica a
enterococilor s-a majorat semnificativ la administrarea ratiei alimentare cu exces de proteine, atat
comparativ cu datele initiale, cat si fatd de martor (Figura A3.6.).

Dupa 5 zile de la administrarea ratiei cu exces de proteine, nivelul enterococilor la
animalele din loturile experimentale a scazut cu 3,7% si respectiv 2,2%. La administrarea in
continuare (dupa 10 zile si 15 zile) a ratiei preponderent proteice s-a constatat majorarea
indicelor numerici ai enterococilor cu cca 29,4% si 28,8% comparativ cu datele initiale, fiind,
totodata, monitorizata sporirea continutului si comparativ cu datele din lotul martor.

Trecerea animalelor experimentale la alimentatia conform ratiei standard (dupa 7 zile de
restabilire) a determinat micsorarea cotei parti a enterococilor comparativ cu datele initiale
(Figura 3.6.A). De mentionat, ca atat la animalele din lotul martor, cat si la cele experimentale,
nivelul enterococilor dupa 7 zile de restabilire a alimentatiei conform ratiei standard, a fost mai
mic in comparatie cu datele initiale. Cel mai probabil, continutul redus al enterococilor la aceasta
etapa a experimentului a fost determinat de actiunea altor factori, care nu au fost posibil de
contorizat.

Pentru a elucida pe deplin care este ,,comportamentul fiziologic” al enterococilor
intestinali la influenta ratiei alimentare cu exces de proteine, modificarile continutului acestor
microorganisme au fost monitorizate in comparatie cu continutul bacteriilor benefice ale

microbiotei — bifidobacteriile si lactobacteriile, precum si cu cel al bacteriilor patogene — E. coli.
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Figura 3.6. Cantitatea de celule bacteriene de enterococi (A), bifidobacterii (B),
lactobacterii (C) si E. coli (D) (Ig la 1 g de continut intestinal) la actiunea in dinamici a

ratiei cu exces de proteine

Legenda: Martor (1, 2) — sobolani albi de laborator hraniti cu ratia standard; Experiment (1, 2) - sobolani albi de
laborator hraniti cu ratie cu exces de proteine.
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Astfel, dupa 5 zile de administrare a ratiei cu exces de proteine la animalele
experimentale s-a constatat micsorarea continutului de bifidobacterii respectiv cu 5,1% si 6,1%,
iar dupa 10 zile de regim alimentar cu 9,3% si 9,4% fata de datele initiale. De asemenea, s-a
stabilit si reducerea nivelului acestor bacterii comparativ cu valorile inregistrate la animalele din
lotul martor. Dupa 15 zile de regim alimentar cu exces de proteine, indicii numerici ai
bifidobacteriilor s-au majorat cu 14% si respectiv 13% fata de datele initiale, fiind aproximativ la
acelasi nivel cu datele din lotul martor. Revenirea la regimul alimentar standard determina
reconstituirea nivelului cantitativ initial al acestor bacterii (Figura 3.6. B).

Modificarile valorilor numerice ale lactobacteriilor sunt asemandtoare cu cele ale
bifidobacteriilor, si anume, micsorarea continutului de celule bacteriene respectiv cu 5,5% si
3,1% dupa 5 zile de administrare a ratiei cu exces de proteine. Insi, spre deosebire de
bifidobacterii, continutul lactobacteriilor s-a majorat comparativ cu datele initiale (si lotul
martor) dupa 10 zile de regim alimentar preponderent proteic: cu 6,1% si respectiv cu 8,8%, iar
dupa 15 zile — respectiv cu 17,2% si 11,6%. Dupa restabilirea regimului alimentar standard,
continutul lactobacteriilor continua sa inregistreze valori mai mari comparativ cu datele initiale,
dar mai mici comparativ cu datele din lotul martor (Figura 3.6. C).

Un alt indicator al statutului fiziologi al tubului digestiv in functie de dieta, reprezinta
modificarile bacteriilor patogene, in cazul dat al E. coli. Datele obtinute releva ca E. coli este mai
sensibila la modificarea regimului alimentar, fiind inregistrate valori mai mari (de cca 1,2 ori) ale
continutului acestor bacterii dupd 5 zile de administrare a ratiei cu exces de proteine. Dupa 10
zile si 15 zile de regim alimentar preponderent proteic, nivelul escherichiilor scade comparativ
cu etapa de 5 zile, dar continud sa inregistreze valori mai mari comparativ cu datele initiale si cu
datele din lotul martor. Aceeasi tendintd se observa si dupa restabilirea regimului alimentar
normal (standard), cand continutul de E. coli rimane a fi mai mare, dar nu cu mult (cu cca 4%),
fata de datele din etapa premergatoare administrarii ratiilor alimentare si cu cca 1% fata de datele
din lotul martor (Figura 3.6. D).

Astfel, ratia bogata in proteine, in primele 5 zile de administrare induce modificari ale
valorilor numerice ale bacteriilor investigate, prin micsorarea continutului enterococilor, care
coreleazd cu modificarile bifidobacteriilor si lactobacteriilor si  majorarea nivelului
escherichiilor. La administrarea pe o perioada mai lunga a dietei cu exces de proteine (10-15
zile), se observa majorarea evidenta a efectivului enterococilor de rand cu cel al bacteriilor
benefice si patogene. Revenirea la regimul normal de alimentare induce, dupa 7 zile, restabilirea
valorilor numerice a bacteriilor investigate la nivelul datelor initiale sau la valori identice lotului

martor.
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Intr-o alta serie de experimente s-a propus de a elucida actiunea ratiei alimentare cu exces
de lipide (grasimi). Se cunoaste ca lipide reprezintd macronutrentii care furnizeaza cel mai
eficient energia din alimente si care constituie componenta indispensabild a membranelor
celulare, asigurand respectiv functionalitatea sistemelor fiziologice. Metabolitii lipidici sunt
extrem de esentiali pentru o gama larga de comunicari celulare si metabolism celular, inclusiv, si
prin interactiunea cu microbiota intestinala. Pe de alta parte, microbiota intestinald influenteaza
metabolismul lipidelor organismului-gazda, prin producerea unor metabolitii, cum ar fi SCFA,
acizii biliari secundari si trimetilamina si prin factorii bacterieni derivati proinflamatori, cum ar
fi lipopolizaharidele (Schoeler M. et al., 2019).

Rezultatele privind indicii numerici ai enterococilor si a altor grupe de bacterii in
continutul intestinal la animalele de laborator experimentale in rezultatul administrarii ratiei
alimentare cu exces de grasimi timp de 15 zile si dupa 7 zile de restabilire a regimului normal de
alimentare sunt prezentate in figura 3.7. Modificarile continutului enterococilor intestinali la
actiunea ratiei cu exces de lipide a fost monitorizata din nou in comparatie cu alte bacterii —
benefice si patogene pentru a elucida modul in care ratia cu exces de lipide determina statutul
microbiocenozelor intestinale.

Datele obtinute aratd ca ratia bogatd in grasimi cauzeaza reducerea nivelului de
enterococi cu cca 1,8-6,6% chiar din primele 5 zile de regim alimentar stabilit, in comparatie cu
datele initiale, inregistrate pana la administrarea ratiei experimentate. O micsorare semnificativa
a valorii numerice a enterococilor cu 6,7%; 12,4% si 19,1% se atesta dupa 10 zile de regim
alimentar cu exces de lipide. Dieta bogatd in lipide administrata timp de 15 zile a conditionat
reducerea efectivului enterococilor la animalele experimentale respectiv cu 8,3%; 9,4% si 10,8%
comparativ cu datele initiale. Aceeasi tendinta de modificare a cantitatii de celule bacteriene
enterococice se observa si in comparatie cu lotul martor (Figura 3.7. A).

Dupa 7 zile de la incetarea administrarii ratiei cu exces de grasimi si restabilirea
regimului alimentar corespunzator animalelor de laborator, nivelul enterococilor tinde catre un
efect de supercompensare, care a fost dedus din valorile mai mari ale acestor bacterii in
continutul intestinal la animalele experimentale, comparativ cu datele initiale si cu valorile
enterococilor inregistrate la animalele din lotul martor.

Dieta bogata in lipide a cauzat micsorarea indicelui numeric al bacteriilor benefice —
bifidobacteriilor si lactobacteriilor. In cazul bifidobacteriilor s-a observat reducerea valorii
numerice a acestora cu 10% - 11,4% dupa 5 zile; cu 1,2% - 6,1% dupa 10 zile si cu 4,2% - 5,5%

dupa 15 zile de regim alimentar cu exces de lipide (Figura 3.7. B).
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Figura 3.7. Cantitatea de celule bacteriene de enterococi (A), bifidobacterii (B),
lactobacterii (C) si E. coli (D) (Ig la 1 g de continut intestinal) la actiunea in dinamici a

ratiei cu exces de lipide

Legenda: Martor (1, 2) — sobolani albi de laborator hraniti cu ratia standard; Experiment (1, 2, 3) - sobolani
albi de laborator hraniti cu ratie cu exces de lipide.
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Cantitatea de lactobacterii in continutul intestinal la animalele experimentale scade la
administrarea ratiei preponderent lipidice, corespunzator cu: 4,4%; 11,5% si 13,6% dupa 5 zile;
4,3%; 11,4%; si 16,6% dupa 10 zile si cu 13,4%; 14,8% si 20,6% dupa 15 zile de administrare a
ratiei bogate in lipide (Figura 3.7.C).

Atat in cazul bifidobacteriilor, cat si a lactobacteriilor nivelul acestor bacterii nu revine la
nivelul datelor initiale si a lotului martor dupa 7 zile de restabilire a regimului alimentar standard
(Figura 3.7. B,C). Cel mai mult a fost afectat efectivul lactobacteriilor comparativ cu cel al
bifidobacteriilor. Aceasta denota despre actiunea negativa a ratiilor cu exces de lipide asupra
microflorei intestinale.

Mai mult, despre aceasta releva valorile ridicate ale escherichiei in continutul intestinal al
animalelor experimentale care au primit timp de 15 zile ratia bogata in lipide, cele mai mari
diferente cu datele initiale au fost inregistrate dupa 10 zile de regim alimentar preponderent cu
grasimi, cand a fost atestatda majorarea cu 22-23% fata de datele initiale. Restabilirea regimului
alimentar normal (dupa 7 zile) a conditionat restaurarea efectivului de E. coli la nivelul datelor
initiale si a lotului martor (Figura 3.7. D).

Astfel, excesul de grasimi in ratia alimentara (grasimi de origine animala — intura), induce
reducerea continutului enterococilor din continutul intestinal de rand cu cel al bifidobacteriilor si
lactobacteriilor si majorarea continutului de E. coli, ceea ce relevd despre dezechilibrul
microbiocenozei intestinale. In acest caz, este important de mentionat, ci ,.efectul negativ” al
ratiei bogate in grasimi se mentine si dupa incetarea administrarii, despre ce denota nivelul redus
al bacteriilor benefice — bifidobacteriilor si lactobacteriilor dupa 7 zile de regim alimentar
normal, instalat dupa 15 zile de dieta cu exces de lipide.

Dintre macronutrientii esentiali organismului uman si animale, carbohidratii au fost cel
mai frecvent analizati in aspectul actiunii lor (sau a ratiei bogate in glucide) asupra microbiotei
intestinale. Acest lucru, in mare parte, se datoreazd faptului ca carbohidratii, in special,
carbohidratii complecsi, reprezinta o sursa naturala de fibre, care la randul sau este unul din
substraturile cele mai preferate si activ utilizate si de catre microflora intestinald in activitatea sa
metabolicd. Pe de alta parte, carbohidratii simpli au o actiune mai putin benefica asupra
organismului, inclusiv si asupra microbiotei intestinale (Mora-Flores L.P. et al., 2023). Astfel,
existd o legatura stransa dintre microbiota intestinala si tipul carbohidratilor din ratia alimentara.

In seria de experimente in care s-a propus de a stabili actiunea ratiei cu exces de glucide
asupra efectivului de enterococi intestinali (in comparatie cu bacteriile benefice si patogene),

sursa de carbohidrati a fost painea (Figura 3.8.).
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Actiunea ratiei bogate in glucide a avut cel mai mare efect (in comparatie cu celelalte ratii
alimentare) de inhibare a efectivului de enterococi. Dupa 5 zile de administrate a ratiei cu exces
de carbohidrati se atestda reducerea nivelului de enterococi cu 14,6%-16,2%. Mentinerea
regimului alimentar preponderent glucidic (dupa 10 zile) a conditionat micsorarea cea mai mare
a valorii numerice a enterococilor — cu 19,7%-21% comparativ cu datele initiale, inregistrate
pana la administrarea ratiei experimentate. Dupa 15 zile de hranire a animalelor de laborator cu
glucide in exces se atestd, insd, o diminuare mai mica a nivelului de enterococi — cu 11,1%-
14,9% comparativ cu etapele precedente de monitorizare (Figura 3.8.A)

Astfel, putem presupune ca enterococii sunt sensibili la modificarea procentului de
carbohidrati din ratia alimentara, ceea ce denotd modificarea valorii numerice a enterococilor in
primele 5-10 zile de alimentatie cu exces de glucide.

Revenirea la regimul alimentar normal (dupa 7 zile) a determinat restabilirea continutului
de enterococi intestinali la animalele experimentale la nivelul anterior administrarii ratiei testate.

Pentru a intelege mai bine care este rolul enterococilor pe fondalul modificarilor induse
de ratia cu continut ridicat de glucide in microbiocenoza intestinala a fost monitorizat continutul
bifidobacteriilor si lactobacteriilor — ca model de bacterii benefice si cel al E. coli — ca model de
agenti patogeni.

Bifidobacteriile si lactobacteriile au fost mai putin sensibile, comparativ cu enterococii, la
introducerea excesului de glucide in hrana animalelor. Dupa 5 zile de regim alimentar bogat in
glucide nivelul bifidobacteriilor s-a micsorat cu 2,6%-2,7%, iar a lactobacteriilor cu 7,9%-
10,6%. La administrarea timp de 10 zile a ratiei cu continut ridicat de glucide se atestd o
micsorare dramatica a efectivului de bifidobacterii cu 21,4%-22,2%, pe cand nivelul
lactobacteriilor s-a redus cu 10,3%-18,0% comparativ cu datele initiale (Figura 3.8. B, C).

Respectiv, la aceasta etapa de monitorizare (inregistrare) s-a constatat cea mai mare
diferenta a continutului de bifidobacterii si enterococi intestinali la animalele experimentale
comparativ cu datele initiale. Nivelul bifidobacteriilor din continutul intestinal continud sa
inregistreze valori joase si dupa 15 zile de regim alimentar cu exces de glucide: cu cca 20,2%
mai mici fata de datele initiale si datele lotului martor. In cazul lactobacteriilor aceasta diferent
intre valorile initiale si cele de dupa 15 zile de hranire cu glucide in exces a fost de 13,9%-16,8%
(Figura 3.8. B, C).

Incetarea administrarii ratiei cu exces de glucide si trecerea la alimentatia conform ratiei
standard a conditionat stabilirea efectivului bifidobacteriilor la un nivel mai mare fata de datele
initiale, are la acelasi nivel cu datele lotului martor, iar a lactobacteriilor — restabilirea nivelului

identic cu cel anterior experimentarii ratiei (Figura 3.8. B, C).
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Figura 3.8. Cantitatea de celule bacteriene de enterococi (A), bifidobacterii (B),
lactobacterii (C) si E. coli (D) (Ig la 1 g de continut intestinal) la actiunea in dinamici a

ratiei cu exces de carbohidrati

Legenda: Martor (1, 2) — sobolani albi de laborator hraniti cu ratia standard; Experiment (1, 2) — sobolani
albi de laborator hraniti cu ratie cu exces de carbohidrati.
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Pe de altd parte, ratia bogatd in glucide a contribuit la majorarea valorii numerice a
escherichiilor, dupa cum urmeaza: dupa 5 zile de regim alimentar cu exces de glucide — cu
10,6%-10,9%; dupa 10 zile — cu 1,9%-3,9% si dupa 15 zile — cu 5,5%-6,7%. Astfel, Escherichia
a reactionat prin cresterea mai evidenta a efectivului in primele zile de administrare a ratiei
bogata in carbohidrati, dar nu in masura cu care au reactionat bacteriile benefice (Figura 3.8. D).

Restabilirea regimului alimentar obisnuit animalelor experimentale a determinat
micsorarea valorii numerice a E.coli cu 6,0%-9,4% comparativ cu datele initiale, aceasta fiind
mai mica si fata de datele inregistrate la lotul martor.

Astfel, excesul de glucide din ratia alimentara, si anume de glucide procesate (painea), a
conditionat micsorarea efectivului enterococilor, bifidobacteriilor si lactobacteriilor si majorarea
escherichiilor, ceea ce presupune inducerea dereglarii echilibrului benefic al microflorei
intestinale.

Totalizand datele obtinute privind modificarile enterococilor, de rand cu modificarile
bifidobacteriilor, lactobacteriilor si escheriichiilor din continutul intestinal la animalele de
laborator, provocate de ratiile alimentare cu exces de proteine, lipide si glucide administrate in
dinamica pe o perioadd de 15 zile, cu restabilirea ulterioara a alimentatiei normale, constatim
urmatoarele:

- Efectivul enterococilor se majoreaza la administrarea mai mult de 5 zile a ratiei cu exces
de proteine si Se micsoreaza la administrarea ratiei bogate in grasimi si carbohidrati. De
mentionat, ca in primele 5 zile de administrare a ratiei cu exces de proteine, continutul
enterococilor scade, insd, la administrarea timp de 10-15 zile a ratiei predominant
proteice, valorile numerice ale acestor bacterii cresc de circa 1,3 ori. Restabilirea
regimului normal (standard) de alimentare determind revenirea efectivului bacteriilor la
un nivel identic cu cel initial experimentarii ratiilor alimentare.

- Nivelul numeric al bifidobacteriilor din continutul intestinal al animalelor experimentale:
scade 1n primele 10 zile de administrare a ratiei bogate in proteine, iar dupa 15 zile revine
la un nivel mai mare comparativ cu datele initiale si la acelasi nivel inregistrat la
animalele martor; scade pe tot parcursul administrarii ratiei cu exces de lipide si
carbohidrati, iar dupa restabilirea la ratia standard, revine la nivelul initial doar in seriile
de experimente in care a fost administrata ratia cu exces de proteine si glucide. Regimul
alimentar cu exces de grasimi afecteazd semnificativ efectivul bifidobacteriilor, care nu
se restabileste dupa 7 zile de alimentatie normala conform standardului.

- Valorile numerice ale lactobacteriilor sunt mai mult sau mai putin identice cu datele

initiale si cu datele din lotul martor, la administrarea ratiei bogate in proteine si
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diminueaza la actiunea excesului de grasimi si carbohidrati din alimente. Trecerea la
regimul standard de alimentare induce restabilirea efectivului lactobacteriilor in seria de
experimente, in care a fost testat excesul de proteine si carbohidrati. in seria de
experimente 1n care a fost administrata hrana cu continut ridicat de grasimi, la restabilirea
regimului alimentar normal, continutul lactobacteriilor nu revine la nivelul initial si nici
la nivelul depistat la animalele martor. Ratia cu exces de grasimi, ca si in cazul
bifidobacteriilor, a avut un efect de inhibare a lactobacteriilor.

Nivelul cantitativ al escherichhilor se majoreazd in toate seriile de experimente de
administrare a ratiilor alimentare cu exces de proteine, lipide si carbohidrati. Cea mai
evidentd majorare a efectivului bacteriilor de E.coli se atesta la administrarea ratiei cu

continut ridicat de grasimi.

In baza datelor descrise, putem presupune ca:

Ratia alimentara cu exces de proteine, nu provoacd un dezechilibru evident al
microbiocenozei intestinale, intrucat valorile mai mari ale enterococilor, in special dupa
10-15 zile de administrare a ratiei respective, coreleaza cu valori inalte ale bacteriilor
benefice — bifido- si lactobacteriilor, iar efectivul escherichiilor se mentine aproape de
nivelul acestor bacterii din lotul martor si la nivelul datelor initiale. De mentionat, ca
majorarea mai mare a valorii numerice a escherichiilor in primele 5 zile de administrare a
hranei bogate in proteine coreleaza cu micsorarea continutului de enterococi.

Ratia alimentarda cu continut ridicat de grasimi a cauzat diminuarea efectivului de
enterococi de rand cu scaderea efectivului de bifido- si lactobacterii (a bacteriilor
benefice) si majorarea cotei parti a bacteriilor patogene (E. coli), ceea ce deduce ca
excesul de grasimi conditioneaza dezechilibrul microflorei intestinale. Mai mult, acest
dezechilibru se mentine si dupa incetarea administrarii hranei cu exces de lipide, intrucat
efectivul bifidobacteriilor si lactobacteriilor, comparativ cu cel al enterococilor si
Escherichia, nu se restabileste la nivel initial sau la nivelul lotului martor.

Excesul de carbohidrati si ratia alimentara induce modificari esentiale ale
microbiocenozei intestinale, cauzidnd diminuarea indicilor numerici ai enterococilor,
bifidobacteriilor si lactobacteriilor si majorarea continutului bacteriilor patogene — E.
coli. Modificarile microflorei intestinale nu sunt atat de dramatice, precum in cazul
administrarii ratiei cu exces de grasimi, deoarece la restabilirea regimului normal de
alimentare, efectivul enterococilor si cel al bacteriilor benefice revine la nivelul initial si

cel al lotului martor, iar cel al patogenilor scade.
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Datele obtinute in lucrare coreleaza cu alte studii care au vizat legatura dintre
modificarile microflorei intestinale a organismului gazdei cu variatia si compozitia nutrientilor
din sursele alimentare. Dupd cum a fost repetat mentionat anterior, factorul alimentar, in
particular, cantitatea si echilibrul macronutrientilor (carbohidrati, proteine si grasimi) din ratia
alimentara influenteaza microbiota intestinald (Jeffery I.B., O’Toole P.W., 2013).

Proteinele alimentare ingerate pot modifica atat diversitatea, cat si compozitia microbiotei
intestinale (Portune K.J. et al., 2016), in special, datorita faptului ca proteinele sunt substratul
principal pentru producerea SCFA si a altor metaboliti ce au actiune asupra sanatatii tractului
gastrointestinal si respectiv a organismului (Wu S. et al., 2022).

In unele studii s-a stabilit ci dieta bogati in proteine a avut efecte benefice asupra
diversitatii microbiene si asupra modificarii speciilor de bacterii Akkermansia spp. si
Bifidobacterium spp., precum si diminuarea bacteriilor Prevotella spp., in comparatie cu
valoarea initiala (Dong T.S. et al., 2020). De mentionat, ca in studiul la care se face referinta,
dieta bogata in proteine a fost suplimentatd cu fibre vegetale, ceea ce explica efectul benefic al
acesteia.

Hrana bogata in carbohidrati a fost asociata cu disbioza si cresterea speciilor de patogeni
anaerobi, in special Bacteroides (Bhute S.S. et al., 2022). De asemenea, in studii realizate pe
soarecii de laborator, s-a constatat reducerea diversitatii filogenetice si abundenta bacteriilor
benefice — Akkermansia muciniphila, Lactobacillus si Bifidobacterium la administrarea
grasimilor de origine animala (untura) (Caesar R. et al., 2015).

Rolul fiziologic al enterococilor in modificarile microbiotei induse de ratiile alimentare
cu exces de macronurienti derivd din activitatea metabolica prestata pe fondalul substraturilor
alimentare din mediul intestinal.

Cresterea continutului de enterococi la administrarea ratiei cu exces de proteine a fost
documentata si in alte lucrari, fiind observata majorarea efectivului si altor bacterii patogene —
Escherichia si Streptococcus (Mu C. et al., 2017). Abundenta sporita a unor bacterii cu potential
patogen, inclusiv si a enterococilor, cel mai frecvent este asociatd cu dizbioza intestinala. Insa,
majorarea valorii numerice a bacteriilor benefice (cu potential probiotic) Lactococcus si
Lactobacillus spp. (Varsha K.K. et al., 2016; Wu S. et al., 2022), iar in cazul lucrarii de fata — a
bifidobacteriilor si lactobacteriilor care prezinta si proprietati proteolitice, poate fi considerata un
rezultat benefic, ce echilibreaza cresterea bacteriilor patogene.

Pe de alta parte, majorarea indicilor numerici ai enterococilor la administrarea
indelungata a ratiei bogata in proteine (10, 15 zile) poate fi determinata de faptul ca enterococii

produc amine biogene in rezultatul reactiei de decarboxilare a aminoacizilor (care deriva din
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proteinele administrate). Astfel, cu cat mai multe proteine primeste organismul, cu atat mai mult
creste fondul de aminoacizi, care la randul sau reprezinta substrat pentru activitatea bacteriilor
intestinale, inclusiv si pentru enterococi. Aminele biogene care se formeaza in rezultatul
activitatii metabolice a enterococilor pot fi produse in cantitati controlate de organismul uman,
unde joaca roluri reglatoare in diferite activitati fiziologice, insa, aportul lor excesiv prin dietd
poate provoca simptome severe, cu pericol iminent pentru sanatatea consumatorului (Wu S. et
al., 2022).

Se cunoaste ca in lumenul intestinal aminoacizii sufera o alta reactie de catabolizare si,
anume, deaminarea, care rezulta cu producerea amoniacului (un metabolit extrem de toxic) si de
cetoacizi, care ulterior servesc in calitate de substrat pentru formarca de catre bacteriile
intestinale a SCFA — butiratului, lactatului, succinatului etc. Acesti metaboliti ai microbiotei
intestinale pot servi ca sursa de energie pentru microbiota intestinala, iar o concentratie mare de
SCFA poate inhiba cresterea unor bacterii intestinale. Este necesar de a mentiona, ca SCFA —
lactatul, succinatul si formiatul ce rezulta din metabolizarea aminoacizilor proteici si, anume a
aminoacizilor BCAA, sunt mai putin eficienti in combaterea altor bacterii (in special patogene)
comparativ cu SCFA, produsi in rezultatul metabolizarii carbohidratilor complecsi (fibre) de
catre bacteriile microflorei intestinale si, anume a butiratului, acetatului, propionatului etc. (Sun
Y., O’Riordan M.X., 2013; Diether N.E., Willing B.P., 2019; Liu J. et al., 2022).

Metabolizarea aminoacizilor de cétre bacteriile proteolitice specializate in colonul distal,
ca sursa de energie si material plastic pentru formarea de noi proteine microbiene, are ca rezultat
si acumularea diversilor metaboliti daundtori, care afecteazd negativ celulele epiteliale ale
intestinului si care sunt cauza unor boli (Portune K.J et al.,, 2016). Aceasta releva ca
administrarea indelungata a dietei proteice afecteaza negativ sandtatea tubului digestiv si a
organismului gazdei.

Astfel, cresterea valorii numerice a enterococilor, precum si a bacteriilor benefice dupa
administrarea timp de 10-15 zile a dietei cu exces de proteine, poate fi considerata ca o reactie de
raspuns (compensare) la majorarea aminoacizilor in lumenul intestinal si 0 reactie de control al
patogenilor. Drept argument este nivelul redus al esherichiilor, comparativ cu enterococii,
bidifidobacteriile si lactobacteriile, la administrarea timp de aproximativ 2 saptamani a ratiei cu
exces de proteine. Pe de altd parte, pentru sanatatea tubului digestiv aportul de proteine in ratia
alimentara trebuie sa fie echilibrat: un aport mai mare sau mai mic de proteine ar putea avea un

impact negativ asupra microbiotei intestinale si, ulterior, asupra sanatatii organismului gazdei.
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Dupa cum a fost relatat anterior, hrana bogata in lipide, iar in cazul experimentului
efectuat in grasimi de origine animald (untura), induce diminuarea efectivului enterococilor,
bifidobacteriilor si lactobacteriilor si majorarea nivelului de Escherichia.

In informatia din literatura de specialitate se mentioneaza studiile (in special efectuate pe
animale de laborator), prin care s-a constatat cd dieta cu continut ridicat de grasimi afecteaza
rapid si semnificativ microbiomul intestinal. S-a stabilit ca microbiota intestinala este capabila sa
transforme lipidele digerate in colon, inclusiv acizii grasi sau colesterolul, contribuind la
producerea de metaboliti cu efecte potentiale asupra sanatatii (Gérard Ph., 2020). Prin urmare,
lipidele influenteaza microbiota intestinalda atdt ca substrat pentru procesele metabolice
bacteriene, cat si prin inhibarea cresterii bacteriilor ca rezultat al actiunii toxice a metabolitilor
lor (Schoeler M., Caesar R., 2019).

Legatura dintre consumul de lipide, starea microbiotei intestinale si s@ndtatea
organismului este determinata de mai multi factori, principalul fiind natura lipidelor consumate.
La nutritia cu lipide ,,sanatoase” — acizi grasi nesaturati, microbiota intestinala este capabild sa-i
transforme in molecule biologic active ce influenteazd imunitatea gazdei si sandtatea metabolica
(Ye Z. etal, 2021).

Pe de alta parte, consumul mai mare de grasimi, in special de origine animala, este
asociat cu modificari nefavorabile ale microbiotei intestinale, cu valori ridicate ale factorilor
proinflamatori plasmatici, care au consecinte pe termen lung asupra sanatatii organismului
gazdei (Wan Y. et al., 2019).

Microbiota intestinala mediaza metalismul lipidic al organismului gazdei prin producerea
de metaboliti cum ar fi: SCFA, acizi biliari secundari si trimetilamind, precum si prin factorii
bacterieni proinflamatorii ca lipopolizaharidele (Schoeler M., Caesar R., 2019). Datele mai
multor studii releva ca consumul in cantitati mai mari sau pe termen lung de lipide induce
disbioza intestinald, prin inducerea proceselor inflamatorii din intestin si Cresterea permeabilitatii
intestinale. In particular, se constati modificiri ale functiei barierei intestinale in intestinul
subtire si gros (Hamilton M.K. et al., 2015), ale permeabilitatii transcelulare in intestinul gros,
procese inflamatorii in ileon si expansiunea unor patobionti, precum si cresterea incidentei de
colita (Devkota S. et al., 2012). Disbioza intestinala ca rezultat al dezechilibrului dintre bacteriile
benefice si daunatoare, transforma comunitatea microbiocenozei intestinale, astfel incat speciile
dominante de bacterii sunt depasite numeric de microbii subprezenti, care cresc in abundenta,
fiind constatatd, drept urmare, degradarea mucusului si reducerea barierei intestinale care

cauzeaza ulterior ,,inflamatia sistemica de grad scazut” (Tran C.D. et al., 2019).
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Procesele inflamatorii intestinale conditionate de consumul ridicat de lipide sunt mediate
jonctiunilor stranse intestinale si degradarea stratului de mucus intestinal (Rohr MW et al.,
2020). In particular, ratia cu continut ridicat de lipide provoaca disbioza intestinala prin cresterea
raportului dintre bacteriile Gram negative/Gram pozitive. Deplasarea raportului catre bacteriile
Gram negative, coreleazd cu cresterea concentratiei de lipopolizaharide plasmatice, ceea ce
conditioneaza procese inflamatorii in intestin.

In general, studiile relativ recente au aritat ci o dietd bogatd in grisimi de origine
animala si acizi grasi saturati poate modifica microbiota intestinala, prin cresterea
lipopolizaharidelor, trimetilaminei-N-oxid si scaderea concentratiei de SCFA. S-a constatat ca
alimentatia cu exces de acizi grasi saturati, induce diminuarea nivelului bacteriilor: Bacteroides,
Prevotella, Lactobacillus ssp. si Bifidobacterium spp. (Cani P.D., et al., 2008; Murphy E.F. et
al., 2010; Zhang C. et al., 2010), iar profilul microbiotei intestinale devine identic cu cel al
persoanelor si animalelor obeze.

Intr-un studiu realizat de citre Zhang C. si altii (2010) s-a stabilit reducerea continutului
de enterococi in cazul, cand soarecii de laborator au fost hraniti cu dieta bogata in grasimi. In
cercetarile ulterioare a fost constatat din nou tendinta de diminuare a efectivului enterococilor si
majorarea continutului de Escherichia de rand cu alte bacterii patogene (Beam A. et al., 2021).

Corelarea inversa dintre enterococii intestinali cu consumul ridicat de calorii sau grasimi,
a fost stabilita intr-un studiu realizat pe copii sugari, si anume, a fost constatatd adaugarea
excesiva in greutate in timpul aldptarii la subiectii care au avut o abundenta redusa de enterococi
intestinali (Laursen M.F. et al., 2020).

Astfel, in baza datelor privind indicii numerici ai enterococilor, a bacteriilor benefice si a
celor patogene, obtinute in rezultatul administrarii ratiei cu exces de grasimi de origine animala,
putem presupune cd aceasta, dupd cum a fost relatat mai sus, conditioneazd dezechilibrul
microbiotei intestinale, proces ce este insotit de modificarea statutului fiziologic in mediul
intestinal (inflamatii si modificarea functiei barierei intestinale). Diminuarea valorii numerice a
enterococilor, indica faptul ca acestia nu capatd caractere patogene (virulente) in conditiile
dezechilibrului microbiocenozei intestinale si mai degraba se comportd ca comensali, intrucat
valorile acestora coreleaza cu cele ale bifidobacteriilor si lactobacteriilor.

Mai mult, intrucat 1n alte studii s-a dovedit cd unele tulpini de enterococi (de exemplu E.
faecium WEFAZ23) pot avea efecte benefice asupra sindromului metabolic la sobolani, indus de
dieta bogata in grasimi sau inalt calorice, prin scaderea semnificativa a greutatii corporale, a

nivelului lipidelor serice (colesterol total, triacilgliceroli), a nivelului de glucoza si rezistenta la
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insulind (Zhang F. et al., 2017), putem presupune rolul benefic al enterococilor in mentinerea
sanatatii tubului digestiv pe fondalul consumului ridicat de grasimi.

Datele privind legatura dintre microbiota intestinald si consumul de carbohidrati sunt
destul de controversate pe motiv ca sursa si natura glucidelor din ratia alimentara influenteaza in
mod diferit componentele microbiocenozei intestinale. Carbohidratii reprezinta sursa cea mai
importantd de energie nutritiva pentru organismul uman si animal. Particularitatile digestiei si
metabolizarii carbohidratilor si conexiunea acestor procese cu microbiota intestinala sunt in
vizorul mai multor studii. A fost dovedita corelatia pozitiva dintre consumul hranei bogate in
fibre si oligozaharide si bacteriile benefice ale microflorei intestinale. Pe de alta parte, consumul
alimentelor bogate in amidon induce modificari in microbiota intestinald prin cresterea
coraportului bacteriilor potential patogene (Mora-Flores L.P. et al., 2023).

Efectul benefic al consumului de carbohidrati complecsi (fibre alimentare) asupra
microflorei intestinale se rezuma la productia de SCFA, care dupa cum a fost mentionat anterior,
influenteaza pozitiv procesele fiziologice intestinale cu repercursiune asupra sanatatii

organismului gazdei. SCFA, in special, acidul butiric are multiple efecte benefice asupra

o

st intestinului gros, in special in colon, oferind astfel energie celulelor epiteliale pentru a stimula
proliferarea, diferentierea, maturarea acestora si de a reduce apoptoza celulard (Cummings J.H.,
Macfarlane G.T., 1997). SCFA participa astfel in homeostazia raspunsului imun, regleaza
productia de citokine proinflamatorii de catre macrofagele colonice, avand efect protector
demonstrat fata de bolile inflamatorii.

Utilizarea carbohidratilor complecsi, precum si a oligozaharidelor care sunt cunoscute ca
»prebiotice”, ar putea avea un potential mare in prevenirea si eventual tratamentul obezitatii si a
bolilor cardiometabolice si inflamatorii asociate cu modificari ale microbiotei intestinale.

In ce consti efectul benefic al lor? Carbohidratii complecsi, si anume fibrele (numite si
carbohidrati nedigerabili), intrucat nu sunt metabolizati enzimatic in intestinul subtire, ajung in
intestinul gros (cu cea mai mare si diversa abundenta a microorganismelor intestinale), unde sunt
supusi degradérii de catre microorganismele rezidente. Fibrele reprezintd sursa principalda de
carbohidrati accesibili microbiotei, ce pot fi utilizati de catre microbii intestinali ca sursd de
energie si de catre organismul-gazda ca sursa de carbon. In acest proces, aceste glucide modifica
mediul intestinal, ceea ce le catalogheaza ca ,prebiotice eficiente” si determind abundenta
bacteriilor benefice — bifidobacteriile, bacteriile acidolactice, lactobacilii etc. Sursele de
prebiotice includ cereale integrale bogate in fibre si oligozaharide nedigerabile, cum ar fi

fructanul,  polidextroza, inulina,  fructooligozaharidele,  galactooligozaharidele  si
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arabinooligozaharidele. Valori nalte ale bifidobacteriilor s-a constatat si la administrarea mono-
si dizaharidelor naturale (Seo Y.S. et al., 2020).

Pe de alta parte, consumul ridicat de glucide usor digerabile, in special de catre populatia
din mediul urban, care coreleaza si cu modul sedentar de viata, provoaca dereglari in tubul
L.A. etal., 2014; Seo Y.S. et al., 2020).

Consumul de carbohidrati usor digerabili (rafinati/simpli) si procesati tehnologic pot
inversa modificarile benefice ale metabolismului microbian intestinal care sunt determinate de
consumul de carbohidrati complecsi. Microbiota, in acest caz, de asemenea are un rol cheie in
medierea efectelor nocive intestinale cauzate de dieta bogata in carbohidrati (Zhang Y. et al.,
2020).

in ultimul timp 1n literatura de specialitate este utilizat termenul de ,,microbiota
intestinala industrializata”, care se referd la bacteriocenoza lipsitd de capacitatea de a degrada
fibrele alimentare, sau/si care este reprezentata de tulpini sau grupe de bacterii necaracteristice
sau neintalnite anterior in microbiota populatiei umane (mai des urbane decat rurale), trasaturi,
care cel mai probabil sunt atribuite schimbarilor recente ale stilului de viata (Sonnenburg E.D.,
Sonnenburg J.L., 2019). Formarea acestei ,,microbiote industrializate” este in mare parte
conditionatd de consumul carbohidratilor simpli. S-a stabilit ca aportul ridicat de carbohidrati
simpli — glucoza si fructoza este asociat cu dezvoltarea bolii hepatice grase nealcoolice la
subiectii umani si animalele de laborator (soareci), si coreleaza cu abundenta modificatd a unor
grupe de bacterii intestinale, cum ar fi Bifidobacterium, Lactobacillus, Bacteroides si
Ruminococcus (Coker J.K. et al., 2021). Cel mai frecvent, dieta bogata in carbohidrati este
asociata cu disbioza si Cresterea speciilor de patogeni anaerobi, in special, Bacteroides (Bhute
S.S. etal., 2022). De exemplu, soarecii hraniti cu zaharoza au prezentat disbioza intestinala cu o
abundenta crescuta de Bacteroides si scazuta de Lactobacillus reuteri (Seo Y.S. et al., 2020).
Sobolanii cu acces ad libitum la solutia de zahar aveau o abundentd mai mare de bacterii
patogene, inclusiv, din phylumul Proteobacteria, in comparatie cu sobolanii din lotul martor,
carora li s-a administrat apa (Noble E.E. et al., 2016).

Calitatea celui mai popular aliment din toate timpurile — painea, de asemenea, are efect
asupra sanatatii organismului, inclusiv si asupra microbiocenozei intestinale, in special datorita
ingredientelor si procesului tehnologic. Pentru a fi accesibila unui grup mare de populatie (in
special social vulnerabile) in producerea painii simple nu se utilizeaza carbohidratii complecsi,
benefici sanatatii si se aplica un proces tehnologic rapid, cu utilizarea aditivilor alimentari, care

afecteaza negativ calitatea ingredientelor (Wang Y. et al., 2023). Aceasta are o influentd negativa
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asupra microbiotei intestinale. Consumul painii din fainad rafinata, fara adaos de fibre (cereale
integrale) induce o abundenta mai mare a bacteriilor patogene proinflamatorii si mai mica a
bacteriilor benefice, implicate in degradarea fibrelor, ceea ce conditioneaza dezvoltarea disbiozei
intestinale si a consecintelor acesteia — procese inflamatorii si modificarea functiei barierei
intestinale, fiind asociate cu sindromul colonului iritabil (Costabile A. et al., 2014).

Modificarile microbiotei intestinale, cauzate de consumul excesiv de carbohidrati, in
special rafinati, induc obezitatea, rezistenta la insulina, inflamatia si disfunctia metabolica, ceea
ce contribuie la dezvoltarea sindormului metabolic (Mousavi S.M. et al., 2022).

Rolul fiziologic al enterococilor la consumul excesiv de carbohidrati nu este elucidat. Se
cunoaste ca fermentarea carbohidratilor de catre enterococi permite acestui gen sa prospere in
diverse medii. Cel putin 13 zaharuri sunt metabolizate de toate speciile de Enterococcus si inca
peste 30 sunt utilizate de cel putin doi membri ai genului. Metabolizarea diversilor carbohidrati
(nu numai monomeri, dar si polimeri) ofera enterococilor avantaj in colonizarea mediilor
competitive, in special a tractului gastrointestinal la om si animale (Ramsey M. et al., 2014).

In experimente pe animalele de laborator a fost dovedita eficienta unor tulpini de bacterii
acidolactice in reducerea hiperglicemiei induse de zaharoza. Tulpina enterococicd -
Enterococcus faecalis YMO0831, de asemenea, a demonstrat proprietatea de a diminua
hiperglicemia indusa de zaharoza (Matsumoto Y. et al., 2019).

Datele obtinute in rezultatul testarii ratiei cu continut ridicat de carbohidrati au relevat
diminuarea efectivului enterococilor, precum si a bifidobacteriilor si lactobacteriilor, ceea ce
coreleaza cu informatia din literatura de specialitate. Sincronizarea dintre nivelul numeric al
enterococilor cu cel al bacteriilor benefice (ce contribuie la sdnatatea tubului digestiv) la
consumul in exces de carbohidrati, ne permite sa deducem caracterul de comensali al acestora,
intrucat, dupa cum a fost mentionat anterior, microbiota comensald este afectatda de consumul
sporit de carbohidrati rafinati sau procesati, ce rezulta cu multiplicarea bacteriilor patogene (in
cazul dat al escherichiilor) si, respectiv, cu dezvoltarea disbiozei.

Rezultatele obtinute si analizate indica cert cad consumul ratiilor in care predomina
substantial un anumit macronutrient are efecte negative asupra microbiocenozei intestinale si
respectiv asupra sanatatii organismului gazdei. Mai mult, tendintele de a controla greutatea
corporald prin administrarea monodietelor, care sunt destul de populare, nu i-au in calcul efectele

nocive si riscul pentru sanatate a persoanelor ce le-au urmat.
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3.3.2. Influenta rariei alimentare cu diferitd structura calorica asupra incidenzei

enterococilor intestinali

In scopul mentinerii echilibrului microbiocenozelor intestinale in vederea asigurarii
sanatatii tubului digestiv si, respectiv, a organismului gazdei, consumul alimentelor trebuie sa fie
echilibrat. Pentru a elucida in ce mod diferite coraporturi dintre nutrientii esentiali (care nu
depasesc limitele recomandate de specialisti) influenteaza efectivul enterococilor in raport cu alte
grupe de bacterii deja analizate, s-a propus de a studia actiunea ratiilor alimentare cu diferita
structura calorica.

Ratiile cu diferitd structura calorica au fost elaborate si testate in cadrul Institutului de
Fiziologie si Sanocreatologie in cadrul proiectului 15.817.04.01A ,,Alimentatia in raport cu
tipurile constitutiei. Impactul alimentatiei asupra sanogenitatii gametilor masculini” (2015-
2019).

Pentru atingerea obiectivului propus au fost realizate doua serii de experimente: in vitro si
in vivo. Primul experiment efectuat in vitro si a avut ca scop evidentierea ratiilor cu efect mai
pronuntat asupra enterococilor intestinali. Acest experiment a inclus 7 loturi, fiind testate 6 ratii
alimentare noi elaborate, dupa cum urmeaza: Lotul I — lotul martor, in care inocularea
enterococilor a fost efectuata in mod separat, pe mediu nutritiv destinat studiului enterococilor;
loturile 11-VI1 — loturi experimentale, in care inocularea enterococilor a fost efectuatd in comun
cu decoctul a sase variante de ratii alimentare. Detaliat schema experimentelor si structura
ratiilor elaborate este descrisa in capitolul 2.

Rezultatele obtinute in experimentele efectuate in vitro (Tabelul 3.6.) releva despre
actiunea diferentiata a ratiilor alimentare utilizate asupra indicilor cantitativi ai enterococilor.

Datele obtinute demonstreaza ca inocularea separata a enterococilor pe mediul nutritiv
selectiv al lor, a asigurat multiplicarea pana la nivelul cantitativ de 8,69 l1g/ml. Inocularea in
comun (asociere) cu decoctul a 6 variante de ratii alimentare nou-elaborate a condus la obtinerea
diferitor rezultate. Astfel, in loturile unde au fost utilizate ratiile cu nr. 1, 2, 3, ce se
caracterizeaza printr-0 concentratie mai mare de lipide, cantitatea de celule microbiene este mai
micd, comparativ cu lotul I, si anume — 6,38; 6,63 si 6,17 Ig/ml. Ratiile alimentare 4, 5, 6 (cu
concentratie mai mare de proteine si glucide) au asigurat un nivel cantitativ al celulelor
microbiene identic cu cel al lotului I (martor) — 8,59; 8,77 si 8,50 lg/ml. Reiese, ca ratiile
alimentare utilizate au actionat asupra procesului de multiplicare a enterococilor in mod diferit,
asigurand un nivel divers de dezvoltare al acestor bacterii — de la 6,17 pana la 8,77 lg/ml
(Tabelul 3.6.).
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Tabelul 3.6. Valoarea numerici a enterococilor inoculati in vitro separat si in comun cu
ratiile elaborate in premiera

Loturile Modul de inoculare | Cantitatea de celule microbiene Diferenta fata de
vii la 1 ml de suspensie, logaritm control, %
zecimal (Ig / ml)
| — martor * 8,69+0,65

I ** inocularea in 6,38+0,39 -26,58
comun cu ratia 1

Il ** jnocularea in 6,63+0,39 -23,70
comun cu ratia 2

v ** inocularea in 6,17+0,48 -28,99
comun cu ratia 3

Vv ** inocularea in 8,59+0,63 -1,15
comun cu ratia 4

VI ** inocularea in 8,77+0,67 +0,92
comun cu ratia 5

VII ** inocularea in 8,50+0,64 -2,18
comun cu ratia 6

Noti: * inoculare pe mediu standard, ** inoculare in comun cu 6 ratii alimentare.
Ratiile alimentare testate in loturile II-V111 sunt ratiile alimentare prezentate in tabelul 2.6. din capitolul 2.

Este necesar de mentionat ca bacteriile din genul Enterococcus in experimentele efectuate
au demonstrat sensibilitate diferita la componenta primara a ratiilor alimentare.

Astfel, o actiune inhibitoare asupra enterococilor au manifestat ratiile alimentare 1, 2, 3.
De mentionat, cé ratia 1 (ce contine 8% proteine, 35% lipide si 57% carbohidrati) si 3 (ce contine
10% proteine, 31% lipide si 59% carbohidrati) a avut cel mai mare efect de inhibare numerica a
bacteriilor. Ratiile 4 si 6 au contribuit intr-o masura mai mica la micgorarea numerica a acestor
microorganisme. Ratia alimentara 5 (ce contine 12% proteine, 27% lipide si 61% glucide) a
actionat ca stimulant, contribuind la cresterea neesentiala a numarului acestor bacterii.

Avand in vedere ca in tractul digestiv toti reprezentantii bacteriocenozei se dezvolta in
asociere, s-a propus de a studia ,,comportamentul” enterococilor in corelatie cu alte bacterii
intestinale — reprezentanti ai genurilor: Bifidobacterium, Lactobacillus si Escherichia la
cultivarea atat pe mediul nutritiv standard, cat si pe medii ce contineau decoctul ratiilor
alimentare elaborate, in conformitate cu schema descrisa mai sus. Rezultatele obtinute sunt
reflectate in tabelul 3.7.

Cultivarea in asociatie a bacteriilor pe mediul de culturd standard (lotul martor) a
evidentiat dominanta numerica a bifidobacteriilor, lactobacteriilor si a enterococilor, comparativ
cu E.coli. Inocularea acestor bacterii pe medii In comun de decoctul ratiilor alimentare studiate
(loturile 1-VI) a relevat aceeasi corelatie intre indicii numerici ai bifidobacteriilor,
lactobacteriilor, enterococilor si Escherichia, deosebirea fiind fata de datele din lotul martor.

Concentratia minima a reprezentantilor genurilor Bifidobacterium, Lactobacillus si Enterococcus
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a fost observata in lotul I (inocularea cu decoctul ratiei nr. 1, cu structura calorica: 8% proteine,
35% grasimi si 57% glucide). In loturile IT (inocularea cu ratia nr. 2 cu structura calorica: 9%
proteine, 33% grasimi si 58% glucide) si lotul Il (inocularea cu ratia 3 cu structura calorica:
10% proteine, 31% grasimi si 59% glucide) se atesta majorarea continutului bacteriilor genurilor

enumerate comparativ cu lotul I, insa, aceastd majorare este mica, in comparatie cu grupa de

control (martorul).

Tabelul 3.7. Cantitatea de bacterii din genurile obligative si facultative ale tractului
digestiv la cultivarea in vitro pe ratiile elaborate in premiera

Varianta ratiei Genul bacteriei Numarul de celule microbiene vii la | Diferenta fata de
1 ml de suspensie, in logaritmi control, %
zecimali (Ig/ml)
Martor Bifidobacterium 11,63+0,48
* inocularea Lactobacillus 9,96+0,45
separata __

Escherichia 6,53+0,55

Enterococcus 9,59+0,15
I Bifidobacterium 8,38+0,44 -27,94
** jnocularea in Lactobacillus 7,17+0,48 -28,01
comun cu ratia 1 Escherichia 5,49+0,58 -15,92
Enterococcus 8,32+0,39 -13,24
I Bifidobacterium 9,50+0,52 -18,31
** jnocularea in Lactobacillus 8,46+0,45 -15,06
comun cu ratia 2 Escherichia 5,82+0,45 -11,02
Enterococcus 8,38+0,49 -12,61
Il Bifidobacterium 8,75+0,45 -25,02
** inocularea in Lactobacillus 7,98+0,30 -19,87
comun cu ratia 3 Escherichia 5,8840,58 -9,95
Enterococcus 8,69+0,46 -9,38
v Bifidobacterium 11,34+0,45 -2,49
** inocularea in Lactobacillus 9,43+0,36 -5,32
comun cu ratia 4 Escherichia 4,59+0,62 -29,70
Enterococcus 9,46+0,48 -1,35
\V Bifidobacterium 11,92+0,37 +2,49
** inocularea n Lactobacillus 10,20+0,41 +2,40
comun cu ratia 5 Escherichia 4,50+0,35 -31,08
Enterococcus 9,96+0,45 +3,85
VI Bifidobacterium 11,734+0,41 +0,85
** inocularea n Lactobacillus 10,17+0,45 +2,10
comun cu ratia 6 Escherichia 4,79+0,69 -26,64
Enterococcus 9,69+0,48 +1,04

O majorare evidenta a nivelului de bacterii a fost depistata in lotul IV (inocularea cu ratia
nr. 4 cu structura calorica: 11% proteine, 29% grasimi si 60% glucide), indicii numerici ai
bifidobacteriilor, lactobacteriilor si enterococilor fiind aproximativ la nivelul celor din lotul
martor (Tabelul 3.7.).
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In lotul V (inocularea cu ratia nr. 5, cu structura calorici: proteine — 12%, grasimi — 27%
si glucide — 61%), a fost marcata cresterea considerabila a valorii numerice a bifidobacteriilor,
lactobacteriilor si enterococilor atdt comparativ cu lotul-martor, cat si in raport cu celelalte loturi
experimentale, constatandu-se cel mai prielnic mediu nutritiv pentru efectivul asociatiei de
bacterii luate in studiu. Astfel, concentratia bacteriilor genului Bifidobacterium a crescut cu
2,49%, a genului Lactococcus cu 2,40% si a genului Enterococcus cu 3,85%.

In lotul VI (inocularea cu ratia nr. 6, cu structura calorica: proteine — 14%, grasimi — 25%
si glucide — 61%) numarul genurilor de bacterii investigate a scazut usor comparativ cu varianta
V, dar a ramas la un nivel cantitativ mai mare in comparatie cu controlul.

Pe de alta parte, nivelul cantitativ al bacteriilor E. coli in toate loturile experimentale a
semnalat o descrestere fata de valorile din varianta control. Cea mai semnificativa diminuare a
acestor bacterii comparativ cu lotul martor — cu -31,08%, s-a constatat in lotul V, fiind, totodata,
si cea mai mare din loturile experimentale. Referitor la acest fapt trebuie de remarcat, ca E. coli
se refera la microorganismele conditionat patogene, iar mentinerea acestei bacterii la un nivel
mic, releva atat despre efectul benefic al ratiilor testate, cat si a ,,parteneriatului” stabilit intre
bifidobacterii, lactobacterii si enterococi ce, probabil, mentine efectivul acestor bacterii la un
nivel ce nu determina dezvoltarea patogenitatii lor.

In cazul enterococilor, la inocularea in asociatie cu alte bacterii pe medii ce contin ratiile
cu nr. 1, 2, 3, s-a observat aceeasi tendinta de diminuare a valorii numerice, insa, aceasta
diminuare a fost mai mica: cu 13,24%, 12,61% si 9,38% respectiv. Spre comparare, in cazul
inocularii exclusiv numai a enterococilor pe mediile ce contineau ratiile 1, 2 si 3, cantitatea
enterococilor s-a micsorat cu 26,58%, 23,70% si 28,99% respectiv (tabelul 3.6). Putem
presupune ca inocularea in asociere cu alte bacterii intestinale, in special, cu bifidobacteriile si
lactobacteriile, influenteaza favorabil efectivul de enterococi.

Mai mult, in loturile in care inocularea s-a efectuat pe medii ce contineau ratiile
alimentare cu nr. 4, 5 si 6 s-a constatat o diminuare nesemnificativa (in lotul IV) si 0 majorare a
indicilor numerici ai enterococilor ca si in cazul precedent (inoculdrii separate a lor) (Tabelul
3.6. 51 3.7).

Asadar, in baza rezultatelor obtinute s-a constat ca ratiile alimentare testate au avut
actiune diferita asupra procesului de multiplicare si dezvoltare a bacteriilor genului
Enterococcus. Ratiile 1, 2 si 3 au manifestat actiune de inhibare a microorganismelor, iar ratia 5
a avut o actiune de stimulare asupra acestor bacterii.

Desi, cresterea indicilor numerici ai enterococilor este deseori asociata cu disfunctii

intestinale, in cazul dat majorarea nivelului acestora nu indicd o anumitd stare patologicd,
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intrucat valoarea numerica a enterococilor coreleazd cu cea a bacteriilor benefice — a
bifidobacteriilor si a lactobacteriilor.

Deci, se poate afirma ca indicii cantitativi ai enterococilor, in mare masura, depind de
componenta ratiilor alimentare. De aceea, consideram ca valoarea numerica a lor poate fi reglata
si mentinutd nu numai cu ajutorul preparatelor microbiene cu actiune probiotica, ci si prin
utilizarea ratiilor alimentare, care reflecta influenta prebiotica a lor asupra microbiotei, inclusiv,
a enterococilor intestinali.

In scopul confirmarii rezultatelor obtinute in vitro au fost efectuate experimente in vivo
pe sobolani albi de laborator, linia Wistar. Pentru testarea in vivo a actiunii ratiilor alimentare
asupra enterococilor intestinali, sobolanii au fost grupati in patru loturi experimentale. In primul
lot a fost administrata ratia alimentara, ce continea 8% proteine, 35% lipide si 57% glucide (ratia
1); in lotul II — ratia cu structura de 11% proteine, 29% lipide si 60% glucide (ratia 4); in lotul III
— ratia cu structura de 12% proteine, 27% lipide si 61% glucide (ratia 5) si lotul IV — ratia ce
contine 14% proteine, 25% lipide si 61% glucide (ratia 6). In general, au fost selectate ratiile care
au manifestat actiune diferita asupra indicilor numerici ai enterococilor (in experimente in vitro).
De exemplu, in cazul ratiei nr. 1 (cu structura de 8% proteine, 35% lipide si 57% glucide) au fost
inregistrati cei mai mici indici numerici ai bacteriilor, iar in cazul ratiilor 4, 5 si 6 — valori
pozitive ale lor.

Structura ratiilor alimentare testate si gruparea animalelor de laborator conform loturilor
experimentare sunt indicate in tabelul 3.8.

Tabelul 3.8. Structura calorica a ratiilor alimentare elaborate si testate in vivo, %

Componentele Cantitatea, %, in corespundere cu ratiile alimentare testate /
nutritive loturile experimentale
Ul 411 5/111 6/1V
Proteine 8 11 12 14
Lipide 35 29 27 25
Carbohidrati 57 60 61 61

In rezultatul testarilor a fost determinati masa corporald a animalelor experimentale si
indicii cantitativi ai bacteriilor Enterococcus, iar datele sunt prezentate in tabelul 3.9 si 3.10.

Analiza datelor obtinute privind masa corporalda a animalelor testate a relevat impactul
pozitiv al ratiilor alimentare testate, cu structura calorica variatd. Cea mai mica crestere a masei
corporale (cu 34,15%) pe parcursul administrarii ratiilor alimentare testate a fost stabilitd in lotul
I. Celelalte variante de ratii alimentare testate (ratiile 4, 5 si 6) au contribuit la o crestere mai
mare a masei corporale, pe perioada administrarii acestora respectiv cu 46,70%; 52,39% si

4522%. In conformitate cu datele obtinute privind masa corporald (cresterea in greutate) a
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animalelor de laborator s-a constatat ca cea mai optima ratic testatd s-a dovedit a fi ratia

alimentara 5, care a fost administrata animalelor din lotul III.

Tabelul 3.9. Masa corporala a sobolanilor utilizati in testarea ratiilor alimentare elaborate
in premiera

Loturile Masa corporala a sobolanilor in Adaosul masei Diferenta cu
experimentale g/animal corporale, datele initiale,
Datele initiale Date finale g/animal %
I 242.,4+17,96 325,2426,70** 82,8 34,15
I 242,8+13,49 356,2422,58** 1134 46,70
Il 242,0+15,36 368,8+21,60** 126,8 52,39
v 242841222 352,6429,64%* 109,8 45,22

Nota: **— p<0,01(statistic distinct semnificativ).

In continuare, a fost determinati actiunea ratiilor testate asupra bacteriilor din genul
Enterococcus, ca parte componenta a florei microbiene intestinale.

Rezultatele obtinute in conditii in vivo, la testarea ,,comportamentului” enterococilor la
administrarea ratiilor alimentare cu diferita structura caloricad nu confirma datele obtinute in
conditii in vitro, cand a fost monitorizatd modificarea indicilor numerici ai bacteriilor pe medii
nutritive, ce continea aceste ratii. in baza datelor obtinute (Tabelul 3.10) se observa, ci in
conditii in vivo caracterul modificarilor bacteriilor studiate difera de cel stabilit in vitro. Astfel,
indicii numerici finali ai microorganismelor din genul Enterococcus au crescut cu 69,27%, in
lotul I, ceea ce indica la dezvoltarea ambundenta a acestor bacterii in cazul administrarii ratiei nr.
1.

Tabelul 3.10. Modificarea indicilor numerici ai enterococilor in continutul intestinal al
sobolanilor hraniti cu ratii cu diferita structura calorica
Lotul Cantitatea celulelor microbiene la 1g Diferenta, %
de continut intestinal, exprimati in
logaritmi zecimali (lg), conform
timpului determinarii

date initiale date finale comparativ cu comparativ cu lotul
datele initiale |
I 5,11£0,36 8,6540,42*** +69,27
I 5,50+0,39 6,58+0,48 +19,63 -23,93
i 5,67+0,41 6,63+0,39 +16,93 -23,35
v 5,23+0,22 6,17+0,41 +17,97 -28,67

Nota: **— p<0,01(statistic distinct semnificativ).
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La animalele din loturile experimentale I, 11l si IV pe parcursul administrarii ratiilor
testate s-a observat o crestere neesentiala a cantitatii celulelor microbiene. Astfel, valoarea
numerica a bacteriilor cercetate s-a majorat respectiv cu 19,36%; 16,39% si 17,97%. Insi,
comparativ cu animalele din lotul I, indicii numerici ai enterococilor a scazut respectiv Cu
23,93%, 23,35% si 28,67%.

Diferentele in datele obtinute in conditii in vivo si in vitro, denota despre faptul ca in
intestinul animalelor, bacteriile unui sau altui gen de microorganisme obligative sau facultative
Nnu actioneaza separat, ci in asociere. Cel mai frecvent se manifestd o influentd antagonista a
reprezentantilor microflorei intestinale. Pe de altd parte, se stie ca in intestin dintre enterococi
predomind cantitativ specia E. faecalis comparativ cu E. faecium. Faptul ca la administrarea
ratiilor alimentare testate in condintii in Vvivo nu se atestd o crestere numerica mare a
enterococilor (cu exceptia lotului I) denota despre impactul pozitiv al acestora.

Acest lucru este evident la compararea indicilor numerici ai enterococilor cu cei ai

bacteriilor din genul Bifidobacterium, Lactobacillus si E. coli (Figura 3.9.).

11 o6 11 9,58
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Figura 3.9. Modificarea indicilor numerici ai enterococilor in comparatie cu alte bacterii
intestinale la sobolani in functie de administrarea ratiilor alimentare cu diversa structura
calorica (Ig la 1 g de continut intestinal)
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La analiza datelor prezentate 1n figura se constata un anumit raport dintre indicii numerici
ai enterococilor si ai celorlalte grupe de bacterii pana la administrarea ratiilor alimentare (initial),
care este aproape identic in toate loturile experimentale. De fapt, se atestda 0 dominanta numerica
a bacteriilor benefice — bifidobacteriilor si lactobacteriilor, care la randul lor determina
mentinerea la un nivel ,,optim” a escherichiilor si enterococilor. Tabloul modificarilor
corelatiilor dintre grupele de bacterii se schimba dupa administrarea ratiilor alimentare (final),
ceea ce denota despre reactia bacteriocenozei la structura calorica a nutrientilor din componenta
ratiilor alimentare.

Astfel, nivelul cantitativ al bifidobacteriilor si lactobacteriilor se majoreaza
nesemnificativ (respectiv cu 6,5 si 3,8%), iar cel al E. coli si enterococilor creste substantial (cu
51,7% si 69,3%) in lotul I, in care animalelor de laborator le-a fost administrata ratia ce contine
8% proteine, 35% lipide si 57% glucide. Majorarea nivelului cantitativ al enterococilor si al E.
coli in raport cu celelalte grupe de bacterii, in special cele benefice, indica la o posibila disbioza
intestinala. Putem presupune ca ratia cu aceastad structurd caloricd nu are cea mai favorabila
actiune asupra bacteriocenozei intestinale.

In loturile experimentale II, IIT si IV, care au avut rezultate pozitive in testarea in vitro se
atestd o majorare mai mare (in medie cu 13-14%) a indicilor numerici ai bifidobacteriilor si
lactobacteriilor si sporire cu circa 17% a nivelului enterococilor (Figura 3.9.). Putem presupune
ca existd o corelatic pozitiva dintre cantitatea de enterococi cu cea de bifidobacterii si
lactobacterii. Mai mult, aceasta corelatie pozitiva determina inhibarea multiplicarii E. coli, ceea
ce denota despre starea de sdndtate buna a tubului digestiv. Cel mai bine acest lucru se observa in
lotul III, unde a fost administrata ratia alimentara nr. 5, ce continea 12% proteine, 27% lipide si
61% glucide. In aceasti varianti experimentald s-a constatat cel mai inalt nivel cantitativ de
bifidobacterii, lactobacterii si enterococi si cea mai mare descrestere a nivelului de E. coli. De
remarcat, cd in cazul enterococilor s-a observat cea mai micd diferentd (majorarea cu 16,9%)
dintre datele finale si cele initiale (Figura 3.9). Dintre ratiile testate, ratia cu nr. 5 (lotul IlI) a
avut cel mai bun rezultat, in ceea ce priveste modificarea numerica a enterococilor in continutul
intestinal.

Din experimentele descrise mai sus, s-a observat ca ratiile alimentare cu un procent mai
mare de proteina, si anume ratiile cu nr. 4, 5 si 6 (Tabelul 3.8.) au avut cea mai benefica
influenta asupra indicilor numerici ai enterococilor si celorlate grupe de bacterii. Aceste date
coreleaza cu datele descrise in subcapitolul 3.3.1. obtinute la administrarea ratiei alimentare cu

exces de proteine.
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Asadar, s-a constat ca ratiile alimentare cu diferita structura caloricd manifesta actiune
diferita asupra procesului de multiplicare si dezvoltare a enterococilor intestinali. Despre faptul
ca aceste modificari ale efectivului de enterococi sunt benefice sau mai putin benefice, se poate
de dedus din corelatia acestora cu alte grupe de bacterii intestinale. Si anume, in cazul in care
indicii numerici mai mari ai enterococilor coreleazd cu un nivel sporit de bifidobacterii si
lactobacterii se atestd cea mai favorabila interrelatie dintre aceste bacterii, ceea ce poate
determina eubioza intestinald. Enterococii, fiind bacterii facultativ anaerobe, creeaza mediu
anaerob pentru dezvoltarea si multiplicarea bacteriilor strict anaerobe cum sunt bifidobacteriile si
lactobacteriile.

Pe de alta parte, corelarea valorilor inalte ale enterococilor cu cele ale E. coli, denota
despre disfunctiile intestinale. Multiplicarea bacteriile patogene, din care face parte si E. coli,
creeaza conditii pentru dezvoltarea excesiva a enterococilor, in special a tulpinilor ce provoaca
infectii, care la randul sau inhiba efectivul bacteriilor benefice.

Din considerentele ca proteinele in diferit coraport cu alte substante nutritive (lipide si
glucide) pot fi unul din factorii care ar avea influenta asupra modularii microbiocenozei
intestinale, intr-o altd serie de experimente, efectuate pe cobai, a fost investigatd modificarea
efectivului enterococilor la administrarea ratiilor alimentare ce contineau un procent mai mare de
proteine.

Structura calorica a ratiilor alimentare si repartizarea animalelor in loturile experimentale

este prezentatd in tabelul 3.11. Descrierea detaliata a experimentului este prezentatd in capitolul
2.

Tabelul 3.11. Structura calorica a ratiilor alimentare cu diversa structura calorica (%)
testate in vivo pe cobai

Componentele de Cantitatea, % a componentelor nutritive din variantele ratiilor
baza elaborate / numarul lotului experimental
1/Lotul | 2/Lotul 11 3/Lotul 111
Proteine 12 16 20
Lipide 35 30 27
Glucide 53 54 53

Animalele de laborator, cobaii, au fost repartizati in 4 loturi: lotul martor, care a primit
ratia standard, speciald pentru cobai in conditii de vivariu; 3 loturi experimentale, care au primit
ratia cu diversa structura calorica reprezentata in tabelul de mai sus. De remarcat, ca in aceasta
serie de experimente, in structura ratiei alimentare nr. 1 se atesta acelasi procent de proteine
(12%) ca si in varianta ratiei nr. 5 din experimentul precedent, cu diferenta cotei-parte a lipidelor
— 35 vs 27 si a carbohidratilor — 53 vs 57.
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Modificarea numarului de celule bacteriene in continutul intestinal la cobai in functie de
structura calorica a ratiilor elaborate si administrate este prezentata in tabelul 3.12.

Ca si in experimentul precedent valoarea numericd a enterococilor a fost studiatd in
comparatie cu alte bacterii, ce au semnificatic pentru sanatatea tubului digestiv. Pana la
administrarea ratiilor alimentare (date initiale), in continutul intestinal la cobai se atesta o
corelatie dintre indicii numerici ai enterococilor cu bifidobacteriile, lactobacteriile si E. coli.
Insa, la cobai, raportul escerichiilor este mai mare comparativ cu nivelul cantitativ al
enterococilor (de circa 1,2 ori), precum si cel al bifidobacteriilor (de circa 1,5 ori) si
lactobacteriilor (de circa 1,6 ori).

Modificari in coraportul dintre enterococi cu celelalte bacterii descrise se observa dupa
administrarea ratiilor elaborate (date finale). Nemijlocit, in cazul enterococilor, in lotul I si Il s-a
constat o majorare nesemnificativa a numarului de celule bacteriene (de circa 1,01 si 1,03 ori
respectiv) in comparatie cu datele initiale. O diferenta mai mare dintre datele initiale si cele
finale (de 1,2 ori) s-a observat in lotul II experimental. Putem presupune ca majorarea cotei parti
de proteina in structura ratiei alimentare, practic nu influenteaza efectivul enterococilor.

Tabelul 3.12. Indicii numerici ai enterococilor in comparatie cu bacteriile intestinale
obligative si facultative la cobai, la administrarea ratiilor alimentare cu diversa structura

calorica
Varianta ratiei Genul bacteriei Cantitatea celulelor microbiene la 1g de
continut intestinal, logaritmi zecimali (1g),
conform timpului determindrii

date initiale date finale

Martor Bifidobacterium 4,38+0,14 4,56+0,15

Lactobacillus 4,2+0,25 4,59+0,31

Escherichia 6,67+0,25 6,82+0,15

Enterococcus 5,36+0,26 5,62+0,19
Lotul | Bifidobacterium 4,43+0,15 6,07+0,2%**
Lactobacillus 4,34+0,14 5,69+0,15%***
Escherichia 6,61+0,34 4,82+0,14**

Enterococcus 5,08+0,18 5,14+0,2

Lotul 1l Bifidobacterium 4,89+0,14 6,5+0,14***
Lactobacillus 4,46+0,15 5,96+0,2***
Escherichia 6,61+0,34 4,43+0,15***

Enterococcus 4,82+0,38 5,83+0,15*

Lotul 11 Bifidobacterium 4,96+0,27 5,94+0,14*

Lactobacillus 4,64+0,34 5,62+0,14*
Escherichia 6,41+0,15 4,74+0,15%**

Enterococcus 4,92+0,35 5,08+0,25

Nota: *— p<0,05 (statistic semnificativ); **— p<0,01 (statistic distinct semnificativ); ***— p<0,001 (statistic
foarte semnificativ).
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Analiza corelatiei dintre numarul de enterococi cu cel ai bifidobacteriilor, lactobacteriilor
si E. coli releva aceiasi tendintd de cooperare dintre enterococi cu bifidobacteriile si
lactobacteriile in inhibarea multiplicarii E. coli (Figura 3.10.).

Cea mai evidenta majorare a nivelului de bifidobacterii, lactobacterii si de enterococi, si
micsorare a nivelului de E. coli s-a relatat in lotul II, in care a fost testatd ratia alimentara ce
continea 16% de proteine, 30% de lipide si 54% de glucide. Si anume, nivelul bifidobacteriilor in
lotul 11 s-a majorat de 1,33 ori, a lactobacteriilor de 1,34 ori, a enterococilor de 1,2 ori, iar a E.
coli s-a micsorat de 1,5 ori (Figura 3.10.).

Rezultatele obtinute, de asemenea, releva sensibilitatea enterococilor si a celorlalte
bacterii intestinale la o anumitd componenta si coraport al substantelor nutritive din ratia

alimentara.

Martor Lotul I Lotul 1l Lotul 11
=@=Bifidobacterii Lactobacterii E. coli Enterococi

Figura 3.10. Corelarea indicilor numerici ai enterococilor cu cei ai bifidobacteriilor,
lactobacteriilor si E. coli in continutul intestinal al cobailor la administrarea ratiilor
alimentare cu diferita structura calorica (Ig la 1 g continut intestinal)

Dupa cum a fost mentionat mai sus, in experimentul pe cobai, proteinele din structura
ratiilor alimentare au influentat mai mult sau mai putin identic pattern-ul enterococilor in loturile
experimentale, exceptie fiind lotul II. De remarcat, ca in cazul administrarii ratiei cu nr. 1, ce
continea 12% de proteind (lotul I cobai), desi au fost inregistrate date pozitive (majorarea
efectivului de bacterii benefice si micsorarea celor conditionat patogene), totusi nu a fost atins
acel efect benefic descris in experimentul pe sobolani (in cazul ratiei cu nr. 5 din experimentul
precedent). O explicatie ar fi procentul mai mare de lipide (35%) in seria experimentelor pe
cobai. In experimentele pe sobolani acest procent de lipide a fost inclus in ratia cu nr. 1, la care
s-au inregistrat cele mai negative rezultate (majorarea considerabilda a numarului de E. coli).

Intrucat raportul procentual al carbohidratilor din structura ratiilor, practic nu a fost semnificativ
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modificat, nu putem sa ne pronuntam referitor la influenta acestor substante asupra efectivului
bacteriilor intestinale.

Datele obtinute privind actiunea ratiilor alimentare de diferita structurd calorica sustin
rezultatele testarii ratiilor de valoare nutritiva diferita, prin exces de anumiti nutrienti (vezi
subcapitolul 3.3.1).

Astfel, in baza analizei rezultatelor obtinute si a celor analizate in subcapitolul 3.3.1,
putem presupune ca raportul procentual moderat de proteine (12-16%) si lipide (27-30%) din
structura ratiilor alimentare au 0 actiune stimulatoare asupra dezvoltarii si multiplicarii
enterococilor in corelatie cu bifidobacteriile si lactobacteriile, iar cota-parte mai mare a acestor
nutrienti exercita o actiune mai mare sau chiar inhibitoare asupra bacteriilor cu efect sanogen din
bacteriocenoza intestinala. Referitor la actiunea carbohidratilor, putem constata ca acel procent
caloric din ratiile testate nu provoacd inhibarea multiplicarii bacteriilor benefice, care a fost
stabilit Tn experimentele cu exces de carbohidrati descris in subcapitolul 3.3.1.

Este evident ca in stabilirea unei homeostazii intestinale benefice sanatatii organismului,
un rol important apartine coraportului dintre componentii nutritivi din ratia alimentara, care la
randul sau determind formarea unei corelatii pozitive dintre bacteriile microflorei intestinale, ce
nu permite dezvoltarea disfunctiilor intestinale si contribuie la sanatatea tubului digestiv si a
organismului in intregime.

Deci, se poate afirma ca indicii cantitativi ai enterococilor, depind in mare masura de
componenta ratiilor alimentare. De aceea, consideram cd valoarea numerica a lor poate fi reglata
si mentinutd nu numai cu ajutorul preparatelor microbiene cu actiune probiotica, ci si prin
utilizarea ratiilor alimentare, care reflecta influenta prebiotica asupra bacteriocenozei intestinale.
Experimental, s-a constatat ca factorul alimentar (ratiile alimentare), cu o structura calorica
echilibratd contribuie la mentinerea la un nivel optimal pentru organism al continutului de

enterococi intestinali.

3.4. Valoarea numerica a enterococilor in corelatie cu statutul fiziologic al
organismului gazdei

Statutul fiziologic al organismului omului si animalelor este strans corelat cu diversi
indici, ce reflectd functionarea normala sau dereglarea proceselor fiziologice si biochimice.
Indeosebi, a fost evidentiata actiunea factorilor stresogeni, fiind descris de catre academicianul
T. Furdui ,,fenomenul degradarii morfofunctionale a organelor de importanta vitala conditionata
de influenta cronica stresogend, care mai tarziu a fost estimat si in societatea umana si care se

manifestd prin tendinta pronuntatd de crestere a incidentei maladiilor somatice si psihice,
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cresterea procentului de copii cu dereglari functionale ale organelor vitale, descresterea indicilor
spermogramei umane etc.” (®ypayit ®.M., 1986; 1989; 2016; 2017). Microbiota intestinala
reprezintd unul din acesti indici, care de fapt cuprinde aspectul fiziologic si biochimic al starii de
sandtate a macroorganismului. A fost demonstrat cd factorii stresogeni inhibd microflora
obligativa a TGI si contribuie la dezvoltarea celei conditionat-patogene (®ypayit ®.U., 1986;
1989; 2016; 2017). Anterior s-a mentionat ca principalele functii fiziologice ale microbiotei
intestinale sunt digestia, sinteza vitaminelor si metabolismul. S-a raportat ca microbiota
intestinala creste productia de energie din alimente, contribuie la reducerea proceselor
inflamatorii (in special intestinale) si are un impact asupra compozitiei de acizi grasi din tesuturi.
Toate acestea indica la o legaturd dintre starea microbiocenozei intestinale cu aspecte de sanatate
asociate cu greutatea corporala dereglata (Aoun A. et al., 2020). Au fost observate modificari in
compozitia si functionalitatea microbiotei intestinale in cazurile de patogeneza legate atat de
obezitate, casexie si malnutritie (Boscaini S. et al., 2022), iar cresterea anumitor specii bacteriene
benefice si reducerea speciilor daunatoare (patogene) poate nemijlocit afecta sanatatea gazdei
(Aoun A. et al., 2020).

In ultimul timp, oamenii de stiinti au un interes crescut in utilizarea microbiotei
intestinale pentru controlul greutatii corporale, deoarece are un rol important in extractia energiei
din alimente, precum si in biotransformarea nutrientilor (Boscaini S. et al., 2022). Efectivul de
bacterii intr-un organism influenteaza unele aspecte metabolice ale organismului-gazda, cum ar
fi secretia de enzime digestive, peristaltica si excretia. Pentru a mentine o comunitate si un
ecosistem intestinal stabil, microbiota intestinala ,trebuie” sa-si regleze rata de crestere si
populatia ca raspuns la disponibilitatea nutrientilor si la modificarile densitatii populatiei
microbiene care sunt ,,comunicate/semnalizate” prin Quorum sensing (David, L. et al., 2014).
Aceasta rezulta cu o cascadd de modificari ciclice ale densitatii si diversitatii microbiotei
intestinale, care sunt prestabilite de modelele/obiceiurile de alimentatie (timpul administrarii
hranei si frecventa hranirii) si de compozitia nutrientilor (Zarrinpar A. et al., 2014).

Legatura dintre microbiomul intestinal si starea de sanatatea asociatd cu greutatea
corporala (obezitatea, malnutritia) nu este inca bine definitd. Intelegerea rolului microbiomului
intestinal in gestionarea greutdtii si a sanatatii poate duce la schimbari revolutionare pentru
tratarea acestor boli.

Actualmente, in randul populatiei urbane se atesta tendinta de alimentatie dezechilibrata,
care include nu numai consumul nerational de substante nutritive si de produse procesate, ce
contin diversi aditivi, dar si inanitia. Anorexia, considerata o boald psihica cauzatad de inanitie

sau subnutritie, este pe larg intalnita in randul persoanelor tinere, in special, a adolescentilor. S-a
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relatat ca orice schimbare a pattern-ului de alimentare determina schimbari majore ale profilului
microbiomului intestinal (Terry S.M. et al., 2022). Se considera ca reducerea aportului de
alimente, stresul psihosocial si scaderea semnificativa in greutate contribuie la stabilirea unui
mediu intestinal selectiv pentru supravietuirea bacteriilor care favorizeaza dezvoltarea disbiozei
(Garcia N., Gutierrez E., 2023).

Pe de altd parte, subnutritia ramane astdzi una dintre cele mai presante provocari ale
sanatatii globale, in special 1n tarile sarace, afectand in principal sugarii si copiii (Fontaine F. et
al., 2023). In unele studii au fost elucidate diferente dintre microbiota copiilor sinitosi si a celor
ce sufera de subnutritie (malnutritie), in special, s-a constatat cresterea incidentei bacteriilor
patogene si a fost abordata perspectiva utilizarii microbiomului in ameliorarea starii de sandtate
la acesti copii (Iddrisu I. et al., 2021).

Modificari in microbiomul intestinal au fost relatate si la animalele salbatice, lipsite de
hrana (Jawahar J. et al., 2022), in special la animalele care hiberneaza (Mack I. et al., 2018).

Este evident ca aportul redus de alimente, care reprezinta substrat energetic si plastic
pentru microbiota intestinald, poate afecta dramatic comunitatea bacteriana intestinala, inclusiv
si enterococii. Astfel, un aspect al rolului fiziologic al enterococilor intestinali reprezintd si
modul in care subnutritia afecteaza efectivul acestora.

Modificarea efectivului enterococilor intestinali in conditii de inanitie, a fost testatd pe
animale de laborator — sobolani albi linia Wistar, care au fost divizati cate un animal in custi
separate si care nu au primit hrana timp de 72 de ore. Monitorizarea greutatii si investigarea
continutului enterococilor intestinali a fost efectuatd individual pentru fiecare animal din
experiment.

Subsecvent, restrictia aportului alimentar, duce la pierderea in greutate a animalelor
experimentale. Initial masa corporald a sobolanilor a constituit: 216 g pentru animalul care a
servit drept martor; 160 g pentru sobolanul-experimental 1 si 202 g pentru sobolanul-
experimental 2 (Figura 3.11.).
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Figura 3.11. Modificarea greutatii corporale (g) a sobolanilor, dupi 3 zile de inanitie si

respectiv dupa 3 si 6 zile de restabilire la alimentatia normala
Legenda: Martor — sobolani albi de laborator hraniti cu ratia standard; Experiment (1, 2) — sobolani albi de laborator
care au fost lipsiti de hrana 72 h.

Dupa 3 zile de inanitie (restrictie deplina de hrana), greutatea corporala a sobolanului-
experimental 1 a scazut cu 24 g, iar a sobolanului-experimental 2 cu 28 g. Desi, initial greutatea
a fost diferitd, pierderea in greutate la ambele animale experimentare a fost aproximativ identica.
Trecerea animalelor la alimentatia normala, dupa inanitie, a conditionat adaugarea in greutate a
animalelor experimentale, respectiv cu 15 g si 9 g, insa, nu s-a revenit la greutatea initiala. Dupa
6 zile de alimentatie conform ratiei standard, sobolanii infometati au adaugat inca 14 g si
respectiv 9 g. In total, dupd inanitie, sobolanii experimentali au adaugat in greutate
corespunzator — 29 g si 18 g. De mentionat, ca sobolanii, care initial aveau o greutate mai mica,
dupa infometare, in procesul de restabilire, au acumulat cele mai multe grame (cu 5 grame mai
mult comparativ cu greutatea initiald), iar sobolanii care au avut masa corporald mai mare, au
adaugat mai putin si nu au revenit la greutatea initiala (Figura 3.11.). Acest lucru releva ca
fiecare organism reactioneaza individual la modificarea pattern-ului de alimentare.

Dupa cum a fost relatat anterior, microbiota intestinala este destul de sensibild la
modificarea valorii nutritive a ratiei alimentare. Cu atdt mai mult, bacteriile intestinale
reactioneaza la aportul redus de alimente.

Lipsa totald a hranei timp de 72 h a conditionat modificari ale continutului de celule

bacteriene la animalele de laborator (Figura 3.12.).
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Figura 3.12. Modificarea cantitatii de celule bacteriene ale enterococilor (A),
bifidobacteriilor (B), lactobacililor (C) si E. coli (D) (Ig la 1 g de continut intestinal) la
sobolanii supusi inanitiei
Legenda: Martor — sobolani albi de laborator hraniti cu ratia standard; Experiment (1, 2) — sobolani albi de laborator

care au fost lipsiti de hrana 72 h.
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Valorile initiale ale enterococilor la animalele experimentale au constituit respectiv: 4,9;
5,2 si 5,4 de celule bacteriene la 1g de continut intestinal (Ig). Modificarea valorii numerice ale
enterococilor in conditii de inanitie se caracterizeaza prin majorarea continutului de 1,4 ori la
sobolanul-experimental 1 si de 1,3 ori la sobolanul-experimental 2.

Dupa incetarea infometarii si trecerea la alimentatia normald pentru animalele de
laborator, si anume dupa 3 zile, nivelul enterococilor nu revine la datele initiale si ramane a fi
mai mare, respectiv de 1,12 si 1,1 ori fatd de aceste date. Dupa 6 zile de alimentatie standard,
efectivul enterococilor la animalele experimentale a revenit la nivelul initial (Figura 3.12. A).

Datele obtinute relevd majorarea indicilor numerici ai enterococilor intestinali in conditii
cand animalele experimentale (organismul-gazda) nu a primit hrand timp de 3 zile. Trecerea
animalelor la alimentatia normala (standard) timp de 6 zile a determinat restabilirea efectivului
enterococilor la valorile inregistrate inainte de inceperea experimentului. De mentionat, ca
restabilirea deplina a valorii enterococilor a fost inregistratd la sobolanul-experimental 1, care a
revenit cu grame in plus in aceasta perioada post-inanitie.

De asemenea s-a remarcat, cd la lipsa hranei, ambele animale experimentale reactioneaza
identic, prin majorarea valorii numerice a enterococilor. In procesul de restabilire, insi, la
animalele experimentale au fost inregistrate diferente intre nivelul acestor bacterii, la diferite
etape de monitorizare — 3 si 6 zile. Putem presupune ca exista o corelatie intre capacitatea de
recuperare a nivelului enterococilor, ca parte a microbiocenozei intestinale, cu addugarea in
greutate/restabilirea masei corporale.

Pentru a elucida pe deplin rolul fiziologic al enterococilor in conditii de inanitie, au fost
analizate valorile altor bacterii intestinale cu functii diferite: benefice sanatatii tubului digestiv —
bifidobacteriile si lactobacilii si cu actiune nefavorabila — E. coli.

Initial nivelul numeric al bifidobacteriilor a fost mai mare comparativ cu cel al
enterococilor, ceea ce corespunde si cu datele analizate si discutate anterior, si anume: 10,0; 10,3
si 10,9 celulele bacteriene la 1g de continut intestinal (Ig). Inducerea experimentala a foametei a
conditionat reducerea efectivului bifidobacteriilor de 1,34 ori la sobolanul-experimental 1 si de
1,44 ori la sobolanul-experimental 2. In cazul bifidobacteriilor, a fost relevat un tablou invers
stabilit la profilul modificarilor enterococilor — a fost observata corelatia dintre valorile pierderii
greutatii cu valorile diminudrii numericului acestor bacterii. Restabilirea regimului alimentar
standard a indus majorarea indicilor numerici ai bifidobacteriilor comparativ cu etapa de inanitie,
insa, efectivul acestora a ramas mai mic comparativ cu datele initiale (de 1,04 si 1,1 ori).
Revenirea la nivelul datelor initiale notate pentru bifidobacterii nu a fost observata nici dupa 6

zile de regim alimentar post-inanitie, fiind inregistrate aproximativ aceleasi valori ca si dupa 3
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zile de alimentatie normala. Aceasta ne permite sa deducem ca bifidobacteriile, ca parte a
microbiocenozei intestinale, sunt mai sensibile la insuficienta sau lipsa totala a hranei, iar
efectivul acestora sufera modificari, ce nu se amelioreazd nici dupa incetarea actiunii
nefavorabile (Figura 3.12. B).

Un alt grup de bacterii benefice ale microbiotei intestinale sunt lactobacilii
(lactobacteriile), valorile initiale ale carora au constituit: 9,1; 10,2 si 9,3 celulele bacteriene la 1g
de continut intestinal (lg). Inanitia timp de 3 a zile a sobolanilor experimentali a determinat
reducerea nivelului cantitativ al lactobacililor aproximativ de 1,5 ori la sobolanul-experimental 1
si de 1,2 ori la sobolanul-experimental 2. In cazul lactobacililor se observa acelasi tablou de
modificare in raport cu masa corporala ca si la enterococi: o diminuare mai mare de celule
bacteriene se constata la animalul-experimental care a pierdut mai putin in greutate si care initial
a avut o masa corporald mai mica. Dupd 3 zile de restabilire a regimului de alimentare tipic
animalelor de laborator investigate, nivelul lactobacililor creste comparativ cu datele inregistrate
la etapa de inanitie, dar este mai mic fata de datele initiale (de 1,03 ori la ambele animale). Dupa
6 zile de regim normal de alimentatie, la sobolanul-experimental 1 continutul lactobacililor
ramane a fi mai mic comparativ cu datele initiale si aproximativ la acelasi nivel cu datele
descrise la etapa precedenta (dupa 3 zile de restabilire a alimentatiei normale). La sobolanul-
experimental 2, insa, se atesta majorarea de 1,02 ori a valorii numerice, nu numai fata de etapa
precedenta de monitorizare, dar si fata de datele initiale. Acest lucru denotd despre reactivitatea
individuala a organismului a modificarilor microbiotei intestinale (Figura 3.12. C).

Starea microbiocenozei intestinale depinde si de modificarile bacteriilor nocive, intrucat
nivelul acestora reprezinti deseori indicatori ai eubiozei sau disbiozei. In stare de disbiozi
bacteriile patogene formeaza ,,coalitii” cu unele bacterii cum ar fi enterococii, care in conditii
normale nu manifestd patogenitate. Din aceste considerente ne-am propus de a analiza
modificarile continutului de E. coli, in comparatie cu cele ale enterococilor pentru a stabili
transformarile microbiocenozei intestinale a organismului animal in conditii de inanitie.

Nivelul initial al E. coli a constituit: 6,4; 6,34 si 6,27 de celule bacteriene la 1 gram de
continut intestinal (Ig). Dupa 3 zile de infometare a animalelor experimentale valoarea numerica
a enterococilor s-a majorat de 1,2 ori la sobolanul-experimental 1 si de 1,3 ori la sobolanul-
experimental 2, comparativ cu datele initiale. Astfel, inanitia induce majorarea efectivului atat a
enterococilor, cat si a escherichiei, ceea ce indicd ca lipsa totala a hranei provoaca modificari ale
microbiotei intestinale asociate cu disbioza. Incetarea inanitiei si trecerea la regimul alimentar
normal al animalelor de laborator, a determinat, dupa 3 zile, restabilirea valorilor numerice ale E.

coli la animalele experimentale, aproximativ la nivelul datelor initiale. La aceastd etapa de
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monitorizare, indicii numerici ai E. coli sunt mai mici comparativ cu etapa de inanitie si mai
mari de 1,02 ori comparativ cu valoarea lor initiald. Dupa 6 zile de alimentatie conform
standardului, nivelul bacteriilor scade atat comparativ cu etapele experimentale monitorizate, cat
si comparativ cu datele inregistrate Tnainte de infometare. Astfel, revenirea la un regim alimentar
normal induce din nou modificari ale microbiocenozei intestinale, ce indicd la restabilirea
efectivului bacteriilor de E. coli, precum si a enterococilor la un nivel ce nu prezinta pericol
sanatatii tubului digestiv (Figura 3.12. D).

Rezultatele descrise, si anume, majorarea efectivului enterococilor si E. coli si reducerea
nivelului bifidobacteriilor si lactobacililor (lactobacteriilor), releva ca infometarea/inanitia
creeaza, la nivelul microbiotei intestinale, conditii care determind dezvoltarea disbiozei Intr-un
timp destul de mic.

In alte studii ce au vizat studierea corelatiei subnutritiei cu starea microbiocenozei
intestinale au fost obtinute date ce releva aceiasi tendinta de dominanta a agentilor patogeni
intestinali si patobiontilor (Huus K.E. et al., 2021), insa, cauza cresterii lor excesive nu poate fi
explicata pe deplin. Autorii presupun ca bacteriile sunt capabile de hranire simbiotica
incrucisata, ceea ce determina cresterea sinergica a unor comunitati de microorganisme in functie
de conditiile de alimentatie. Astfel, subnutritia conditioneaza multiplicarea excesiva a
patobiontilor.

Totodata, subnutritia coreleazd cu o diversitate microbiand redusa si cu imaturitatea
micriobiomului intestinal. S-a stabilit ca drept urmare a modificarii statutului microbiomului
intestinal in conditii de subnutritie este afectata functia barierei intestinale, ceea ce duce la
dezvoltarea disbiozei (Andres S.F. et al., 2023). Dereglarea functiei de aparare a mucoasei
intestinale in timpul malnutritiei poate promova un mediu permisiv pentru agentii patogeni
diareici. In aceste conditii, a fost observati reducerea efectivului unor specii bacteriene anaerobe
specifice, cum ar fi cele din familiile Bacteroidetes sau Eubacteriaceae si cresterea bacteriilor
aerotolerante precum E. coli, E. faecalis si St. aureus, care sunt considerate agenti patogeni
comuni (Kudsk K.A. et al., 1983). A fost relatat ca microbiota copiilor ce sufera de malnutritie,
este mai putin eficienta la extractia energiei din nutrientii dietetici, ceea ce duce la modificari in
productia de metaboliti microbieni. Intrucat, metabolitii microbieni sunt regulatori critici ai
functiei barierei intestinale, disbioza poate exacerba permeabilitatea barierei si inflamatia. In
plus, metabolitii microbieni modifica epigenomul gazdei, care poate avea un impact pe termen
lung asupra sanatatii si fiziologiei gazdei, sugerand la efectele adverse urmare a subnutritieli,

chiar si dupa ce sunt furnizati nutrientii corespunzatori (Preidis G.A. et al., 2015).
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In baza datelor obtinute si reiesind din considerentele ci comunititile microbiene sunt
construite din interactiuni complexe, putem presupune ca in conditii de inanitie/malnutritie,
multe dintre aceste interactiuni sunt negative: bacteriile concureaza intre ele si profita in lupta
pentru resursele de hrand limitate. Ca rezultat, microbiocenoza intestinala devine instabila cu o
diversitate redusa, ce reprezinta un semn distinctiv al disbiozei. De asemenea, disbioza poate fi
provocata si de modificarile suferite de bariera intestinald, in mare parte, din cauza ca
componentele acesteia servesc drept substrat de nutritie pentru bacteriile intestinale, cand este
lipsé de hrana. Probabil, in conditie de inanitie, intre enterococi si E. coli este stabilita o strategie
de hranire simbiotica incrucisata, ce a determinat cresterea valorii numerice a lor in continutul
intestinal.

De mentionat, ca datele obtinute pe modele de sobolani, nu imita intotdeauna
modificarile fiziologice sau morfologice ale tubului digestiv uman si nu pot fi cu siguranta
extrapolate pe subiectii umani, desi, aceste modele prezinta unele asemanari cu cazurile de
subnutritie la oameni.

Astfel, a fost stabilit ca existd o relatie reciproca intre flora intestinala si dietd, prin care
factorii dietetici regleaza structura si functiile microbiotei. In schimb, un echilibru sanitos al
microbiotei intestinale poate juca un rol in prevenirea sau atenuarea multor boli legate de supra-
si subnutritie, precum si a altor boli metabolice (John G.K., Mullin G.E., 2016).

In contextul datelor descrise mai sus, un alt obiectiv al cercetarilor privind rolul fiziologic
al enterococilor intestinali a fost relevarea corelatiei dintre valoarea numerica a lor cu indicii
masei corporale a animalelor experimentale si cu modul de nutritie.

In acest scop a fost realizati o serie de experimente, in care a fost studiati incidenta
enterococilor la animalele de laborator (sobolani albi linia Wistar) cu diferiti indici ai masei
corporale si elucidata corelatia dintre valoarea numerica a enterococilor, masa corporala si dieta.

Pentru acest scop animalele de laborator au fost divizate in doua grupe/loturi (Figura
3.13.):

- Lotul I cu masa corporalda mica (care probabil fenotopic se atribuie tipului activ);

- Lotul Il cu masa corporala mare, care probabil fenotopic se atribuie tipului hipoactiv).
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Figura 3.13. Valorile masei corporale (g) a sobolanilor utilizati in studierea incidentei
enterococilor intestinali

In continuare in continutul intestinal de la animalele din ambele loturi experimentale a

fost stabilita valoarea numerica a enterococilor (Figura 3.14).
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Figura 3.14. Cantitatea de celule microbiene de enterococi (Ig in 1 g de continut intestinal)
la sobolanii cu masa corporali mica (lotul I) si masa corporala mare (lotul IT)

Datele obtinute releva diferente semnificative ale nivelului numeric al enterococilor la
animalele cu diferitd greutate corporald. In lotul I, la animalele cu greutatea mai mica (in medie
de 193,8 g) se atestd o valoarea mai mare a enterococilor, comparativ cu animalele din lotul II,
cu masa corporald mai mare (in medie 297,2 g). Astfel, in lotul I indicii enterococilor aratd in
mediu 8,45 de celule microbiene (Ig) la 1g de continut intestinal, iar in lotul II — 5,75 de celule
microbiene (lg) la 1g de continut intestinal, ceea ce constituie o diferenta de circa 1,5 ori (mai
mare sau mai micd) dintre animalele de diferitd greutate. De mentionat, cd ambelor grupe de
animale le-a fost administrata ratia standard pentru sobolani de laborator.

Referitor la semnificatia valorilor enterococilor la animalele cu masa corporald mai mica
si mai mare se poate de dedus la compararea indicilor numerici ai enterococilor cu cei ai altor

grupe de bacterii intestinale — bifidobacterii, lactobacterii si E. coli (Figura 3.15.).
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Datele atesta o corelatie dintre enterococi cu bifidobacteriile si lactobacteriile la grupul de
animale cu greutate corporalda mica. La animalele din acest lot (lotul l)valoarea numerica a
enterococilor este aproximativ la acelasi nivel cu cea a bifidobacteriilor (8,45 vs 8,3) si mai mare
fata de cea a lactobacteriilor (8,45 vs 8,3) si E. coli (8,45 vs 7,3), respectiv de 1 si 1,1 ori. Desi,
nivelul enterococilor este mai mare, nu putem considera ca aceasta reflecta neaparat o stare de

patogenitate, intrucat continutul de E. coli este mai mic comparativ cu cel al bacteriilor benefice.
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Figura 3.15. Corelarea valorii numerice a enterococilor cu bifidobacteriile, lactobacteriile

si E. coli (Ig/g de continut intestinal) la sobolanii de laborator cu greutate corporala diferita
Legenda: Lotul | — animale cu masa corporald mica; Lotul II — animale cu masa corporald mare

In lotul II, in cazul animalelor cu greutate corporald mai mare, s-a observat un tablou
invers, si anume, valoarea numerica a enterococilor este mai mica comparativ cu celelalte grupe
de bacterii intestinale. Indicii numerici ai enterococilor sunt aproximativ de 1,6 ori mai mici fata
de bifidobacterii, de 1,4 ori fata de lactobacterii si de 1,2 fata de E. coli. La animalele din acest
lot nu s-a observat o corelatie dintre enterococi cu bifidobacteriile si lactobacteriile, in special, in
mentinerea unui nivel mai mic de E. coli.

Astfel, putem presupune ca nivelul mai mare de enterococi la animalele din lotul I, cu
greutate corporald mai mica indica la un statut microbian intestinal favorabil. Nivelul mai mic al
acestor bacterii la animalele cu greutate corporala mai mare poate servi ca un indice negativ ce
releva un dezechilibru/ o discorelatie dintre bacteriile benefice.

De mentionat, ca datele privind masa corporald mare nu indica obezitatea, iar indicii
numerici ai bacteriilor intestinale analizati nu reflecta starea microbiocenzei intestinale indusa de
obezitate. Mai degraba datele descrise se refera la statutul tubului digestiv in functie de starea

fizica individuala al animalelor experimentale.
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Valori reduse ale enterococilor in functie de masa corporald au fost constatate si in alte
studii. S-a stabilit ca sugarii care au suferit o crestere excesiva in greutate in timpul alaptarii au
avut o abundenti redusa de enterococi intestinali in comparatie cu cea observati la martor. in
cadrul cohortei complete, abundenta de Enterococcus a corelat invers cu greutatea corporald
ajustata in functie de varstd/sex, indicele de masa corporala si circumferinta taliei, grasimea
corporala si nivelurile de leptine plasmatice (Laursen M.F. et al., 2020).

De asemenea, s-a stabilit, cd unele tulpini de enterococi, de exemplu tulpina
Enterococcus faecalis (EF-2001) reduce nivelul de trigliceride la soarecii obezi experimentali si
amelioreaza metabolismul lipidic (Fan M. et al., 2022).

In general, compozitia microbiana difera intre subiectii (umani/animali) cu diferiti indici
ai masei corporale. De exemplu, majoritatea studiilor au observat ca raportul dintre Firmicutes si
Bacteroidetes este semnificativ mai mare la subiectii obezi (John G.K., Mullin G.E., 2016). Mai
mult, unele studiile au constatat corelatia dintre un nivel crescut de Bacteroidetes in cazurile de
pierdere a greutatii si dintre nivelul de Firmicutes in cazurile de obezitate (Ley R.E., 2010; John
G.K., Mullin G.E., 2016). Firmicutes s-a dovedit a fi proportional negativ cu consumul de
energie in repaus, in timp ce Bacteroides s-a dovedit a fi corelat pozitiv cu procentul de grasime
corporala (Gomes et al., 2018).

O informatie mai ampla referitor la rolul enterococilor poate fi obtinuta la investigarea
efectivului acestora la animalele din loturile experimentale la administrarea ratiilor cu un anumit
raport procentual al nutrientilor de baza.

In scopul evidentierii corelatiei dintre indicii enterococilor cu cei ai masei corporale si
dieta, animalelor (sobolanilor albi linia Wistar) le-au fost administrate ratii alimentare special
elaborate in corespundere cu principiile de corectie a greutatii corporale.

Pentru a testa ratiile alimentare cu diferita structura procentuald a componentelor nutritive
de baza — proteine, lipide si carbohidrati, animalele de laborator din ambele loturi au fost divizate
in 4 subgrupe in corespundere cu ratiile administrate. Schema detaliatd a experimentului este
prezentatd in capitolul 2. Structura ratiilor administrare este prezentata si in tabelul de mai jos
(Tabelul 3.13.).

Pentru animalele de laborator din lotul I, cu greutatea corporald mai mica au fost
elaborate ratii, in care cota parte a proteinelor a crescut de la 14 pana la 20%, iar cea a lipidelor
s-a redus de la 28% la 23%.
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Tabelul 3.13. Caracteristica cantitativa a componentelor de baza ale ratiilor alimentare
administrate sobolanilor cu masa corporala diferita

Componentele Subgrupe experimentale

nutritive din ratiile Lotul | (masa corporald mica)

alimentare, % Subgrupa 1 Subgrupa 2 Subgrupa 3 Subgrupa 4

Proteine 14 16 18 20

Lipide 28 26 25 23

Carbohidrati 58 58 57 57
Lotul Il (masa corporala mare)

Proteine 20 22 25 30

Lipide 25 23 22 21

Carbohidrati 55 55 53 49

Pentru animalele din lotul II, cu greutatea corporald mai mare, ratiile elaborate au aceeasi
tendinta de crestere a raportului procentual al proteinelor, de la 20% pana la 30% si de micsorare
a raportului procentual al lipidelor, de la 25% péana la 21%. In ratiile destinate ambelor loturi de
animale cota parte a carbohidratilor nu s-a modificat esential si a constituit: 58% la subgrupele 1
si 2 si 57% la subgrupele 3 si 4 din Lotul I, si respectiv — 55 % la subgrupele 1 si 2, 53% la
subgrupa 3 si 49% la subgrupa 4 (Tabelul 3.13.). Animalele din lotul martor au primit ratii
alimentare standard destinate pentru intretinerea animalelor de laborator.

Datele obtinute releva variatia cantitatii de enterococi (celule microbiene (Ig) la 1 g de
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continut intestinal) in functie de ratia alimentara administrata (Figura 3.16.).
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Figura 3.16. Cantitatea de celule microbiene de enterococi (Ig la 1 g de continut intestinal)
la sobolanii cu masa corporala mai mica (1) si mai mare (2) la administrarea ratiilor cu
diferit raport procentual al componentelor nutritive (subgrupele 1-4)
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In lotul I, la animalele cu masa corporalid mica, in subgrupa 1 (ce continea 14% —
proteine, 28% — lipide si 58% — carbohidrati) se atestd o micsorare cu 9% a cantitatii de
enterococi fata de lotul martor. O scadere mai mare a indicilor numerici ai enterococilor cu 25%
se observa in subgrupa 2 experimentald, care au fost hraniti cu ratie ce continea 16% — proteine,
26% — lipide si 58% — carbohidrati. Ulterior in subgrupele 3 si 4 de animale, care au primit ratii
alimentare cu un procent mai mare de proteine si mai mic de lipide s-a constatat 0 majorare cu
2% si respectiv 6% a nivelului de enterococi (Figura 3.16.).

In lotul II, la animalele cu greutate mai mare a fost stabiliti o majorare continui a
nivelului de enterococi in toate subgrupele experimentale comparativ cu martorul. In subgrupa 1
aceastd majorare a constituit 24%, in subgrupa 2-25%, in subgrupa 3-33%, iar in subgrupa 4-
36%.

Astfel, s-a constatat ca animalele de laborator cu diferita greutate corporala au, la nivel de
microflora intestinala, o sensibilitate diferita la structura caloricd a nutrientilor din ratiile
alimentare.

De mentionat, ca cantitatea de enterococi la sobolanii din lotul II, cu greutatea corporala
mare, este mai mica comparativ cu sobolanii din lotul I, cu masa corporald mai mica.
Manipularea cu structura nutrientilor din ratiile alimentare special concepute pentru corectia
greutatii corporale, si anume majorarea procentului de proteine si scaderea celui de lipide si
carbohidrati (subgrupele 3 si 4 din lotul 1) a contribuit la majorarea indicilor numerici ai
enterococilor la animalele cu greutate corporala mare (Figura 3.16.).

Este dificil de a explica scaderea nivelului de enterococi la sobolanii cu o greutate
corporala mai mica in subgrupele 1 si 2 experimentale, care au primit ratii la care cota parte a
proteinelor a constituit respectiv 14% si 16%, a lipidelor 28% si 26%, iar a carbohidratilor 58%.
Putem presupune ca nivelul enterococilor este influentat mai mult de procentul mai mare al
lipidelor. Anterior s-a discutat ca continutul ridicat de lipide in ratia alimentara are o actiune de
inhibare asupra anumitor reprezentanti ai microflorei intestinale.

Este evident ca nutrientii pot influenta statutul fiziologic al organismului-gazda prin
modularea microbiotei intestinale (Beam A., et al., 2021).

Datele obtinute coincid cu alte studii, reflectate in literatura de specialitate, care au
stabilit ca dietele bogate 1n grasimi si dietele bogate in zaharoza pot avea efecte diferite asupra
microbiotei intestinale. Kong si colab. (2019) au studiat soarecii obezi care au fost hraniti cu o
dieta bogata in grasimi si carbohidrati si cu o dietd normala timp de 13 saptamani. Dieta cu exces
de grasimi a avut tendinta de a scadea diversitatea microbiotei intestinale, in timp ce dieta bogata

in carbohidrati a schimbat complet profilul bacteriilor legate de obezitate. Unele bacterii
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favorabile (Allobaculum, Bifidobacterium, Olsenella, Faecalibacterium si Ruminococcus) au fost
reduse in microbiota soarecilor care au primit surplus de grasimi, iar in grupul animalelor hranite
preponderent cu carbohidrati a fost inregistrata o crestere intensa a mai multor bacterii legate de
obezitate — Acinetobacter, Blautia si Dorea (Kong C. et al., 2019).

Microbiota este consideratd un factor central ce covariaza cu statutul fiziologic al
organismului, inclusiv cu bolile cronice, cum ar fi diabetul zaharat de tip 2, sindromul metabolic
si bolile cardiovasculare. Mai mult, pentru aceste stari patologice, au fost identificati biomarkeri
specifici legati de microbiota (Zhong X. et al., 2020).

Pe de alta parte, intr-un studiu realizat pe sobolani tineri, care au experimentat activitate
fizica in fiecare zi, s-a observat ca datorita exercitiului fizic sobolanii au dezvoltat un profil
microbian mai avantajos, in care prevaleaza speciile de bacterii intestinale cu actiune probiotica
(Mika A. et al., 2015).

Datele obtinute si cele reflectate in literatura de specialitate atesta ca alimentatia, prin
diferite diete, grupuri de alimente, macronutrienti si micronutrienti, este principalul factor de
modificare si remodelare al microbiotei intestinale, atat in aspect sanogen, cat si patogen.

Compozitia microbiotei, inclusiv nivelul enterococilor intestinali suferda modificari in
functie de statutul fiziologic al organismului gazdei, determinat fie de malnutritie, fie de

greutatea corporala.

3.5. Concluzii la capitolul 3

1. Datele obtinute pe obiectele biologice investigate (subiectii umani si animale) in
diferite conditii si in functie de statutul fiziologic al tubului digestiv si al organismului, atesta o
corelatie intre indicii numerici ai enterococilor cu cei ai bifidobacteriilor si lactobacteriilor si
indica la o posibila ,,cooperare” dintre aceste bacterii, ce mentine numericul de E. coli la un nivel
ce nu permite dezvoltarea diferitor patologii intestinale.

2. Analiza incidentei enterococilor la animalele de diferite specii a relevat dominanta
numerica (pe baza valorilor medii) a acestor bacterii la animalele domestice de companie — caine
sl pisica, comparativ cu animalele agricole, salbatice si de laborator. Corelarea joasa a indicilor
enterococilor cu cei ai bacteriilor benefice (bifido- si lactobacterii) si inalta cu a bacteriilor
patogene (E. coli) la animalele de companie, confirma datele din literatura de specialitate,
referitor la raspandirea larga a enterococilor la acest grup de animalele, ca rezultat al contactului
restrans al acestora cu oamenii si partajarii unor medii comune de trai.

3. In functie de mediul de trai a fost stabilit un nivel mai mare al enterococilor la pasarile

investigate din mediul rural fata de mediul urban. La pasarile din mediul urban se atesta o
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corelatie mai pozitiva dintre enterococi, bifidobacterii si lactobacterii in mentinerea efectivului
numeric al eschericiilor la un nivel mic, comparativ cu pasarile din mediul rural. Acest fapt
releva ca starea bacteriocenozei intestinale la pasérile din mediul rural este mai putin favorabild
fata de cea a pasarilor din mediul urban si gradina zoologica, fapt ce denota ca in mediul rural,
contactul cu alte animale domestice, precum si cu omul determina modificarea microflorei
intestinale cu dominanta bacteriilor patogene.

4. A fost constatata tendinta de majorare a efectivului enterococilor odata cu inaintarea in
varsta la subiectii umani. In perioada 1-16 ani cele mai mari valori ale enterococilor se atesti la
varsta de 3 ani, 10 ani si 14 ani. in perioada varstei adulte — 20-50 de ani, indicele numeric al
enterococilor este mai mare la subiectii cu varsta de 50 ani, iar la varstnici (60-70 de ani) la
varsta de 80 de ani.

5. Efectivul enterococilor este semnificativ influentat de starea de sanatate a tubului
digestiv, fiind documentatd majorarea cantitatii acestora la subiectii umani si la animalele
agricole cu dismicrobism intestinal si disfunctii intestinale diareice. La subiectii umani cele mai
mari diferente intre indivizii sdnatosi si cu dereglari ale homeostaziei intestinale s-a observat la
grupa de copii cu varsta de 31-60 de zile si de 1-4 ani, iar la animalele agricole in primele 30 de
zile de viata. Aceasta permite de a presupune ca in primele, zile, luni si ani de viata formele sau
tulpinile comensale ale enterococilor pot capata caractere patogene/virulente in cazurile, cand se
creeaza conditiile respective de infectare (de dismicrobism intestinal si disfunctii intestinale
diareice).

6. Testarea ratiilor de diferita valoare nutritivd (cu exces de proteine, lipide, glicide) a
evidentiat majorarea efectivului enterococilor la administrarea mai mult de 5 zile a ratiei cu
exces de proteine si micsorarea la administrarea ratiei bogate in grasimi si carbohidrati. De
mentionat, ca in primele 5 zile de administrare a ratiei cu exces de proteine, continutul
enterococilor scade (ceea ce coincide cu cresterea valorilor E. coli), insa, la administrarea timp
de 10-15 zile a ratiei predominant proteice, valorile numerice ale acestor bacterii cresc de circa
1,3 ori. Restabilirea regimului normal (standard) de alimentare determina revenirea efectivului
bacteriilor la un nivel identic cu cel initial experimentarii ratiilor alimentare sau la nivelul lotului
martor.

7. Modificarile cantitative ale enterococilor in continutul intestinal pe fondalul
administrarii ratiilor fie cu exces de proteine, lipide si glucide releva caracterul de comensali al
acestora, intrucat valorile numerice coreleaza pozitiv cu cele ale bacteriilor sanogene mediului

intestinal si negativ cu microbii patogeni.
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8. S-a constatat ca ratiile cu diferitd structura calorica testate prezinta o actiune diferitd
asupra procesului de multiplicare si dezvoltare a enterococilor intestinali, ceea ce presupune ca
valoarea numericd a enterococilor poate fi reglata si mentinuta la nivel sanogen nu numai prin
preparate microbiene cu actiune probiotica, ci si prin utilizarea ratiilor alimentare, care manifesta
actiune prebiotica.

9. Majorarea efectivului enterococilor in comun cu bacteriile de E. coli si reducerea
nivelului bifidobacteriilor si lactobacililor (lactobacteriilor) releva ca infometarea/inanitia
creeaza, la nivelul microbiotei intestinale, conditii de dezvoltare a disbiozei intr-un timp destul
de mic, ceea ce presupune ca bacteriile patogene pot forma ,,coalitii” cu enterococii, care in
conditii normale nu manifesta patogenitate, cel mai probabil bazate pe o strategie de hranire
simbiotica incrucisata, ce a determinat cresterea valorii numerice a lor in continutul intestinal.

10. A fost constatat cd animalele de laborator cu greutate corporald diferitd au valori
distincte ale enterococilor intestinali, si anume indici mai mari la animalele cu greutate corporala
mai micd si nivel redus la animalele cu masd corporald mai mare. Modelarea structurii
nutrientilor din ratiile alimentare determind modificarea efectivului enterococilor in directia
stabilizarii nivelului la animale cu greutate mica si majorarea la animalele cu greutate mare, ceea
ce releva sensibilitatea enterococilor la valoarea caloricd a macronutrientilor si posibilitatea

influentarii microbiotei cu repercusiune asupra statutului fiziologic al organismului.
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4. PROSPECTIUNEA UNOR TULPINI DE ENTEROCOCI IN CALITATE
DE PROBIOTICE

Enterococii reprezintda o parte componentd a microbiocenozei intestinale umane i
animale, avand un rol important in activitatea vitala a organismului gazdei (Sivieri K. et al. 2008;
Hammerum AM., 2012). Unele tulpini de enterococi au fost utilizate in calitate de declansatori in
fermentarea alimentarda si de bioprezervatori ai produselor alimentare. Totodata, tulpinile de
enterococii au fost testate in ceea ce priveste calitatea de probiotice. Insi, elaborarea de noi
compozitii probiotice pe baza de enterococi necesitd un studiu mai riguros, in vederea selectarii
tulpinilor sigure, inofensive pentru sanatatea organismului (Ben Braiek O., Smaoui S., 2019).

Identificarea tulpinilor utile de microorganisme cu calitati de probiotice se bazeaza pe
mai multe caracteristici, dintre care un criteriu important reprezinta capacitatea de a coloniza
tubul digestiv. Acest proces este destul de complex si depinde de mai multi factori. Printre acesti
factori se numara proprietatea de adeziune a microorganismelor din componenta probioticelor,
care este importanta si responsabila pentru interactiunea dintre tulpinile probiotice si organismul-
gazda si std la baza antagonismului fata de patogeni (Nishiyama K. et al., 2016).

Mecanismul de adeziune este determinat de interactiunea dintre complexele moleculare
(proteine, oligozaharide) de pe suprafata bacteriilor si componentele glicoconjugate ale celulelor
intestinale epiteliale, mai precis ale mucusului acestora. Particularitatile formarii asociatiilor
dintre proteinele bacteriene si componentele mucusului intestinal stabileste o aderenta diferita,
care poate fi consideratd ca o strategie a organismului-gazda in selectarea anumitor specii sau
tulpini benefice de microorganisme (Monteagudo-Mera A. et al., 2019).

Dupa cum a fost relatat anterior (subcapitolul 1.4), unele tulpini de E. faecalis si E.
faecium au demonstrat capacitatea de a exclude/inhiba, pe baza proprietatilor de aderare la
mucoasa intestinald, unele bacterii patogene, cum ar fi: E. coli, Salmonella typhimurium, Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus si Shigella sonnei (He Y., et al., 2019). A fost stabilita
proprietatea unor tulpini de enterococi, selectate pentru aplicare ca probiotice (tulpina de
Enterococcus faecium OV3-6), de a supravietui in conditii de simulare proprii stomacului si
intestinului subtire. Se cunoaste ca una din caracteristicile de baza in selectarea probioticelor este
rezistenta la sucul gastric si la bila (Rossi et al., 2018), de a reduce adeziunea bacteriilor E. coli
si a S. typhi la celulele Caco-2 intestinale si de a preveni multpilicarea tulpinilor Gram-pozitive
ce apartin genurilor Bacillus, Carnobacterium, Listeria si Staphylococcus (Choeisoongnern T. et
al., 2021).

Astfel, desi reprezentantii enterococilor sunt implicati in mai multe infectii nosocomiale,

datorita factorilor de virulenta si rezistentei la antibiotice, totusi unele tulpini, in special a
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speciilor de E. faecalis si E. faecium, demonstreaza proprietati bune de probiotice, bazate pe
capacitate de adeziune si, respectiv, activitatea antagonista fatd de microorganismele patogene.
In acest context, identificarea noilor tulpini de enterococi ce se remarca prin propretati benefice
(sanogene), reprezinta un studiu de perspectiva in elaborarea de noi compozitii probiotice, ce

contin specii de enterococi si/sau tulpini ale acestora.

4.1. 1zolarea tulpinilor de enterococi si studierea proprietatilor de adeziune si
activitatii antagoniste fata de patogeni ale acestora in vederea utilizarii lor ca probiotice

In scopul identificarii unor tulpini benefice de enterococi si caracterizarii proprietatilor ce
stau la baza utilizarii lor in calitate de probiotice, au fost izolate tulpini de enterococi si alte
bacterii coliforme (streptococi si lactococi) de la animale si subiecti umani (copii) cu statut
fiziologic sanatos al tubului digestiv.

Este necesar de a mentiona, ca tulpinile de bacterii ce apartin genului Enterococcus au
fost studiate in comparatie cu bacteriile genului Lactococcus si Streptococcus, intrucit toate
aceste genuri cuprind bacteriile acidolactice, care produc acid lactic ca produs metabolic final
(major) al fermentatiei carbohidratilor si care se refera taxonomic la ordinul Lactobacillales. Mai
mult, pana in anul 1984, enterococii, apoi pana anul 1985, lactococii, au fost considerati ca
streptococi si atribuiti genului Streptococcus: enterococii fiind denumiti streptococi ai grupului
D, iar lactococii — streptococi ai grupului N (N1). Astfel, dupa anul 1985, pe baza
caracteristicilor biochimice si moleculare, reprezentantii genului Streptococcus, destul de divers,
au fost reclasificati in Lactococcus, Enterococcus, Vagococcus si Streptococcus (Schleifer K.H.
et al., 1985). Lactococii sunt frecvent utilizati ca initiatori ai fermentatiei produselor lactate si in
producerea de branzeturi (Teuber M., 1995). Aceste bacterii pot fi utilizate ca monoculturi sau in
asociatii cu alte tulpini de bacterii lactice, cum ar fi Lactobacillus si Streptococcus. De
asemenea, lactococii, spre deosebire de enterococi, nu au nicio problema in ceea ce priveste
siguranta lor, deoarece, la fel ca si lactobacilii, acestia au statutul GRAS, FOSHU si QPS
(Bandyopadhyay B. et al., 2022).

De la subiecti umani sanatosi — copii, cu varsta cuprinsa intre 1-16 ani, au fost izolate 834
de tulpini de bacterii coliforme, dintre care 301 de enterococi. De la animale — vitei si purcei,
fara simptome de disfunctii intestinale, au fost izolate 120 si respectiv 407 de tulpini de bacterii

coliforme, dintre care 54 si 209 de tulpini au constituit enterococii (Tabelul 4.1.).
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Tabelul 4.1. Apartenenta de gen a bacteriilor acidolactice din continutul intestinal de la
subiectii umani si animale

Cantitatea totald de Apartenenta Cantitatea
Varsta, tulpini supusa d ’ L Cota, %
o egen tulpinilor izolate
cercetarilor
Subiecti umani
Lactococcus 35 46,66
lan 75 Streptococcus 26 34,66
Enterococcus 14 18,66
Lactococcus 39 46,98
2 ani 83 Streptococcus 28 37,73
Enterococcus 16 19,27
Lactococcus 44 46,31
3 ani 95 Streptococcus 30 31,57
Enterococcus 21 22,10
Lactococcus 31 28,18
5 ani 110 Streptococcus 37 36,63
Enterococcus 42 38,18
Lactococcus 27 24,10
7 ani 112 Streptococcus 38 33,92
Enterococcus 47 41,96
Lactococcus 23 20,17
10 ani 114 Streptococcus 42 36,84
Enterococcus 49 42,98
Lactococcus 20 16,52
12 ani 121 Streptococcus 47 38,84
Enterococcus 54 44,62
Lactococcus 17 13,70
16 ani 124 Streptococcus 49 39,51
Enterococcus 58 46,77
Animale agricole — vitei
Lactococcus 25 43,85
1-20 de zile 57 Streptococcus 17 29,82
Enterococcus 15 26,31
Lactococcus 4 6,35
25-35 de zile 63 Streptococcus 20 31,74
Enterococcus 39 61,90
Animale agricole — purcei
Lactococcus 45 59,21
1-27 de zile 76 Streptococcus 19 25,00
Enterococcus 12 15,78
Lactococcus 11 14,10
30-47 de zile 78 Streptococcus 21 26,92
Enterococcus 46 58,97
Lactococcus 15 5,93
50-135 de zile 253 Streptococcus 87 34,38
Enterococcus 151 59,68

Tulpinile izolate de Enterococcus, Lactococcus si Streptococcus au fost testate dupa
proprietatea de adeziune si activitatea antagonistd manifestata fatd de bacteriile patogene in

conditii in vitro.
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Capacitatea de adeziune a enterococilor a fost studiatd in conformitate cu metoda lui
Brilis (1986), folosind eritrocitele ca model pentru celulele macroorganismului (celulele
epiteliului intestinal). Studierea adeziunii s-a efectuat cu ajutorul microscopului fotonic.
Calculul, s-a realizat in baza a 25 de eritrocite, analizand 5 eritrocite in campul vizual. La
evaluarea proprietatilor adezive a fost utilizat indicele adeziunii microorganismelor (IAM), dupa
care a fost determinat nivel de adeziune al acestora. Detaliat aceastd metoda este descrisa in
capitolul 2. Rezultatele obtinute privind capacitatea adeziva a tulpinilor izolate de bacterii sunt
reflectate in tabelul de mai jos.

Tabelul 4.2. Capacitatea adeziva a unor tulpini de enterococi, streptococi si lactococi,
izolate din tractul gastrointestinal al copiilor, viteilor si purceilor cu statut fiziologic
sanatos al tubului digestiv

8 Cantitatea celulelor microbiene .
Numiirul de Genul . . ) Indicele
. . . aderate la 25 de eritrocite sanguine S
monotulpini testate | microorganismelor native adeziunii
Subiecti umani
301 Enterococcus 114,50-119,30 4,58-4,77
834 297 Streptococcus 91,70-109,40 3,66-4,37
236 Lactococcus 79,00-92,50 3,16-3,70
Vitei
54 Enterococcus 107,20-116,70 4,28-4,66
120 37 Streptococcus 78,40-86,60 3,13-3,46
29 Lactococcus 65,70-76.20 2,62-3,04
Purcei
209 Enterococcus 109,60-112,50 4,38-4,50
407 127 Streptococcus 81,40-90,70 3,25-3,62
71 Lactococcus 72,70-82,50 2,90-3,30

Datele privind capacitatea adeziva a genurilor de bacterii studiate releva valori mai mari
ale indicelui adeziunii la tulpinile izolate din tubul digestiv uman, comparativ cu cele specifice
tractului gastrointestinal bovin si porcin (Tabelul 4.2.).

Astfel, la subiectii umani, valoarea indicelui de adeziune a tulpinilor izolate de enterococi
variaza de la 4,58 pana la 4,77, a celor de streptococi — de la 3,66 pana la 4,37 si a celor de
lactococi — de la 3,16 pana la 3,70.

Indicele de adeziune a tulpinilor izolate din continutul intestinal de la bovine a constituit
respectiv: pentru enterococi — 4,28-4,66; pentru streprococi — 3,13-3,46 si pentru lactococi —
2,62-3,04.

Tulpinile de bacterii izolate din continutul intestinal de la porcine au avut aproximativ
acelasi nivel a capacitatii adezive ca si tulpinile izolate din continutul intestinal de la bovine, si
anume: indicele adeziunii enterococilor a constituit — 4,38-4,50; a streprococilor — 3,25-3,62, iar
a lactococilor — 2,90-3,30.
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S-a remarcat, ca proprietatile adezive ale monotulpinilor de enterococi au fost mai
evidente/pronuntate, comparativ cu indicii obtinuti pentru strepto- si lactococi (Tabelul 4.2.). La
subiectii umani indicele adeziunii enterococilor este aproximativ de 1,3 ori mai mare decat cel al
streptococilor si de 1,3-1,5 ori mai mare decat cel al lactococilor.

La animale (bovine si porcine) nivelul acestui indice la tulpinile de enterococi este de
circa 1,2-1,4 ori mai mare comparativ cu streptococii si de circa 1,4-1,5 ori mai mare comparativ
cu lactococii. Aceasta denota despre faptul cd enterococii au o capacitate inaltd de a coloniza
cavitdtile interne, inclusiv tubul digestiv, de a concura cu alte bacterii pentru anumite ,,nise”’ din
aceste cavitati si de a ,,exclude” alte bacterii, in special cele patogene. De asemenea, criteriul ce
relevd capacitatea de adeziune sau indicele adeziv al microorganismelor este contorizat in
selectarea tulpinilor pentru preparate probiotice (Krawczyk B. et al., 2021).

Un alt criteriu important in identificarea tulpinilor de bacterii in calitate de probiotice,
reprezintd activitatea antibacteriand (antagonistd) a monoculturilor de bacterii, testatd fatd de
bacteriile patogene (Tabelul 4. 3.). Metoda de determinare a activitatii antibacteriene/antagoniste
este descrisa in capitolul 2. De remarcat, cd activitatea antagonista se evalueaza in baza indicelui
de combatere a provocatorilor maladiilor diareice la subiectii umani si la animale (%).

Tabelul 4.3. Activitatea antagonisti a tulpinilor de enterococi, streptococi si lactococi,
izolate din tractul gastrointestinal al copiilor si animalelor agricole tinere, %

Cantitatea Indicele de combatare a patogenilor, %
monotulpinilor Genul
cercetate Escherichia coli Proteus vulgaris Staphylococcus aureus
Subiectii umani (copii)
301 Enterococcus 85,45-89,35 71,25-77,57 78,40-85,70
834 297 Streptococcus 72,35-79,69 69,64-75,40 74,55-82,60
236 Lactococcus 68,75-70,37 59,45-65,60 71,25-76,75
Animale - bovine
54 Enterococcus 81,39-85,62 64,40-68,59 69,27-75,37
120 37 Streptococcus 65,71-68,44 57,32-61,18 64,65-70,20
29 Lactococcus 58,39-63,25 63,46-66,31 56,78-61,58
Animale - porcine
209 Enterococcus 82,35-86,48 66,75-70,20 70,60-77,45
407 127 Streptococcus 67,46-69,37 62,57-68,32 66,51-71,25
71 Lactococcus 62,50-66,35 58,64-63,47 60,72-65,54

Rezultatele obtinute in urma testarii supernatantelor tulpinilor de Enterococcus,
Lactococcus si Streptococcus au relevat o activitate antimicrobiana inalta impotriva Escherichia
coli, Proteus vulgaris si Staphylococcus aureus (Tabelul 4.3).

De mentionat, ca datele au fost obtinute in proiectul 09.816.09.07A ,Elaborarea si

testarea noilor remedii medicamentoase pentru mentinerea coordonatd a bacteriocenozei
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intestinale la nivel sanogen”, sub conducerea dnei Maria Timosco si a prevazut efectuarea
testarilor utilizand bacterii patogene.

Rezultatele privind activitatea antagonista a tulpinilor izolate de enterococi, streptococi si
lactococi, manifestatd fatd de bacteriile patogene, releva acelasi tablou al modificarilor descris
pentru capacitatea adeziva a acestora. Activitatea antagonista a tulpinilor de microorganisme din
genurile Enterococcus, Streptococcus si Lactococcus, exprimata prin indicele de combatere a
escherichiilor, proteilor si stafilococilor in conditii in vitro, este diversa in functie de obiectul de
studiu (subiecti umani si animale) si in functie de tulpinile izolate.

Astfel, la subiectii umani (copii) se atestda o activitatea antagonista (antibacteriana) mai
mare a tuturor tulpinilor investigate (Enterococcus, Streptococcus si Lactococcus), comparativ
cu animalele (vitei si purcei). De exemplu, la tulpinile de enterococi de la subiectii umani,
valoarea indicelui de combatere a E. coli este in limita 85,45%-89,35%, a Proteus vulgaris — in
limita 71,25%-77,57% si a Staphylococcus aureus — in limita 78,40%-85,70%.

Activitatea antagonistd a tulpinilor izolate de enterococi din continutul intestinal de la
bovine (vitei tineri) si porcine (purcei tineri) este mai mica si constituie: fatd de E. coli —
81,39%-85,62% si 82,35%-86,48% respectiv; fatd de Proteus vulgaris — 64,40%-68,59% si
66,75%-70,20% respectiv, si fata de Staphylococcus aureus — 69,27%-75,37% si 70,60%-
77,45% respectiv.

Aceeasi tendinta (valori mai mari la tulpinile de microorganisme izolate de la subiectii
umani si mai mici la tulpinile din continutul intestinal al animalelor agricole) privind activitatea
antibacteriana a fost constatata si pentru tulpinile izolate de streptococi si lactococi (Tabelul
4.3.).

Dupa cum a fost mentionat anterior, o activitate antagonistd mai mare a fost stabilita
pentru tulpinile de enterococi, comparativ cu tulpinile de streptococi si lactococi (Tabelul 4.3.).

La subiectii umani, indicele de combatere a E. coli a tulpinilor de enterococi este de 1,1-
1,3 ori mai mare comparativ cu cel al tulpinilor de streptococi si lactococi. Corespunzator,
activitatea antagonista a enterococilor fata de Proteus vulgaris a fost de 1,0-1,2 ori mai mare, iar
fata de Staphylococcus aureus — de 1,0-1,1 ori mai mare.

O diferenta mai mare, de 1,2-1,4 ori, a valorii indicelui de combatere a E. coli a fost
atestatda intre tulpinile de enterococi si cele de streptococi si lactococi, izolate din continutul
intestinal al bovinelor si porcinelor.

La animale ca si la subiectii umani, indicele de combatere a Proteus vulgaris si
Staphylococcus aureus caracteristic tulpinilor de enterococi a fost de circa 1,0-1,2 ori mai mare

comparativ cu tulpinile de streptococi si lactococi (Tabelul 4.3.).
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Este cunoscut faptul cd activitatea antagonistd fatd de patogeni sau activitatea
antibacteriand a unor microorganisme este determinata de anumite substante — bacteriocine, care
sunt produse de acestea. Bacteriocinele produse de enterococi, numite enterocine, au o activitate
antibacteriand pronuntata, ceea ce ,,permite” intrebuintarea enterococilor (tulpinilor nepatogene)
in calitate de remedii alternative antibioticelor si/sau in calitate de preparate probiotice.

Datele obtinute referitor la activitatea antagonista a tulpinilor de enterococi izolate fie de
la subiectii umani, fie de la animalele de ferma confirma oportunitatea utilizarii lor ca remedii de
combatere a patogenilor ce provoaca disfunctii ale microflorei intestinale.

In acest context, trebuie de mentionat ci activitatea antagonista si capacitatea de adeziune
a tulpinilor de bacterii a fost studiati la general. Insa, fiecare tulpind de microorganisme poate
avea proprietati distincte. Mai mult, In componenta remediilor de origine bacteriand, inclusiv
probiotice, se includ anumite tulpini de microorganisme, ce intrunesc anumite caracteristici
inaintate fata de astfel de preparate, precum si cerintele legate de siguranta (sa fie nepatogene).

Reiesind din aceste considerente, din tulpinile izolate de Enterococcus, Lactococcus si
Streptococcus au fost selectate/evidentiate tulpini, care ulterior au fost din nou testate privind
capacitatea adeziva si activitatea antagonista.

Selectarea tulpinilor a fost efectuatd dupa principiul de fermentare sau scindare a
substraturilor specifice pentru fiecare tip de bacterie. De exemplu, tulpinile de enterococi se
determind dupa proprietatea lor de a fermenta sau de a scinda astfel de substraturi din mediul
nutritiv, precum gelatina, amidonul, hipuratul, esculina si arginina (Ksacuuko E.U.,
Hecrepenko O.A., 1975). Reactia individuald a tulpinilor izolate este prezentatd in anexa 4,
tabelele 1, 2 si 3.

Tulpinile selectate au fost divizate in conformitate cu sursa: subiectii umani si animale
(Tabelul 4.4.). Fiecare tulpind are un numar care coincide cu numarul de ordine pentru fiecare
obiect biologic din continutul intestinal al caruia au fost selectate tulpinile. Numerele de ordine
au fost notate separat pentru subiectii umani si pentru fiecare grupa de animale.

De remarcat, cd de la subiectii umani au fost selectate mai multe tulpini comparativ cu
animalele (Tabelul 4.4.).

Tabelul 4.4. Distributia tulpinilor de enterococi si lactococi dupi sursa

Sursa Tulpinile selectate (numarul)
Continutul intestinal de la 18; 25; 32; 46; 49; 58; 67; 70; 82; 85; 89; 93; 108; 112; 116
subiectii umani
Continutul intestinal de la animale | 13; 21; 37; 43; 55; 64; 74; 77; 97; 101; 129
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Principiul de selectare a tulpinilor prezentate in tabel a fost siguranta apartenentei tulpinii
la un anumit grup de bacterii acidolactice. De mentionat, ca in totalul tulpinilor selectate au fost
incluse monotulpini de enterococi si lactococi, din considerentele testirii comparative a
enterococilor cu lactococii, care au potential sanogen dovedit si sunt cu succes incluse in
preparate probiotice.

Tulpinile de enterococi si lactococi izolate din continutul intestinal uman si animal au fost
testate din nou privind capacitatea lor individuala de adeziune si activitatea
antagonistd/antibacteriana fatd de patogeni (Tabelul 4.5.).

Reiteram, ca capacitatea de adeziune si activitatea antagonistd a bacteriilor, reprezinta
proprietati importante (cruciale) in colonizarea tubului digestiv, ce determina interactiunea cu
epiteliul intestinal al organismului-gazda si influenteaza sistemul imunitar al acestuia si care
reprezinta proprietati importante n definirea preparatelor probiotice.

Rezultatele cercetdrii privind capacitatea adeziva a tulpinilor de enterococi si altor
bacterii acidolactice (lactococii) selectate au aratat un indice de adeziune cuprins in intervalul
2,81-4,67 (Tabelul 4.5.).

O capacitate de adeziune mai mare a fost identificatd la tulpinile de enterococi din
continutul intestinal uman, care variaza de la 3,18 pana la 4,67. La compararea acestui indice
dintre monotulpinile de enterococi si lactococi, au fost evidentiate valori identice pentru ambele
tipuri de bacterii. Astfel, indicele de adeziune a monotulpinilor de enterococi constituie 3,18-
4,67, iar a monotulpinilor de lactococi — 4,08-4,27. Cea mai mare valoare a indicelui de aderenta
a fost notata la tulpina de enterococi nr. 116, respectiv cu un indice de 4,67. Dintre tulpinile de
lactococi cea mai valoare a fost inregistratd pentru monotulpina cu nr. 25.

Indicele adeziunii tulpinilor de bacterii selectate din continutul intestinal animal variaza
de la 2,81 pana la 3,85, si a fost cercetat in comparatie la monotulpinile de enterococi si
lactococi. Cea mai mare valoare (3,85) a fost detectatd la tulpina de enterococi nr. 77. Dintre
tulpinile de enterococi selectate, capacitate adeziva mare a fost marcata si la monotulpina cu nr.
129 (3,65) si nr. 74 (3,72). Dintre tulpinile de lactococi, au fost evidentiata monotulpina cu nr.
37, la care indicele de adeziune a constituit 3,45 (Tabelul 4.5.).

Din perspectiva identificarii proprietatilor de probiotice, constatim cad tulpinile de
enterococi din continutul intestinal de la subiectii umani si animale au o capacitate de aderenta

nu mai micd, iar in unele cazuri chiar mai mare, comparativ cu lactococii.
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Tabelul 4.5. Capacitatea de adeziune a tulpinilor de bacterii acidolactice (enterococi si

lactococi) specifice tractului digestiv uman si animal

Numirul tulpinii izolate | Cantitatea de celule microbiene aderente pe | Indicele de adeziune
si testate suprafata a 25 de eritrocite native
Din continutul intestinal de la subiectii umani

Monotulpini de enterococi

18 102,50+3,50 3,18
49 103,50+3,50 4,14
58 103,00+2,00 4,12
70 104,00+3,00 4,16
89 99,50+3,50 3,98
108 102,50+3,50 4,10
112 104,00+3,00 4,16
116 116,75+2,25 4,67
Monotulpini de lactococi
25 106,7543,25 4,27
32 103,75+1,25 4,15
46 102,50+2,50 4,10
67 102,00+3,00 4,08
82 102,75+2,25 4,11
85 103,50+2,50 4,14
93 103,00+4,00 4,12

Din continutul intestinal de la animale
Monotulpini de enterococi

13 79,50+2,50 3,18
21 89,75+2,25 3,59
43 81,00+3,00 3,24
55 70,25+1,75 2,81
74 93,00+2,00 3,72
77 96,25+1,75 3,85
97 89,25+3,75 3,57
129 91,25+3,75 3,65
Monotulpini de lactococi
37 86,25+2,75 3,45
64 86,00+4,00 3,44
101 78,00+3,00 3,12

Tulpinile selectate, de asemenea, au fost studiate in aspectul activitatii antagoniste fata de
agenti patogeni. Activitatea antibacteriand a supernatantului culturii acestor tulpini a fost testata

fata de bacteriile Escherichia si Salmonella (Tabelul 4.6.).
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Tabelul 4.6. Activitatea antagonisti a tulpinilor izolate de enterococi si lactococi, specifice
tractului digestiv uman si animal

Numirul Numir absolut de celule microbiene per 1 ml de Indicele de combatere al
tulpinii de suspensie microbiana in logaritmi zecimali (Ig), patogenilor, %
enterococi inoculate impreuna cu bacterii din genul
izolate si Escherichia Salmonella Escherichia | Salmonella
testate la inceput | la final la inceput | la final
Din continutul intestinal de la subiectii umani
Monotulpini de enterococi
18 3,90+0,09 2,74+0,07 3,46+0,10 2,77+0,07 29,74 19,94
49 3,70+0,08 2,84+0,16 3,76+0,17 3,04+0,12 23,24 19,14
58 3,95+0,12 3,07+0,13 3,70+0,12 2,98+0,15 22,27 19,45
70 3,69+0,11 2,72+0,09 3,54+0,14 2,64+0,17 26,28 25,42
89 4,20+0,10 3,32+0,1 3,68+0,11 2,92+0,07 20,95 25,85
108 4,07+0,13 3,14+0,13 3,64+0,12 2,92+0,09 22,85 19,78
112 4,23+0,14 3,20+0,10 3,77+0,15 2,90+0,11 24,34 23,07
116 3,98+0,10 2,70+0,08 3,72+0,13 2,77£0,07 32,16 25,53
Monotulpini de lactococi
25 3,82+0,08 2,88+0,06 4,07+0,11 3,13+0,12 24,60 23,09
32 3,80+0,08 2,87+0,06 3,77+0,05 3,04+0,13 24,47 19,36
46 3,46+0,05 2,70+0,00 3,82+0,04 3,00+0,19 21,96 21,45
67 4,11£0,11 3,23+0,12 3,62+0,26 2,88+0,13 21,41 20,44
82 3,77+0,13 2,87+0,13 3,46+0,08 2,88+0,13 23,87 19,76
85 4,07+0,12 3,04+0,05 3,84+0,09 2,94+0,04 25,30 23,43
93 3,79+0,11 2,88+0,04 3,62+0,13 2,81+0,12 24,01 22,37
Din continutul intestinal de la animale
Monotulpini de enterococi
13 4,25+0,09 3,46+0,06 3,84+0,09 3,13+0,14 18,58 18,48
21 3,60+0,07 2,90+0,08 3,41+0,13 2,92+0,08 19,44 14,36
43 3,50+0,1 2,90+0,13 3,60+0,07 3,07+0,04 17,14 14,72
55 3,70+0,04 3,00+0,12 3,65+0,06 3,11+0,13 18,91 14,79
74 3,75+0,08 3,14+0,12 3,49+0,08 2,96+0,12 16,26 15,18
77 3,67+0,07 2,96+0,14 3,50+0,04 2,86+0,15 19,34 18,28
97 4,17+0,09 3,43+0,07 3,54+0,14 2,98+0,14 17,74 15,81
129 4,13+0,08 3,41+0,11 3,80+0,10 3,23+0,12 17,43 15,00
Monotulpini de lactococi
37 3,64+0,11 2,98+0,1 4,17+0,13 3,46+0,09 18,13 17,02
64 3,78+0,13 3,11+0,11 3,77+0,07 3,17+0,13 17,72 15,91
101 4,04+0,07 3,46+0,12 3,76+0,08 3,25+0,10 14,35 13,56

Datele privind capacitatea antagonista (Tabelul 4.6.) au indicat o activitate antibacteriana
inalta fata de agenti patogeni (Escherichia si Salmonella) manifestata de tulpinile de bacterii
(enterococi si lactococi) selectate din continutul intestinal uman, comparativ cu cele din tractul
digestiv animal.

Activitatea antagonista a tulpinilor de enterococi specifica tractului digestiv uman variaza
de la 20,95% pana la 32,16% fatd de Escherichia si de la 19,14% pana la 25,85% fata de
Salmonella (Tabelul 4.6). Cele mai eficiente tulpini in combaterea escherichiilor au fost cele cu

nr. 116 (31,16%), 18 (29,74%) si 70 (26,28%), iar in inhibarea salmonelei — tulpinile cu nr. 89
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(25,85%), 116 (25,53%) si 70 (25,42%). De remarcat, ca tulpina cu nr. 89 a avut cea mai mica
activitate de combatere a Escherichia si cea mai mare de control al Salmonelei, ceea ce oricum
nu ne permite de a recomanda aceastd tulpind in calitate de potential probiotic. Astfel, dintre
tulpinile selectate din continutul intestinal uman, cele mai inalte valori de control al patogenilor
au avut tulpinile cu nr. 116, pentru care coeficientul de control al Escherichia si Salmonella a
constituit 32,16% si respectiv 25,53% si tulpina cu nr. 70, pentru care coeficientul de control al
Escherichia a constituit 26,68% si al salmonelei — 25,42%.

Activitatea antagonista a tulpinilor de lactococi a fost la nivel de 21,41-25,30% fata de
escherichii si de 19,36-23,43% fatd de salmonela si este mai mica comparativ cu activitatea
antibacteriana a tulpinilor de enterococi.

La tulpinile de enterococi specifice tractului digestiv animal, coeficientul de
combatere/control al escherichiilor a variat de la 16,26% pana la 19,44%, iar cel al salmonelei de
la 15,18% pana la 18,48%. Cea mai mare activitate de combatere a escherichiei a fost stabilita
pentru tulpinile cu nr. 21 (19,44%), nr. 77 (19,34%) si nr. 13 (18,58%). Activitate antibacteriana
inaltd fatd de salmonela a fost depistata la tulpina cu nr. 13 (18,48%) si la tulpina cu nr. 77
(18,28%). Deci, cele mai eficiente tulpini, in aspectul inhibarii bacteriilor patogene s-au dovedit
a fi tulpinile cu nr. 77, la care coeficientul de inhibare al escherichiei a fost de 19,34%, si a
salmonelei respectiv de 18,28% si la tulpina cu nr. 13, la care coeficientul de inhibare al
escherichiei a fost de 18,58%, iar a salmonelei respectiv de 18,48%. Tulpina cu nr. 21 este mai
eficienta in combaterea escherichiei, dar nu si a salmonelei. Dintre tulpinile de lactococi
investigate cea mai mare activitate antibacteriana a fost notata pentru tulpina cu nr. 37, la care
coeficientul de inhibare al escherichiei a fost de 18,13%, si a salmonelei respectiv de 17,02%.

Pe baza datelor obtinute se poate afirma ca toate tulpinile de enterococi izolate pentru
prima data au evidentiat un anumit potential ce ar permite utilizarea lor ca probiotice, exprimat
prin capacitatea inaltd de adeziune si nivel ridicat de combatere a patogenilor (activitate
antagonista).

In baza analizei datelor privind atat capacitate de adeziune, cét si activitatea antagonisti
(antibacteriand) s-a constatat cd cei mai inalti indici au manifestat tulpina cu nr. 116 din
continutul intestinal uman si tulpina cu nr. 77 din continutul intestinal animal, care pot fi
recomandate pentru aplicarea ulterioara a lor in compozitii cu efect probiotic.

In continuare, au fost efectuate investigatii in conditii in vivo pe animale de laborator
(soareci albi), care au avut ca scop elucidarea actiunii asociatiilor noi de microorganisme
(compozitii), elaborate in baza tulpinilor de enterococi si a bacteriilor din genurile

Bifidobacterium si Lactobacillus in comparatie cu alte preparate microbiene. Testarea a fost
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efectuata in baza modificarii indicilor cantitativi ai unor reprezentanti microbieni intestinali cu
actiune sanogena si patogena (Bifidobacterium, Lactobacillus, Enterococcus, Escherichia,
Proteus) (Tabelul 4.7.).

Investigatiile au fost efectuate pe animale de laborator, soareci albi, care au fost divizati
in cinci grupe/ loturi a cate 10 animale in fiecare grupa. Lotul I a servit drept control; lotul II a
primit preparatul Bifidobacterin (pe baza de bifidobacterii); lotul 1l — a primit preparatul
Lacidofil WM (continand lactobacili); lotul IV — preparatul Bifiform (cuprinde bifidobacterii si
enterococi); grupa V — asociatia bacteriilor (compozitie bacterinad), elaborata in premiera pe
baza tulpinilor de microorganisme din genul Enterococcus (E. faecium) si din genurile
Bifidobacterium si Lactobacillus.

Toate preparatele au fost administrate oral, pe fondul dismicrobiosmului intestinal, timp
de 6 zile, cate 1 ml suspensie microbiana (1 miliard de celule microbiene) la 1 animal pe zi
(inainte de hranirea de dimineatd). Probele de continut intestinal diluat au fost studiate la
inceputul si sfarsitul experimentului (inainte si dupd 6 zile de administrare a preparatelor
microbiene studiate). Eficienta preparatelor microbiene administrate a fost evaluatd in baza
modificarii indicilor cantitativi ai microorganismelor din genurile: Bifidobacterium,
Lactobacillus, Escherichia, Proteus, Enterococcus, ca reprezentanti ai microbiocenozei
intestinale.

In lotul martor, pe durata experimentului, s-a observat o majorare a numarului de celulele
bacteriene, insa, aceastd majorare este determinata de factorii interni, intrucat animalele din lotul
martor nu au primit niciun remediu microbian. Mai mult, la animalele din grupa de control au
pastrat simptomele de dismicrobism, determinat de valori inalte ale bacteriilor Escherichia si
Proteus pe durata experimentului. De asemenea, pe fondalul dismicrobismului au fost atestate si
valori inalte ale enterococilor. Aceasta confirma constatarea anterioara ca in cazul disfunctiilor
intestinale, aceste bacterii au o corelatie pozitiva cu bacteriile patogene, isi maresc efectivul si la
randul sau pot manifesta actiune patogena.

La administrarea preparatelor microbiene cu actiune probiotica se observa o majorare a
efectivului bacteriilor genurile obligative (Bifidobacterium si Lactobacillus) si diminuarea celui
a bacteriilor facultative (Escherichia si Proteus). Specificul modificarilor enterococilor depinde
mai mult de cel al bacteriilor obligative, stabilindu-se un anumit coraport dintre acestea in

functie de preparatul administrat (Tabelul 4.7.).
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Tabelul 4.7. Indici cantitativi ai unor bacterii ale microbiocenozei intestinale (la soarecii

albi) la administrarea diferitor preparate microbiene

Loturile Grupele de Numarul de celule microbiene la 1 g | Deosebirea,
experimentale, | microorganisme de continut intestinal, logaritm comparativ cu: %
preparatul evaluate zecimal (Ig)
administrat la inceput la sfarsit datele | martor
initiale
| Bifidobacterium 7,20+0,12 7,82+0,10* +8,61
Martor Lactobacillus 6,11+0,11 6,77+0,11** +10,80
Escherichia 8,53+0,11 9,49+0,12*** +11,25
Proteus 3,04+0,10 4,14+0,08*** +26,18
Enterococcus 6,49+0,12 7,23+0,13** +11,40
I Bifidobacterium 7,17+0,08 9,41+0,07*** +31,24 +20,64
Bifidobacterin | Lactobacillus 6,88+0,12 7,72+0,09*** +12,20 +14,30
Escherichia 8,84+0,13 7,46%0,12%** -15,61 -21,39
Proteus 3,11+0,09 2,07£0,10%** -33,44 -50,00
Enterococcus 6,77+0,11 7,90+0,14*** +19,99 +9,26
Il Bifidobacterium 7,53+0,11 8,04+0,13* +8,05 +2,81
Lacidofil Lactobacillus 6,32+0,12 8,32+0,10%** +31,64 +22,89
Escherichia 8,96+0,10 7,54+0,14*** -15,84 -20,54
Proteus 3,00+0,13 1,23+0,12*** -59,00 -70,28
Enterococcus 6,84+0,15 7,04+0,13 +2,92 +2,62
v Bifidobacterium 7,234£0,13 9,20+0,12*** +18,03 +17,64
Bifiform Lactobacillus 6,63%0,11 7,70+£0,13*** +16,13 +13,73
Escherichia 8,68+0,12 6,82+0,10*** -21,42 -28,13
Proteus 3,07+0,11 1,17+0,10*** -61,88 -71,73
Enterococcus 6,54+0,14 8,62+0,10*** +31,80 | +19,22
\/ Bifidobacterium 7,60+0,10 9,47+0,13*** +24.,60 +21,09
Compozitie Lactobacillus 6,50+0,11 8,65+0,09*** +33,07 | +27,76
experimentald, | Escherichia 8,46+0,12 5,79+0,1 1 %** -28,25 | -38,98
‘EEIC?::'(;‘: Proteus 3,17+0,08 Q*** -100,0 | -100,0
entsrococi Enterococcus 6,32+0,13 8,88+0,12*** +40,50 +22,82

Nota: *— p<0,05(statistic semnificativ); **— p<0,01(statistic distinct semnificativ); ***— p<0,001 (statistic

foarte semnificativ).

In lotul TI, dupa administrarea preparatului Bifidobacterin, in continutul intestinal al

animalelor experimentale s-a constatat sporirea cantitatii de bifidobacterii cu circa 31% fata de

datele initiale si cu aproape 21% fata de valorile martorului, iar de lactobacili respectiv cu peste

12% si 14%. Nivelul cantitativ al escherichiilor si proteiilor a scazut cu circa 16% si 21% si

respectiv cu 33% si 50%. De mentionat, ca preparatul Bifidobacterin este elaborat pe baza

tulpinilor de bifidobacterii, ceea ce explica majorarea semnificativa a bifidobacteriilor. Indicii

numerici ai enterococilor s-au majorat cu circa 20 % fata de datele initiale si 9 % fatd de martor,
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ceea ce permite de a presupune cd preparatele pe bazd de bifidobacterii au actiune benefica
asupra mentinerii nivelului sanogen al enterococilor.

In lotul III, la evaluarea actiunii preparatului Lacidofil WM (pe baza de lactobacterii), s-a
stabilit sporirea nesemnificativa a nivelului bifidobacteriilor (cu circa 8% fata de datele initiale si
cu 2% fata de martor) si Sporirea esentiala a numarului de lactobacili (respectiv cu circa 32% si
23%). La fel, a scazut si nivelul cantitativ al bacteriilor patogene: a escherichiilor respectiv cu
aproximativ 16% si 21%, iar a proteiilor cu 59% si 70%. In acest caz, se mentioneazi ci
lactobacilii spre deosebire de bifidobacterii au o actiune de inhibare mai mare a patogenilor. De
asemenea, lactobacteriile practic nu influenteaza asupra enterococilor, efectivul acestora s-a
modificat neesential, fiind documentata majorarea cu circa 3% a cantitatii lor.

In lotul IV, in care a fost testat preparatul microbian Bifiform (pe baza bifidobactriilor si
enterococilor) a fost stabilitd majorarea bifidobacteriilor cu circa 18% si a lactobacteriilor de
pana la 16% si reducerea nivelului bacteriilor Escherichia, fatda de datele initiale si martor,
respectiv cu circa 21% si 28%, iar a bacteriilor Proteus cu circa 62% si 72%. La acest grup
experimental a fost inregistratd sporirea cu circa 32%, fatd de datele initiale si 19%, fata de
martor, a cantitatii enterococilor, care este mai mare comparativ cu aceleasi valori inregistrare in
lotul 11 i 111.

Testarea compozitiei microbiene in lotul V, elaborate in premiera pe baza tulpinilor noi
identificate de enterococi, a inregistrat cel mai benefic efect, stabilit in baza valorilor bacteriilor
obligative si facultative. Astfel, numarul celulelor de bifidobacterii, comparativ cu datele initiale
si cu grupa de control s-a majorat cu circa 25% si 21%; a lactobacililor cu 33% si 28%. Nivelul
bacteriilor patogene la acest lot experimental a scazut cel mai mult, fiind inregistratd diminuarea
cu circa 28-38% a cantitatii escherichiilor si cu 100% a cantitatii proteilor. De asemenea, la
administrarea compozitiei microbiene elaborate a fost atestatd majorarea cea mai mare a
efectivului enterococilor: cu circa 40% fata de datele initiale si cu 23% fata de martor.

Asadar, asociatia elaborata pentru prima data pe baza tulpinilor de microorganisme din
genul Enterococcus (ce au manifestat cele mai bune rezultate prividn capacitatea adeziva si
activitatea antagonista) si cele din genurile Bifidobacterium si Lactobacillus, a avut cel mai
benefic efect asupra microbiocenozei intestinale, dovedit prin majorarea indicilor numerici ai
bacteriilor obligative ce apartin genului Bifidobacterium si Lactobacillus. Compozitia
microbiana noua are o actiune mai mare de inhibare a bacteriilor patogene (Escherichia si
Proteus). Sporirea efectivului de enterococi, in acest caz, nu poate fi asociat cu anumite
disfunctii intestinale, deoarece coreleaza cu valorile ridicate ale bifidobacteriilor si lactobacililor

si cele diminuate ale escherichiilor si proteilor.
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Pe baza datelor obtinute, se poate sustine ca tulpinile de enterococi selectate pot fi
recomandate in compozitii microbiene cu actiune probiotica.

In acelasi timp, toate preparatele testate au avut un efect benefic asupra organismului
animal, prevenind aparitia si dezvoltarea disfunctiei diareice (la 100% dintre animalele testate),
in timp ce in lotul martor astfel de tulburari au fost inregistrate la 80% dintre animale si restul

20% — dismicrobism intestinal (datele nu sunt prezentate).

4.2. Compatibilitatea enterococilor cu alte bacterii specifice microbiocenozei tubului
digestiv

Un alt obiectiv al cercetdrilor ce vizeazd determinarea si identificarea tulpinilor de
enterococilor intestinali cu alti reprezentanti ai microbiocenozei tubului digestiv, in special, cu
cele din genurile considerate ca principale si obligative pentru aceasta cavitate a
macroorganismului (Bifidobacterium si Lactobacillus), in comparatie cu bacteriile coliforme ce
apartin genului Lactococcus si Streptococcus din considerentele expuse anterior.

Se cunoaste, ca sanatatea tubului digestiv in mare parte este determinata de echilibrul
,»,sanatos” dintre membrii microbiotei intestinale, de diversitatea sa microbiana si metabolitii
acestora, care la randul sau determina raspunsurile imune (reglatoare sau antiinflamatorii). Orice
perturbare a acestui echilibru, fie in rezultatul administrarii medicamentelor, in special a
antibioticelor, fie ca urmare a aportului scazut de fibre sau a altor afectiuni, induce modificari ale
compozitiei microbiotei intestinale, cunoscute sub termenul de disbioza intestinala (Martin A. et
al., 2023).
stabileste un ecosistem complex, ce determina sanatatea tubului digestiv. Microbii intestinali se
angajeaza in multiple interactiuni, dintre care unele pot fi pozitive, cum ar fi schimbul de
metaboliti utili sau negative, cum ar fi competitia pentru nutrienti sau eliberarea de substante
antimicrobiene.

Compatibilitatea sau interactiunea enterococilor cu alti reprezentanti ai microflorei
intestinale prezinta interes si din aspectul semnificatiei duale ale acestor bacterii — ca comensali
si agenti patogeni nosocomiali.

Manipularea microbiomului intestinal pentru a preveni raspandirea tulpinilor bacteriene
rezistente la antibiotice, sustinand in acelasi timp ecosistemul sensibil intestinal, este o sarcina
destul de dificila ce sta in fata terapiilor inovative. Elucidarea mecanismelor care stau la baza

intercomunicarii dintre bacteriile intestinale va permite de a dezvolta tehnici/strategii de
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restabilire a microbiotei intestinale la o stare sanatoasa pentru a contracara, in acest mod, aparitia
continua a microorganismelor rezistente la antibiotice.

Compatibilitatea enterococilor a fost testatd experimental in conditii in vitro. In scopul
studiu a servit suspensia microbiana de enterococi, streptococi si lactococi intestinali, care a fost
inoculata separat si in comun cu reprezentantii genului Bifidobacterium si Lactobacillus. Au fost
realizate doud serii de experimente. In prima serie a fost determinati compatibilitatea
enterococilor cu 5 specii de bifidobacterii, in baza indicilor cantitativi ai acestora (Tabelul 4.8.).
De asemenea, compatibilitatea enterococilor a fost elucidata in comparatie cu cea a
streptococilor si lactococilor. In a doua serie au fost studiati aceiasi indici ai bacteriilor coliforme
(enterococi, streptococi si lactococi) inoculati separat si in comun cu cinci specii de lactobacili
(Tabelul 4.9.).

In ambele serii de experimente, mostrele au fost divizate in 4 loturi. Lotul | a servit drept
martor, in care speciile de bacterii au fost inoculate separat. In lotul II, specia E. faecium, a fost
inoculata cu 5 specii de bifidobacterii si respectiv cu 5 specii de lactobacili, fiind determinata
compatibilitatea enterococilor cu bifidobacteriile si lactobacilii. In Lotul III, specia S.
thermophilus a fost inoculata cu 5 specii de bifidobacterii si 5 specii de lactobacili, fiind
determinatd compatibilitatea streptococilor cu bifidobacteriile si respectiv cu lactobacilii in
comparatie cu cea a enterococilor. In lotul IV, specia de L. lactis a fost inoculati cu 5 specii de
bifidobacterii si 5 specii de lactobacili, fiind determinatd compatibilitatea lactococilor cu
bifidobacteriile si respectiv cu lactobacilii in comparatie cu cea a enterococilor (Tabelele 4.8. si
4.9)).

Toate mostrele de suspensie microbiana ale bacteriilor inoculate au fost supuse incubarii
la temperatura de (37)1 °C timp de 72 de ore, apoi numararii cantitatii de colonii crescute pe
medii nutritive selective. La finele experimentelor s-a calculat cantitatea de celule microbiene la
1 ml de suspensie microbiand inoculatd, iar rezultatele obtinute sunt exprimate in logaritmi
zecimali (lg/1 ml).

Datele tabelului 4.8. au permis sd afirmam ca toate speciile de bacterii coliforme (E.
faecium, S. thermophilus si L. lactis), izolate din tubul digestiv uman, sunt compatibile cu
bifidobacteriile utilizate in calitate de test-microbi, iar in unele cazuri se observa chiar si 0
actiune stimulatorie asupra acestui tip de bacterii.
inaltd cu B. bifidum si B. breve, marcata prin cresterea indicelui numeric al acestora respectiv cu

7,2% si 4,8%. Cu celelalte specii de bifidobacterii din nou se atestd o compatibilitate buna,
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determinata prin mentinerea la un nivel identic cu martorul a numarului de B. adolescentis si 0
majorare nesemnificativd a cantitatii de B. infantis (cu 1,6%) si B. longum (cu 1,2%). De
asemenea, nivelul numeric al enterococilor (E. faecium) la inocularea in comun cu
bifidobacteriile s-a majorat cu 1,7%, ceea ce iarasi denota despre gradul de conexiune dintre

aceste bacterii.

Tabelul 4.8. Nivelul de compatibilitate a E. faecium, S. thermophilus si L. lactis cu
bifidobacteriile obligative tubului digestiv uman

Cantitatea de celule
NI Speciile microbiene la 1 ml de Deosebirea,
Lot . de bacterii suspensie microbiana, comparativ cu
mostrei ) L
determinate logaritmi zecimali martorul, %
(Ig/ml)
1 Bifidobacterium infantis 10,30+0,33
2 Bifidobacterium bifidum 9,88+0,22
3 Bifidobacterium adolescentis 9,63+0,25
I 4 Bifidobacterium breve 9,43+0,26
5 Bifidobacterium longum 10,20+0,22
6 Streptococcus thermophilus 9,88+0,24
7 Enterococcus faecium 8,63%0,20
8 Lactococcus lactis 8,92+0,22
1 Bifidobacterium infantis 10,46+0,14 +1,55
2 Bifidobacterium bifidum 10,59+0,15 +7,18
I 3 Bifidobacterium adolescentis 9,67+0,11 +0,10
4 Bifidobacterium breve 9,88+0,10 +4,77
5 Bifidobacterium longum 10,32+0,13 +1,17
6 Enterococcus faecium 8,78+0,25 +1,73
1 Bifidobacterium infantis 9,97+0,12 -3,20
2 Bifidobacterium bfidum 9,82+0,12 -0,60
i 3 Bifidobacterium adolescentis 9,88+0,13 +2,59
4 Bifidobacterium breve 9,90+0,15 +4,98
5 Bifidobacterium longum 9,92+0,11 -2,74
6 Streptococcus thermophilus 8,46+0,22 -14,37
1 Bifidobacterium infantis 10,65+0,09 +3,39
2 Bifidobacterium bifidum 10,20+0,14 +3,23
Y 3 Bifidobacterium adolescentis 9,76+0,12 +1,34
4 Bifidobacterium breve 9,77+0,14 +3,60
5 Bifidobacterium longum 10,41+0,12 +2,05
6 Lactococcus lactis 9,17+0,24 +2,80

Specia de streptococi S. thermophilus, la general, a manifestat o compatibilitate mai joasa
comparativ cu cea a enterococilor. Cea mai negativa corelatie s-a constatat intre S. thermophilus
cu B. infantis (micsorare cu 3,2% a indicelui numeric) si cu B. longum (micsorare cu 2,7% a

indicelui numeric). Nivelul cantitativ al B. bifidum, este influentat nesemnificativ de streptococi.
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Totusi, la inocularea S. thermophilus cu bifidobacteriile a fost observata o majorare cu 2,59% a
numarului de bacterii B. adolescentis si cu 4,98% a bacteriilor speciei B. breve, care este mai
mare in comparatie cu lotul II, in care s-a efectuat inocularea cu enterococi. Insi, faptul ci
nivelul cantitativ al S. thermophilus scade aproximativ cu 14,4% comparativ cu martorul, denota
despre incompatibilitatea streptococilor cu bifidobacteriile. Mai mult, putem presupune ca
anume bifidobacteriile inhiba dezvoltarea streptococilor.

in lotul III, la inocularea bifidobacteriilor cu reprezentatntul lactococilor — L. lactis, se
atestd cea mai buna compatibilitate (cu toate speciile de bifidobacterii), comparativ cu
enterococii si streptococii. Astfel, la cultivarea speciei L. lactis cu bifidobacteriile s-a remarcat
majorarea nivelului cantitativ al B. infantis cu 3,4%, a B. bifidum cu 3,2%, a B. adolescentis cu
1,3%, a B. breve cu 3,6% si a B. longum cu 2,1%. De asemenea, si cantitatea bacteriilor de L.
lactis a crescut cu aproximativ 3%, fiind doveditad actiunea reciproca pozitiva dintre aceste
bacterii.

In baza datelor obtinute putem afirma ci dintre bacteriile coliforme, enterococii (E.
faecium) au un nivel bun de compatibilitate cu bifidobacteriile, identic cu cel al lactococilor (L.
lactis) si mai mare comparativ cu cel al streptococilor (S. thermophilus).

La analiza datelor privind compatibilitatea cu cele 5 specii de lactobacterii s-a constat din
nou corelatia pozitiva a lor cu reprezentantul enterococilor si lactococilor (Tabelul 4.9.).

In lotul II, inocularea E. faecium cu lactobacteriile a determinat majorarea nivelului
cantitativ al acestora comparativ cu lotul martor, dupa cum urmeaza: a L. acidophilus cu 4,4%; a
L. helveticus cu 1,3%; a L. coryniformis cu 1,2%; a L. fermentum cu 4,5% si a L. plantarum cu
3,65%. Totodata, cantitatea de celule de E. faecium a crescut, fata de valorile lotului martor, cu
2,4%, ceea ce indica la compatibilitatea acestor doua grupe de bacterii.

Inocularea S. thermophilus in comun cu 5 specii de lactobacili (lotul III), a indus o
majorare mai mare a L. helveticus (cu 4,2%) si a L. fermentum (cu 4,0%), precum si una
nesemnificativa a L. plantarum (cu 1,6%) si L. acidophilus (cu 0,6%). in cazul L. coryniformis a
fost stabilitd o diminuare a cantitatii cu aproximativ 2%. Nivelul S. thermophilus nu s-a
modificat esential, fiind constatata o majorare de 0,5% fatd de martor. Aceste date denotd ca
asupra unor specii de lactobacili reprezentantul streptococilor are actiune de stimulare a
efectivului (L. helveticus si L. fermentum), asupra altora — de mentinere la un nivel stabil (L.
plantarum si L. acidophilus) si de inhibare a L. coryniformis. La randul sau lactobacilii fata de S.
thermophilus manifesta o actiune neutra (de stabilizare).

Comportamentul bacteriilor in lotul IV, la inocularea L. lactis cu lactobacteriile a relevat

compatibilitatea cea mai buna, comparativ cu cea a enterococilor si streptococilor, fiind
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documentata o majorare a nivelului de celule bacteriene pentru toate speciile. Astfel, cantitatea
celulelor de L. acidophilus s-a majorat cu 2,4%; de L. helveticus cu 7,0%; de L. coryniformis cu
6%; de L. fermentum cu 8,2% si de L. plantarum cu 8,0%. La randul sau lactobacilii au influentat
pozitiv si efectivul L. lactis, contribuind la o sporire cu aproximativ 5% fata de martor, ceea ce
denota despre compatibilitatea inalta a lor.

Tabelul 4.9. Nivelul de compatibilitate a E. faecium, S. thermophilus si L. lactis cu
lactobacili obligativi tubului digestiv uman

. .. Cantitatea de celule microbiene | Deosebirea,
Sub Speciile de bacterii . . .
seria Lotul determinate lal ml d_e sus_pen§|e microbiana, | comparativ cu
logaritmi zecimali (Ig/ml) martorul, %
1 Lactobacillus acidophilus 8,58+0,28
2 Lactobacillus helveticus 8,38+0,25
3 Lactobacillus coryniformis 7,73+0,26
4 Lactobacillus fermentum 7,46+0,21
5 Lactobacillus plantarum 7,38+0,25
6 Streptococcus thermophilus 8,78+0,24
7 Enterococcus faecium 8,65+0,20
8 Lactococcus lactis 8,92+0,22
1 Lactobacillus acidophilus 8,96+0,25 +4,42
2 Lactobacillus helveticus 8,49+0,21 +1,31
3 Lactobacillus coryniformis 7,8240,23 +1,16
| 4 Lactobacillus fermentum 7,80+0,21 +4,55
5 Lactobacillus plantarum 7,65+0,20 +3,65
6 Enterococcus faecium 8,86+0,25 +2,42
1 Lactobacillus acidophilus 8,63+0,25 +0,58
2 Lactobacillus. helveticus 8,73+0,24 +4,17
3 Lactobacillus coryniformis 7,59+0,28 1,81
| 4 Lactobacillus fermentum 7,76+0,25 +4,02
5 Lactobacillus plantarum 7,50+0,19 +1,62
6 Streptococcus thermophilus 8,82+0,22 +0,45
1 Lactobacillus acidophilus 8,79+0,21 +2,44
2 Lactobacillus helveticus 8,96+0,24 +6,92
3 Lactobacillus coryniformis 8,17+0,30 +5,69
V 4 Lactobacillus fermentum 8,07+0,28 +8,17
5 Lactobacillus plantarum 7,96:0,31 +7,85
6 Lactococcus lactis 8,30+0,22 +4,79

Asadar, in baza rezultatelor obtinute, s-a stabilit ca enterococii (E. faecium) au un nivel
inalt de compatibilitate cu reprezentantii microbieni din genurile obligative (Bifidobacterium si

Lactobacillus) comparabil cu cel al lactococilor (L. lactis).
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Aceasta a determinat elaborarea unor noi asociatii microbiene cu actiune probiotica, in
componenta carora au fost incluse tulpini de enterococi si lactococi, intrucat aceste grupe de
bacterii au demonstrat compatibilitate sporita cu bifidobacteriile si lactobacilii.

Compozitii microbiene elaborate au fost testate in experimente pe cobai in calitate de
animale model, care au fost divizati in 3 loturi: in lotul I (martor) animalele nu au primit niciun
remediu de origine bacteriand; in lotul Il animalele au primit o compozitie microbiana alcatuita
din o tulpind de lactococi, una de lactobacili (lactobacterii) si doua de bifidobacterii, iar cele din
lotul 111 — 0 compozitie microbiana alcatuita dintr-o tulpina de enterococi, una de lactobacili si
una de bifidobacterii. Detaliat schema experimentului este descrisa in capitolul 2.

Prin aceastd serie de experimente s-a propus de a elucida efectul compozitiilor noi de
bacterii ce contineau enterococi si lactococi asupra bacteriilor obligative (Bifidobacterium si
Lactobacillus) si bacteriilor patogene (Escherichia si Proteus), precum si asupra enterococilor.
De mentionat, ca toate compozitiile au fost administrate oral, pe fondul dismicrobiosmului
intestinal (caracterizat prin nivelul mai mic de bifidobacterii si lactobacili si nivel ridicat de
Escherichia si Proteus). De la toate animalele au fost colectate mostre de continut intestinal
(rectal), care au fost inoculate pe medii selective pentru bifidobacterii, lactobacterii, lactococi si
enterococi.

La animalele din lotul martor se observa o majorare a numarului de celule microbiene
fata de datele initiale, mentinandu-se acelasi raport cantitativ dintre bacteriile benefice si cele
patogene, adicd starea de dismicrobism (Tabelul 4.10.).

In lotul II, in continutul intestinal al animalelor experimentale, care au primit asociatia
microbiana, ce continea lactococi, lactobacili si bifidobacterii, s-a constatat 0 majorare a valorii
numerice a bifidobacteriilor si lactobacililor cu 87% si respectiv 100% fata de datele initiale
(pana la administrarea preparatului) si cu 86% si respectiv 88% fata de aceleasi valori la
animalele din lotul martor. Fatd de patogeni, remediul testat in lotul II a avut o actiune de
inhibare cu circa 35% a escherichiilor si cu circa 77% a proteilor, in comparatie cu datele initiale
si cu martorul. De asemenea, s-a constatat o diminuare a efectivului de enterococi, cu circa 26-

27%, care este mai mica fata de cea a eschericiilor si proteilor (Tabelul 4.10.).

Administrarea asociatiei (compozitiei) microbiene ce continea enterococi, lactobacili si

bifidobacterii (lotul 111) a determinat o sporire a nivelului cantitativ al bifidobacteriilor si

£

lactobacililor cu aproximativ 100%, atat fata de valorile initiale (la Inceputul experimentului), cat
si comparativ cu valorile Tnregistrate la animalele din lotul martor. Asociatia microbianad testata
in lotul III a avut cea mai mare actiune de inhibare a Escherichia (cu circa 40%) si Proteus (cu

circa 79% fata de datele initiale si 98% fata de martor). Nivelul enterococilor, de asemenea, a
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diminuat, fiind atestat aproximativ acelasi grad de inhibare ca si in lotul II, de aproximativ 26-
28% (Tabelul 4.10.).

Tabelul 4.10. Indicii cantitativi ai microorganismelor intestinale la cobai la administrarea
asociatiilor microbiene nou elaborate

Numﬁ;ul de celu_le m[crobi_ene (lg) la Deosebirea, %
. g de continut intestinal
Lotul Genurile de Comparativ
animalelor bacterii - . Comparativ
Initial Final cu datele
{ o cu martor
initiale
Bifidobacterium 4,34+0,14 4,50+0,13 +3,68
Lactobacillus 4,17+0,15 4,59+0,14 +10,07
| Escherichia 8,83+0,16 8,88+0,15 +0,56
Proteus 5,11%0,15 5,23+0,14 +2,34
Enterococcus 8,74+0,14 8,92+0,13 +2,05
Bifidobacterium 4,47+0,12 8,36+0,11*** +87,02 +85,77
Lactobacillus 4,32+0,15 8,64+0,08*** +100,00 +88,23
I Escherichia 8,81+0,13 5,73£0,15%*** 34,96 35,47
Proteus 5,04+0,11 1,174£0,07*** 76,78 77,62
Enterococcus 8,80+0,16 6,49+0,13*** 26,25 27,24
Bifidobacterium 4,53+0,15 9,04+0,09*** +99,55 +100,88
Lactobacillus 4,43+0,13 9,1740,07*** +100,00 +99,78
Il Escherichia 8,90+0,16 5,32+0,14*** 40,22 40,09
Proteus 5,20+0,12 1,07+0,08*** 79,42 98,08
Enterococcus 8,77+0,14 6,41+0,11*** 26,90 28,13

Nota: *— p<0,05(statistic semnificativ); **— p<0,01(statistic distinct semnificativ); ***— p<0,001 (statistic
foarte semnificativ).

Aceste modificari ale efectivului de bacterii obligative si facultative denota despre
actiunea benefica a compozitiilor microbiene experimentate. De remarcat, ca preparatul ce
continea enterococi a avut cea mai mare actiune de inhibare a bacteriilor patogene.

Totodata, micsorarea continutului enterococilor cu 26%-28% (care este mai mica
comparativ cu cea a escherichiilor si proteilor), indica faptul ca aceste bacterii, la actiunea
compozitiilor microbiene noi, ating un nivelul sanogen, determinat de un anumit coraport atat cu
reprezentantii bacteriilor benefice, obligative tubului digestiv, cat si cu bacteriile patogene.

In baza datelor obtinute, considerdm, ci pe langa bacteriile obligative (Bifidobacterium si
Lactobacillus) este oportun de a include in componenta remediilor cu actiune probiotica
(sanogena) si unii comensali, cum ar fi enterococii si lactococii, care fiind parte a compozitiilor
(asociatiilor) microbiene testate au contribuit la eliminarea dismicrobismului si stabilirea

eubiozei intestinale.
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4.3. Influenta unor noi compozitii microbiene pe bazi de enterococi asupra
anumitor parametri functionali la animalele de interes economic (animale agricole)

Securitatea alimentara se refera nu numai la furnizarea de alimente suficiente populatiei,
ci si la asigurarea cu alimente de inalta calitate. Laptele, carnea si oudle (alimentele de origine
animald) sunt una dintre cele mai bune surse de proteine si micronutrienti de inalta calitate care
sunt esentiali pentru dezvoltarea normala si sanatate (Smith J. et al., 2013). Astfel, imbunatatirea
calitatii produselor de origine animald reprezintd un aspect important al cresterii animalelor
avand ca obiective sporirea valorii nutritive, asigurarea sanatatii consumatorilor si optimizarea
caracteristicilor de procesare.

Sanatatea animalelor de interes economic (animale si pasari de ferma) reprezintd o cerinta
esentiala pentru a obtine alimente sigure si de buna calitate. Astfel, un obiectiv major in
asigurarea unei productii animaliere calitative reprezinta cel ce vizeaza eliminarea bolilor
(Collins J.D., Wall P.G., 2004).

Functionalitatea eficientd a tractului gastrointestinal si sandtatea acestuia sunt factori
importanti in determinarea performantei animalelor (Kogut M.H., Arsenault R.J., 2016). Prin
sustinerea functionalitatii tractului gastrointestinal al animalelor de ferma, pot fi imbunatati astfel
de parametri precum cresterea in greutate a animalelor, ceea ce duce la majorarea randamentelor
de procesare.

Conceptul de ,,sandtate intestinala” sau ,,sdnatatea tubului digestiv’” devine unul de interes
major in domeniul stiintelor zootehnice si a zootehniel, si se referd, in mare parte, la astfel de
aspecte ce promoveaza performanta si bunastarea animalelor, cum ar fi: dieta, structura si functia
eficientd a barierei gastrointestinale, interactiunea gazdei cu microbiota gastrointestinala, digestia
si absorbtia eficientd a furajului si statutul imunitar inalt (Celi P. et al., 2017). Se crede ca
aparitia multor boli la animalele de ferma se datoreazd dereglarilor ce intervin la nivelul
microbiotei intestinale (Lee I.K. et al., 2016).

Este cunoscut faptul ca in toate cavitatile organismului animal la diferite grupe de varsta
este caracteristic o anumita microflora rezidenta (obligativd), care indeplineste o functie de
protectie, enzimaticd si sinteticd in viata organismului. Cu toate acestea, imediat dupd nastere,
microflora specificd unui animal adult patrunde in tractul digestiv steril al animalelor nou-
nascute, care in majoritatea cazurilor sunt microorganisme de putrefactie, conditionat-patogene
si patogene, ducand deseori la moartea animalelor de ferma tinere (Mcaes B.B. u ap., 2010).

Conform datelor statistice, bolile gastrointestinale majore provocate de microorganismele
patogene, care sunt raspandite in randul purceilor cu varsta cuprinsa intre 5-15 si 26-40 de zile,

provoacd mari daune economice fermelor de porci inclusiv si celor din Republica Moldova
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(Timosco M., 1990). La purceii sugari, aceste boli se manifesta printr-un soc microbian, iar la cei
intarcati — ca dishioza (Carol-Dumitriu E. si al., 1981).

In acest sens, cercetirile ulterioare vizeaza identificarea metodelor de majorare a
rezistentei naturale si a productivitatii animalelor tinere de ferma.

De asemenea, a fost stabilit rolul pozitiv al microflorei intestinale rezidente in cresterea

generale a organismului animal (Park H. et al., 2018; Rovira J., Melero B., 2018).

Astfel, un obiectiv al cercetarilor efectuate a fost de a studia actiunea monoculturilor si
asociatiilor de microorganisme nepatogene din genurile Bifidobacterium, Enterococcus si
Lacobacillus asupra unor parametri ai functionalitatii organismului animalelor, precum si efectul
acestora asupra procesului de multiplicare si dezvoltare a enterococilor intestinali la vitei si
purcei. Enterococii intestinali fac parte din speciile de microorganisme obligative ale florei
intestinale, care pot influenta sanatatea animalelor de ferma, si respectiv, pot contribui la
majorarea productivitatii in conditii industriale.

Datele descrise in acest subcapitol reprezintd rezultatul cercetarilor de mai multi ani,
efectuate in cadrul Institutului de Fiziologie si Sanocreatologie de catre grupul de cercetare
condus de dr.hab., prof.cerc. Maria Timosco, si au fost preconizate initial sa fie incluse in
lucrare, in rezultatul promovarii proiectului de doctorat, intrucat contin rezultate ce vizeaza
enterococii, fiind astfel respectate normele legate de etica si deontologia cercetarii.

Dupa cum a fost mentionat anterior, microbiota tractului digestiv influenteaza
semnificativ cresterea si dezvoltarea animalelor, in special la etapele initiale (animalele tinere) si
joacd un rol important in rezistenta animalelor la bolile infectioase. Formarea cat mai rapida a
unei microbiote obligative, benefice organismului constd in functia de barierd a acesteia, ce
consta 1n capacitatea de a preveni implantarea microbilor alohtoni in tractul gastrointestinal.

In acest aspect, in experimente pe vitei a fost investigati actiunea asociatiei de
microorganisme a cinci specii obligative caracteristice acestor animale, cu o0 capacitate
antagonista sporita: Bifidobacterium longum var. longum, Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus fermentum, Enterococcus bovis si Enterococcus lactis. Pentru aceasta, 30 de vitei
au fost Impartiti in trei loturi a cate 10 in fiecare. Primul lot a inclus animale clinic sanatoase;
lotul Il — vitei cu disfunctii intestinale (contaminarea cu asociatii de bacterii din genurile
conditionat-patogene: Clostridium, Proteus, Staphylococcus si Escherichia); lotul 111 — vitei
identici lotului 1l (conform statutului clinic), dar care au primit peroral compozitii microbiene in
baza asociatiei de microorganisme a cinci specii obligative viteilor cu o capacitate antagonista

sporita (selectionate in experimentele gnotobiologice: Bifidobacterium longum var. longum,
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Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus fermentum, Enterococcus bovis si Enterococcus lactis).
Asociatia microbiana supusa testarii a fost administrata peroral, imediat dupa nasterea viteilor,
cu 30 min inaintea primirii colostrului si apoi odata in zi, peste o zi, pana la varsta de 9 zile,
adica de 5 ori. Animalele au fost supravegheate timp de 30 de zile.

In primul rand, a fost determinati masa corporala a viteilor la nastere si dupa 30 de zile
de administrare a asociatiilor de microorganisme testate (Tabelul 4.11.).

S-a observat ca energia de crestere a viteilor din lotul 11l este mai mare comparativ cu
viteii din lotul martor. Cresterea in greutate la lotul III de animale a fost de 15,03 kg, la lotul
martor — 13,63 kg si la lotul 11 — 12,22 kg.

Tabel 4.11. Masa corporala a viteilor la nastere si dupi 30 de zile de administrare a
asociatiilor de microorganisme testate

Masa corporald, kg

Loturile experimentale

Viteii nou-néascuti Vitei de 30 de zile

| 28,5+0,02 42,12+0,2%
I 29,9+0,01 42,140,12
i 31,3+0,04 46,33+0,02*

Nota: autenticitatea dintre viteii nou-nascuti si viteii de 30 de zile — * p>0,05; ** p>0,01

Astfel, cresterea zilnica in greutate este de 454,33 g (0,454 kg) la lotul martor, la lotul Il
(animalele cu disfunctie intestinald) — 407,33 g (0,407 kg) si la lotul 111 — 501 g (0,501 kg).

Un alt parametru investigat a fost valoarea numericd a enterococilor intestinali (tabelul
4.12)).

Tabelul 4.12. Nivelul cantitativ al enterococilor intestinali la vitei cu si fara disfunctii
intestinale (Ig la 1g de continut intestinal)

Lotul Varsta (zile)
1 4 7 15 30
| 1,25+0,09 3,34+0,12 5,78+0,1 6,19+0,11 5,47+0,12
1 4,12+0,09 9,76+0,12 9,9+0,11 9,49+0,14 9,21+0,11
Il 6,5+0,1** 8,4+0,07* 8,7+0,09 6,9+0,13* 6,4+0,09*

Nota: Rezultatele sunt autentice: *) p<0,02; **) p<0,05.

In conformitate cu datele prezentate in tabelul 4.12, este evidentd diferenta intre indicii
cantitativi ai enterococilor in continutul intestinal al animalelor din loturile experimentale. In
lotul 1, care include animale sandtoase, nivelul enterococilor in primele zile de viatd este mic,
insd, atinge valori mai inalte la varsta de 15 zile, dupa care, la varsta de 30 de zile indicii

cantitativi ai enterococilor marcheaza valori, ce au fost notate pentru varsta de 7 zile.
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La animalele din lotul Il, animale cu disfunctii intestinale, pe parcursul perioadei de
investigare (30 de zile) s-a observat majorarea valorii numerice a enterococilor, maximum fiind
inregistrat la viteii cu varsta de 7 zile.

La viteii din lotul III, carora le-a fost administrata compozitia in baza asociatiei de
microorganisme obligative, continutul maxim al enterococilor se atesta in primele 7 zile de viata,
dupa care, nivelul cantitativ al lor atinge valori caracteristice animalelor sanatoase din lotul I
(Tabelul 4.12.).

Totodata s-a stabilit, ca in primele 7 zile de viata, la viteii din lotul Ill, care au primit
asociatia de microorganisme obligative, au disparut simptomele diareice. La animalele din lotul
I, simptomele diareice, ce se caracterizau prin 100% de dismicrobism, s-au manifestat pana la
varsta de 20 de zile, cauzand slabirea rezistentei generale, deshidratarea macroorganismului, ca
urmare determinand mortalitatea la 30% de vitei. Aceasta denota despre posibilitatea dezvoltarii
disfunctiilor intestinale, in cazul cand la animalele tinere nu se formeaza la timp microbiota
benefica.

Determinarea indicilor rezistentei generale ai viteilor din loturile experimentale (Tabelul
4.13.) releva prevalarea activitatii bactericide a serului sanguin la viteii lotului 11l comparativ cu
cei din lotul I si II la varsta de 15 zile (respectiv cu 18,4% si 15,84%) si 30 zile (respectiv cu
5,84% si 11,36%).

Tabelul 4.13. Indicii rezistentei generale la viteii fara si cu disfunctii intestinale si la
actiunea asociatiei policomponente de microorganisme din genurile obligative tractului
gastrointestinal

Indicii cercetayi Lotul Virsta animalelor, zile
experimental 15 30
Activitatea bactericida a serului | 83,3+1,28 94,2+0,82
sanguin, % 1 81,5+0,9 89,0+0,87
Il 96,5+0,93* 96,0+1,37
Rezerva alcalina a sangelui | 370,0+7,06 376,7+12,44
(Bicarbonat, sange), mg/% 1 320,0+9,98 360,0+11,16
Il 355,0+12,33* 388,0+7,2*
Nivelul de glucoza in sange, | 96,7+0,95 103,8+1,4
mg/% 1 79,24+0,89 98.,4+1,47
Il 104,9+1,06* 109,3+1,3*

Nota: *)P<0,05.

Conform datelor privind indicii rezervei alcaline a sangelui diferentele dintre loturile
experimentale si in functie de varsta animalelor nu au fost neesentiale. La varsta de 30 de zile
acest indice era mai mare la viteii din lotul Il respectiv cu 3,03% si 7,78%, comparativ cu cei

din loturile I si 1.
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Nivelul glucozei la animalele care au primit asociatii policomponente de microorganisme
in baza speciilor obligative tractului gastrointestinal (lotul III) la varsta de 15 zile a fost cu 8,48%
si 32,45% mai mare fata de nivelul respectiv din loturile I si II. La varsta de 30 de zile, aceasta
diferenta a constituit 5,3% si 11,08% respectiv.

Deci, influinta compozitiei in baza asociatiei de mircroorganisme (ce contine si specii de
enterococi) asupra organismului viteilor tineri (in primele 30 de zile de viata) si asupra florei
microbiene intestinale este benefica.

Modificari ale unor reprezentanti obligativi si facultativi ai microbiotei intestinale la
actiunea compozitiilor microbiene cu actiune probiotica, ce contin tulpini de enterococi, au fost
semnalate si la animalele monogastrice precum purceii.

S-a stabilit, ca modificarile treptate ale compozitiei microbiotei gastrointestinale care au
loc la 0 anumita specie de animale sunt legate de varsta (Smith H.W., 1965). La o varsta frageda
microbiota tractului digestiv al animalelor tinere este foarte asemanatoare. Aceasta in mare parte
depinde de faptul cd dupd nastere microbiota intestinala este determinatd de alimentatia cu
laptele matern. Mai mult, constituentii laptelui determina in mare parte ce bacterii au preferinta
in procesul de colonizare a intestinului (Bomba A. et al., 2006). Odatd cu maturizarea
organismului diferentele in ceea ce priveste microflora intestinald sunt determinate de
particularitatile anatomice si fiziologice ale tractului digestiv si depind, desigur, de sursa hranii.

De mentionat, ca purceii nou nascuti poseda sisteme de selectie foarte eficiente care le
permite sa favorizeze multiplicarea anumitor specii de bacterii ale microbiocenozelor intestinale.
Aceasta selectie este influentata de multi factori: alimentatia, conditiile de mediu precum starea
igienicd, temperatura, interactiunile microbiene din tractul digestiv si efectul de barierda al
microbiotei dominante Impotriva bacteriilor din afara (Jiang L. et al., 2019).

Tulpinile de microorganisme, selectate au fost incluse in asociatii microbiene
experimentale, care au fost testate pe purcei, in conditiile intreprinderii tehnologice intensive.
Animalele experimentale (400 de capete) au fost divizate in cinci loturi, a cate 80 de purcei
fiecare. Imediat dupa nastere, inainte de primul aport de colostru, animalelor le-a fost injectat
oral cate 10 ml de biomasa de microorganisme nepatogene (tipuri rezidente de microflora
intestinali), continand 10° celule microbiene in 1 ml, si apoi aceiasi dozi a fost administrati inca
de sase ori peste o zi, adica pana la varsta de 14 zile. In acelasi timp, lotul I nu a primit culturi de
microorganisme si a servit drept lot martor. Lotul II a primit o monocultura de Bifidobacterium
thermophilum suis; lotul 11l — a primit o monocultura de Enterococcus faecium suis; lotul 1V —
asociere din Bifidobacterium thermophilum suis + Enterococcus faecium suis; lotul V — asociatia

din Bifidobacterium thermophilum suis + Enterococcus faecium suis + Lactobacillus acidophilus
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suis + Lactococcus fermenti suis. Toti purceii experimentali au fost crescuti conform
tehnologiilor adoptate intr-o ferma industriald de porci, cu un ciclu de reproducere inchis si cu
excluderea medicamentelor chimioterapice (sulfamide si antibiotice).

Monoculturile si asociatiile de microorganisme luate in studiu au fost testate pe purcei
timp de 30 de zile, pe parcursul cérora animalele au fost monitorizate, Inregistrandu-se cresterea
in greutate, indicii numerici ai enterococilor in tubul digestiv al lor, precum si Starea de rezistenta
nespecifica (capacitatea fagocitara a leucocitelor din sangele periferic, activitatea bactericida si
lizozima a serului sanguin, cantitatea de hemoglobind) conform metodelor clasice.

Datele privind actiunea tulpinilor de microorganisme testate asupra masei corporale sunt
prezentate in tabelul 4.14.

Tabelul 4.14. Masa corporala a purceilor din loturile experimentale

Masa purceilor, kg

Lotul de animale ) )
la 3 zile la 30 de zile
| 1,22+0,05 4,45+0,25%*
1 0,89+0,06 6,25+0,31*

1 0,93+0,04 5,25+0,24
v 1,18+0,03 6,24+0,22%*

\Y 1,01+0,05 6,75+0,27

Nota: autenticitatea dintre masa purceilor la 3 si 30 de zile — * p>0,95, ** p>0,99

Tipurile de microorganisme testate au avut un efect pozitiv asupra productivitatii
animalelor experimentale. Greutatea medie vie a unui purcel la varsta de 30 de zile din lotul I —a
constituit 4,45 Kkg; lotul 11 a fost de 6,25 kg; lotul 111 — 5,25 kg; lotul IV — 6,20 kg, iar in lotul V —
6,75 kg. Prin urmare, cresterea zilnica in greutatea a unui purcel a fost de 134 g in lotul I, de 210
g in lotul Il; de 170 g in lotul III; de 204 g in lotul IV si de 230 g in lotul V. Rezultatele obtinute
au relevat ca administrarea asociatiei de microorganisme — Bifidobacterium thermophilum suis +
Enterococcus faecium suis + Lactobacillus acidophilus suis + Lactococcus fermenti suis, a avut
cel mai benefic efect asupra cresterii in greutate a animalelor experimentale.

De asemenea, a fost investigat efectul monoculturilor si asociatiilor de microorganisme
asupra multiplicarii si dezvoltarii enterococilor in tubul digestiv la purcei. Se cunoaste ca
continutul optim al enterococilor in intestin asigura a buna functionare a microbiotei intestinale.
Enterococii sunt omniprezenti in tractul gastrointestinal, chiar daca ei constituie o proportie mica
din consortiul intestinal, cuprinzand de obicei mai putin de 1% din microflora adulta (Finegold
S.M. et al., 1983; Sghir A. et al., 2000) si sunt localizati in principal in intestinul subtire si gros,

unde constituie o componentd proeminenta a consortiilor jejunale, ileale, cecale si recto-
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sigmoidale (Hayashi H. et al., 2005). Din aceste considerente a fost documentata valoarea
numericd a enterococilor a 6 segmente ale tubului digestiv: stomac, duoden, intestinul subtire,
ileon, cec si rect. Rezultatele privind indicii numerici ai enterococilor intestinali la purcei in
diferite segmente ale tubului digestiv sunt prezentate in tabelul 4.15.

Tabelul 4.15. Indicii cantitativi ai enterococilor intestinali la purceii sugari supusi
administrarii monotulpinilor si asociatiilor de microorganisme din genurile obligative

tractului gastrointestinal

Lotul Varsta (zile)
3 | 7 | 30
Stomac
| 4,29+0,17 3,88+0,2 3,00+0,21
] 0 0 0
1] 5,98+0,13 6,77+0,15%* 4,55+0,11**
v 5,17+0,09* 0 5,17+0,05*
Vv 5,17+0,07* 5,75+0,09** 2,32+0,11**
Duoden
[ 6,35+0,19 4,67+0,15* 4,49+0,2%*
I 0 2,26+0,07* 2,44+0,09*
1] 6,71+0,12* 7,6£0,14%** 2,24+0,08*
v 5,65+0,1%* 6,72+0,11* 6,69+0,09**
\Y/ 5,69+0,1* 6,26+0,08* 2,25+0,1%*
Intestinul subtire
| 7,64+0,22 5,8+0,19 5,28+0,17
I 2,48+0,07* 3,48+0,05* 3,26+0,08*
1] 7,7£0,15% 7,82+0,13* 3,52+0,09*
v 6,74+0,12* 7,57+0,1* 2,89+0,05*
Vv 2,88+0,13* 6,88+0,11%* 3,32+0,06*
lleon
| 6,68+0,19 5,83+0,15 5,83+0,15
I 3,59+0,09* 4,5+£0,11%* 4,74+0,1%*
i 7,93+0,18* 8,29+0,14* 5,46+0,1*
v 7,69+0,13* 8,39+0,15%* 4,39+0,1%*
Vv 7,76+0,09* 7,84+0,08* 4,79+0,1%*
Cec
| 6,27+0,2 8,04+0,17 6,86+0,19
I 4,6+0,11%* 5,52+0,12* 5,87+0,1%
1] 8,65+0,17* 8,44+0,15* 8,44+0,15*
(\V4 7,69+0,13* 8,67+£0,12* 6,07+0,1*
\Y/ 8,59+0,12* 8,4+0,13* 6,83+0,11*
Rect
[ 5,87+0,17 7,22+0,17 6,35+0,15
1 4,15+0,1%* 5,55+0,12* 5,67+0,11*
i 8,69+0,17* 8,38+0,15%* 5,91+0,12*
vV 8,62+0,12%* 8,23+0,11* 5,45+0,13%*
Vv 8,55+0,08* 7,54+0,06* 5,82+0,07*

Nota: Rezultatele sunt autentice: *) p<0,02; **) p<0,05.

Printre purceii din grupul martor a fost inregistratd gastroenterita bacteriand, provenita

din disbacterioza, in timp ce in loturile experimentale nu au fost observate tulburiri intestinale.
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Analiza valorilor numerice ale enterococilor purceilor in primele 30 de zile de viata la
administrarea compozitiilor in baza monoculturilor si asociatiilor de microorganisme a relevat un
continut mai mic al acestora la animalele din lotul 1l (administrarea monoculturii de B.
thermophilum suis) si mai mare la animalele din lotul 1ll, care a primit monocultura de E.
faecium suis, in toate segmentele tubului digestiv.

De mentionat, ca in stomac continutul de enterococi a fost cel mai mic comparativ cu
celelalte segmente ale tubului digestiv, iar in cec si rect au fost detectate cele mai mari valori ale
acestor bacterii.

La monitorizarea indicilor numerici ai enterococilor pe parcursul a 30 de zile de
administrare a compozitiilor utilizate in studiu s-a stabilit cd un continut mai mare se atesta in a
7-ea zi la animalele din lotul 111, IV si V in stomac, duoden, intestinul subtire, ileon si cec. in
rect, nivelul cel mai mare al enterococilor se atesta in a 3-ea zi a experimentului la animalele din
loturile experimentale 111, 1V si V.

Dupa 30 de zile de studiu, valoarea numerica a enterococilor scade la toate animalele din
loturile experimentale in toate segmentele tubului digestiv, cu exceptia lotului Il, la care s-a
observat o crestere a cantitatii de enterococi dupa 30 de zile de administrare a monoculturii de B.
thermophilum suis.

S-a stabilit ca asociatiile de microorganisme testate in lotul IV si lotul V au contribuit la
mentinerea continutului de enterococi, identic nivelului acestora la animalele din lotul martor in
segmentele: stomac, duoden, intestinul subtire si ileon.

In cec si rect valori numerice inalte ale enterococilor sunt caracteristice pentru toate
loturile experimentale (cu exceptia lotului 1), inclusiv si pentru lotul martor.

Astfel, in baza datelor obtinute privind influenta monoculturilor si asociatiilor de
microorganisme asupra indicilor numerici ai enterococilor in segmentele tubului digestiv putem
mentiona ca:

- administrarea monoculturii de Bifidobacterium thermophilum suis (lotul 1) a contribuit la
mentinerea continutului nivelului de enterococi la un nivel mic pe parcursul a 30 de zile
de testare 1n toate segmentele tubului digestiv;

- administrarea monoculturii de Enterococcus faecium suis (lotul 1) a determinat
majorarea indicilor numerici ai enterococilor, atingand cel mai inalt nivel in cec si rect
(comparativ cu celelalte loturi experimentale) n primele 7 zile de testare;

- administrarea asociatiilor de microorganisme B. thermophilum suis si E. faecium suis a
contribuit, de asemenea, la majorarea continutului de enterococi in segmentele tubului

digestiv, in special, In cec si rect in primele 7 zile de testare;
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- administrarea asociatiilor de microorganisme B. thermophilum suis + E. faecium + L.
acidophilus suis + L. fermenti suis a determinat, mai mult sau mai putin, mentinerea
continutului de enterococi in toate segmentele tubului digestiv, ceea ce releva actiunea
benefica a acestui remediu asupra homeostaziei microbiotei si respectiv asupra sanatatii
tubului digestiv.

De remarcat, ca microbii din genul Enterococcus sunt in principal membri vechi si foarte
evoluati ai microbiocenozelor intestinale la diferite organisme gazde (Lebreton F. et al., 2014).
Se stie ca continutul enterococilor 1n tubul digestiv poate varia, iar valoarea numerica a lor poate
determina fie un efect pozitiv fie unul negativ. De obicei, multe specii de Enterococcus sunt
considerate comensale pentru tractul intestinal la mamifere, dar unii membri (E. durans si E.
hirae) au fost, de asemenea, asociati cu diareea la animalele care alapteaza. Enterococii
comensali indigeni pot actiona ca agenti patogeni oportunisti si pot trece peste bariera mucoasel,
cauzand infectii sistemice la gazdele imunocompromise (Berg R.D., 1996; Donskey C.J., 2004).

Astfel, putem presupune ca asociatiile de microorganisme luate in studiu, precum si
monocultura de Bifidobacterium thermophilum suis au cel mai benefic efect, in aspectul
mentinerii unui nivel redus si constant al enterococilor in tubul digestiv la purcei.

In scopul evidentierii actiunii compozitiilor in baza monoculturilor si asociatiilor de
microorganisme asupra starii generale a organismului purceilor, au fost determinati unii indici ai
rezistentei nespecifice (activitatea bactericida a serului sanguin, cantitatea de hemoglobina si de
eritrocite). Datele obtinute sunt prezentate in figura 4.1. Determinarea activitatii bactericide este
importantd, deoarece acesta este unul dintre parametrii ce caracterizeaza imunitatea inndscuta.

In urma investigatiilor a fost constatata actiunea pozitiva a monoculturii de bifidobacterii
(lotul 11) si asociatiei testate de microorganisme (lotul V) asupra activitatii bactericide a serului
sanguin la purcei. Indicele activitatii bactericide a crescut respectiv cu 18,7% la animalele din in
lotul 11, cu 13,1% la animalele din lotul IV si cu 26,7% la animalele din lotul V cu varsta de 7
zile. La varsta de 30 de zile, compozitiile microbiene testate au conditionat majorarea indicelui
activitatii bactericide cu 11, 04% la animalele din lotul 11, cu 6,5% la animalele din lotul IV si cu

16,3% la animalele din lotul V, comparativ cu indicii lotului martor (Figura 4.1. A).

165



70 64,7 62.1

60.9 59,3
60 55,4 ! 58 56,9
51,3 51

40
30
20
10

0

Il v

m7zile w30 dezile

A

12

10,5 10,5
. 10 10 !
10 9,6 9,6 9,5
8,5

8
6
4
2
0

| I Il v

m7zile m30dezile

B

10

54
52 53 '
4,8 4,6 51 4,9
41
4
2
0
| I 1 v

m7zile m30dezile

C

Figura 4.1. Activitatea bactericida a serului sanguin, % (A), nivelul de hemoglobina, g/dL
(B) si continutul eritrocitelor, x10'?/L (C) in serul sangvin al purceilor la influenta monoculturii si a
asociatiilor de microorganisme din genurile obligatorii tractului gastrointestinal
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La animalele care au primit doar monoculturi de enterococi (lotul I11), s-a observat o
scadere a activitatii bactericide, care a fost la nivelul indicilor din lotul martor (Figura 1.A).
Astfel, cele mai bune rezultate ale indicilor studiati au fost relatate la loturile de animale care au
primit monoculturi de bifidobacterii (lotul 11) si asociatia de microorganisme, (lotul V) atat la
varsta de 7 zile, cét si la varsta de 30 de zile.

Continutul de hemoglobina din sangele purceilor de 7 zile care au primit asociatii
experimentale de microorganisme a fost mai mare comparativ cu martorul, iar la purceii de 30 de
zile, continutul de hemoglobina este identic in toate loturile experimentale (inclusiv martorul)
(Figura 4.1.B).

Continutul de eritrocite are aceeasi tendintd de modificare ca si a parametrilor
hemoglobinei: la purceii cu varsta de 7 zile este mai mare la loturile experimentale, iar la
animalele de 30 de zile se stabileste la nivelul lotului martor (Figura 4.1.C).

Aceasta denotd despre faptul ca compozitiile elaborate pe baza monoculturii si
asociatiilor de microorganisme au avut un efect mai pronuntat asupra indicilor de rezistenta
nespecifica in primele zile de viata ale purceilor, ceea ce este important in formarea rezistentei
generale a organismului fata de agentii patogeni care la randul sdu determinad scaderea
mortalitatii la animalele tinere si, respectiv, o crestere a productivitatii acestora.

Asadar, toate tipurile de microorganisme testate au avut un efect benefic asupra cresterii
si dezvoltarii animalelor agricole in conditii de ferma industriala.

La vitei, asociatiile de microorganisme in timpul experimentelor au asigurat cresterea
masei corporale cu 9,8%-10 %. Monocultura de Bifidobacterium thermophilum si asociatia de
noi microorganisme, inclusiv enterococi au asigurat cresterea medie zilnicad in greutate a
purceilor de 1,26 - 1,7 ori fata de martor si mentinerea vitalitatii acestuia cu 20%-32,5%.

Asociatiile de microorganisme investigate, precum si monocultura de Bifidobacterium
thermophilum suis au avut un efect homeostatic asupra continutului de enterococi din tubul
digestiv al viteilor si purceilor, ceea ce argumenteaza actiunea benefica a acestora asupra
microbiocenozelor microbiene gastrointestinale si, respectiv, asupra sanatatii tubului digestiv.

De asemenea, a fost stabilitd o relatie directa intre indicatorii rezistentei naturale a
animalelor de fermd din loturile experimentale si productivitatea acestora, ceea ce indica
oportunitatea utilizarii bifidobacteriilor, enterococilor si bacteriilor lactice n procesul de crestere
si nutritie a purceilor si viteilor tineri in fermele industriale n scopul cresterii rezistentei naturale

a animalelor si productivitatii lor, precum si pentru prevenirea gastroenteritei bacteriene.
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Efectul benefic al remediilor bazate pe monoculturi si asociatia de microorganisme
obligatorii argumenteaza utilizarea tulpinilor microbiene, inclusiv si a enterococilor, ca

alternative antibioticelor pentru productia alimentara durabila a animalelor.

4.4. Concluzii la capitolul 4

1. Tulpinile de enterococi izolate pentru prima data din continutul intestinal al subiectilor
umani (copii) si animalelor au demonstrat proprietati utile organismului, confirmate prin valori
inalte ale activitatii antagoniste si capacitatii adezive. Tulpinile de enterococi specifice tractului
digestiv uman au prezentat o capacitate adeziva si antagonistd mai mare in comparatie cu cele
specifice tractului digestiv animal.

2. In baza analizei datelor privind capacitatea de adeziune si activitatea antagonista
(antibacteriand) s-a constatat ca cei mai inalti indici au manifestat tulpina de enterococi cu nr.
116 din continutul intestinal uman si tulpina de enterococi cu nr. 77 din continutul intestinal
animal, care pot fi recomandate pentru aplicare ulterioara in calitate de probiotice.

3. Tulpinile de enterococi au avut o activitate de combatere a bacteriilor patogene si
indice adeziv mai mare comparativ cu tulpinile selectate de lactococi, ceea ce confirma
potentialul probiotic al lor.

4. A fost stabilit ca enterococii (E. faecium) au un nivel inalt de compatibilitate cu
reprezentantii microbieni din genurile obligative (Bifidobacterium si Lactobacillus) comparabil
cu cel al lactococilor (L. lactis) si mai mare comparativ cu a streptococilor (S. thermophilus), iar
in unele cazuri se observa chiar si 0 actiune stimulatorie asupra acestui tip de bacterii.
Compatibilitatea sau interactiunea enterococilor cu alti reprezentanti ai microflorei intestinale
prezintd interes si din aspectul semnificatiei duale ale acestor bacterii — ca comensali si agenti
patogeni nosocomiali.

5. Experimental a fost demonstrata oportunitatea includerii, pe 1anga bacteriile obligative
(Bifidobacterium si Lactobacillus) a unor tulpini de enterococi, care fiind parte a preparatelor
(asociatiilor) microbiene testate au contribuit la eliminarea dismicrobismului si stabilirea
eubiozei intestinale.

6. Modificarile continutului enterococilor induse de administrarea compozitiilor noi
microbiene, ce includ si tulpinile selectate de enterococi indica la faptul ca aceste bacterii ating
un nivelul sanogen, ce este determinat de un anumit coraport al lor atat cu reprezentantii
bacteriilor benefice obligative ale tubului digestiv, cat si cu bacteriile patogene.

7. Remediile elaborate pe baza monoculturii si asociatiilor de microorganisme, ce contin

tulpini de enterococi testate pe animale tinere agricole (vitei si purcei) au avut un efect benefic
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asupra cresterii si dezvoltarii acestora in conditii de ferma industriald. Preparatele noi
microbiene, bazate pe asociatii de microorganisme comensale au asigurat cresterea masei
corporale a viteilor si purceilor si mentinerea vitalitatii acestora.

8. Asociatiile de microorganisme investigate, precum si monocultura de Bifidobacterium
thermophilum suis au avut un efect homeostatic asupra continutului de enterococi din tubul
digestiv al viteilor si purceilor, ceea ce argumenteaza actiunea benefica a acestora asupra
microbiocenozelor microbiene gastrointestinale si respectiv asupra sanatatii tubului digestiv.

9. A fost stabilita o relatie directd intre indicatorii rezistentei naturale a animalelor de
ferma din loturile experimentale si productivitatea acestora, ceea ce indica oportunitatea utilizarii
bifidobacteriilor, enterococilor si bacteriilor lactice in procesul de crestere si nutritie a purceilor
si viteilor tineri in fermele industriale in scopul cresterii rezistentei naturale a animalelor si

productivitatii lor, precum si pentru prevenirea gastroenteritei bacteriene.
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CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI

Rezultatele stiintifice obtinute in cadrul tezei de doctorat ,,Rolul fiziologic al
enterococilor intestinali in mentinerea sanatatii tubului digestiv”’, in concordanta cu scopul si
obiectivele de cercetare propuse, au permis formularea urmatoarelor concluzii generale:

1. Modificarile cantitative ale enterococilor din continutul intestinal de la subiecti umani
si animale in diferite conditii si in functie de statutul fiziologic al tubului digestiv si al
organismului atesta o corelatie cu valorile bifidobacteriilor si lactobacteriilor, ceea ce indica la 0
posibila cooperare a acestor bacterii in mentinerea efectivului bacteriilor de E. coli la un nivel ce
nu permite dezvoltarea patogeniilor intestinale [cap. 3].

2. Incidenta enterococilor la diferite specii de animale depinde de mediul de trai al
acestora, fiind mai mare la animalele de companie si la speciile de pasari din mediul rural
comparativ cu cele din mediul urban, iar corelatia joasa a nivelului enterococilor cu cel al
bacteriilor benefice (bifido- si lactobacteriile) si inalta — cu agentii patogeni (E. coli) la animalele
de companie, la unele animale agricole si la pasarile din mediul rural releva ca contactul apropiat
al animalelor cu oamenii, precum si partajarea unor medii comune de trai, determina modificarea
microflorei intestinale cu dominanta preponderenta a bacteriilor patogene [cap. 3, sub. 3.2.1.].

3. Efectivul enterococilor este semnificativ influentat si de starea de sanatate a tubului
digestiv, fiind documentatd majorarea cantitatii acestora la subiectii umani si la animalele
agricole cu dismicrobism intestinal si disfunctii intestinale diareice, iar cele mai mari diferente
intre subiectii umani sanatosi si cu dereglari ale homeostaziei intestinale s-au observat la grupa
de copii cu varsta de 31-60 de zile si de 1-4 ani, iar la animalele agricole in primele 30 de zile de
viata, ceea ce permite de a concluziona ca in primele, zile, luni si ani de viata, formele sau
tulpinile comensale ale enterococilor pot capata caractere patogene/virulente in cazurile, cand se
creeaza conditiile respective de infectare (de dismicrobism intestinal si disfunctii intestinale
diareice) [cap. 3, sub. 3.2.2.].

4. Modificarile cantitative ale enterococilor in continutul intestinal pe fondalul
administrarii ratiilor de diferita valoare nutritiva (cu exces: fie de proteine; fie de lipide; fie de
glucide) releva caracterul de comensali al acestora, intrucat valorile numerice ale lor coreleaza
pozitiv cu cele ale bacteriilor sanogene mediului intestinal si negativ cu microbii patogeni.
Actiunea diferentiata a ratiilor testate cu diferitd structurd caloricd asupra procesului de
multiplicare si dezvoltare a enterococilor intestinali denota ca valoarea numerica a enterococilor
poate fi reglata si mentinuta nu numai prin preparate microbiene cu actiune probiotica, ci si prin
utilizarea ratiilor alimentare, care manifesta actiune prebiotica [cap. 3, sub. 3.3.].

5. A fost evidentiata sensibilitatea diferita a enterococilor in cazurile modificarii

statutului fiziologic al organismului si stabilita posibilitatea de a influenta efectivul acestora prin
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variatia valorii calorice a nutrientilor cu repercusiune asupra starii sanatatii tubului digestiv si al
organismului [cap. 3, sub. 3.4.2.].

6. Majorarea efectivului enterococilor in conditii de inanitie (infometare) in comun cu cel
al bacteriilor de E. coli si reducerea nivelului bifidobacteriilor si lactobacililor demonstreaza ca
lipsa hranei creeaza, intr-un timp destul de mic, conditii de dezvoltare a disbiozel, ce presupune
ca bacteriile patogene pot forma ,,coalitii” cu enterococii, care in conditii normale nu manifesta
patogenitate [cap. 3, sub. 3.4.1.].

7. Tulpinile de enterococi izolate pentru prima data din continutul intestinal al subiectilor
umani (copii) si al animalelor au demonstrat proprietati de probiotice confirmate prin valori
inalte ale activitatii antagoniste si capacitatii adezive, fiind mai pronuntate comparativ cu
tulpinile de lactococi si mai marcate la tulpinile de origine umana fata de cele de origine animala
[cap. 4, sub. 4.1.].

8. A fost stabilit ca enterococii (E. faecium) au un nivel inalt de compatibilitate cu
reprezentantii microbieni din genurile obligative (Bifidobacterium si Lactobacillus) comparabil
cu cel al lactococilor (L. lactis) si mai mare comparativ cu al streptococilor (S. thermophilus).
Compatibilitatea sau interactiunea enterococilor cu alti reprezentanti ai microflorei intestinale
prezinta semnificatie in manifestarea aspectului de comensali sau de patogeni nosocomiali al lor
si in argumentarea asocierii enterococilor cu alte bacterii in compozitii microbiene cu actiune
probiotica [cap. 4, sub. 4.2.].

9. Experimental, a fost stabilitd actiunea probiotica (sanogend) a compozitiilor
microbiene, elaborate in baza asociatiilor de bacterii obligative (Bifidobacterium si
Lactobacillus) si a tulpinilor testate de enterococi, care au determinat mentinerea unui echilibru
intestinal sanogen, conditionat de 0 anumita corelatie a enterococilor atdt cu reprezentantii
bacteriilor obligative benefice, cat si cu bacteriile patogene, contribuind, astfel, la eliminarea
dismicrobismului si stabilirea eubiozei intestinale [cap. 4, sub. 4.1. si 4.2.].

10. Au fost elaborate compozitii, pe baza monoculturilor si asociatiilor de
microorganisme, ce contin tulpini de enterococi, testate pe animale tinere agricole (vitei si
purcei), care au manifestat un efect benefic asupra cresterii si dezvoltarii acestora in conditii de
ferma industriald, fiind stabilita o relatie directa dintre continutul de enterococi din tubul digestiv
al viteilor si purceilor, indicatorii rezistentei naturale a animalelor de ferma din loturile
experimentale si productivitatea acestora, ceea ce traseaza oportunitatea utilizarii enterococilor,
bifidobacteriilor si altor bacterii acidolactice in procesul de crestere si nutritie a purceilor si
viteilor tineri in fermele industriale in scopul cresterii rezistentei naturale si productivitatii lor
[cap. 4, sub. 4.3.].
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Recomandari practice

Aspectul aplicativ al cercetarilor si al rezultatelor obtinute vizeaza testarea tulpinilor
sigure de enterococi cu proprietati antibacteriene demonstrate si indici adezivi inalti, si
posibilitatea utilizarii lor in elaborarea compozitiilor microbiene mixte cu actiune probiotica,
ceea ce a permis conturarea urmatoarelor recomandari:

- Includerea in compozitiile microbiene cu actiune probiotica a tulpinilor de enterococi,
care poseda capacitate adeziva Tnaltd si activitate antagonistd sporita fatd de bacteriile
patogene, si care prezintd sigurantd pentru sanatatea tubului digestiv;

- Compozitiile noi microbiene pe baza tulpinilor de enterococi pot fi utilizate in baza
testarii efectului benefic al lor asupra microflorei intestinale si asupra parametrilor
fiziologici si fizici ai organismului si demonstrarii sigurantei pentru sanatate;

- Aplicarea compozitiilor noi microbiene trebuie sa se conformeze cerintelor normative

inaintate fata de tulpinile de enterococi recomandate in calitate de probiotice.

Sugestii privind cercetiirile de perspectivd. In aspectul descris mai sus, drept
perspectiva a continuitatii cercetarilor privind efectul benefic al tulpinilor de enterococi
reprezintad investigarea trasaturilor asociate produsului comercial finit, cum ar fi: identificarea
bacteriilor la nivel de gen, specie, tulpind; depunerea tulpinii in colectii ale microorganismelor
public accesibile; secventierea si documentarea expresiei genelor; determinarea stabilitatii
genetice; excluderea efectelor patogenice, invazive si carciogenice; identificarea nivelului de
doza corespunzator cu descriptia respectiva; demonstrarea viabilitatii si stabilitatii la pastrare;
testarea privind susceptibilitatea la antibiotice si controlul tulpinilor la virulenta.

De asemenea, se propune de a investiga detaliat efectul prebiotic al ratiilor alimentare
asupra efectivului enterococilor in raport cu cel al bacteriilor obligative si facultative din mediul
intestinal, in aspectul utilizarii nutrientilor din diferite surse si de diferitd naturd si combinarii
acestora in formula, ce ar avea cea mai benefica actiune asupra componentelor microbiotei
intestinale.

Aportul personal. Autorul a realizat montarea experimentelor pe durata realizarii
programului de doctorat, efectuarea investigatiilor microbiologice, cuantificarea, sistematizarea
si analiza datelor colectate, prin aplicarea metodelor respective de cercetare, interpretarea,
generalizarea datelor si a concluziilor conform temei abordate si scopului stabilit.
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ANEXA.1.
Tabelul Al. Sinteza indicilor cantitativi ai unor reprezentanti ai bacteriocenozei intestinale la copii, maturi si animale de diversa varsta

ANEXE

Virsta Cantitatea de celule microbiene la 1g de continut intestinal, logaritmi zecimali (g)
§ Loturile experimentale
3 " 1
zile Enterococi | Bifidobacteri Lactobacili Escherichia Enterococi Bifidobacteri Lactobacili Escherichia Enterococi Bifidobacteri Lactobacili Escherichia
0-6 5,93+0,15 10,89+0,17 9,17+0,14 6,07+0,11 - - - - 6,63+0,12 8,48+0,13 7,43+0,14 8,74+0,11
7-30 5,76+0,1 11,23+0,15 9,563+0,12 5,83+0,13 - - - - 6,84+0,12 8,83+0,12 7,75+0,17 8,98+0,15
31-60 5,23+0,14 11,65+0,17 9,87+0,11 5,69+0,12 - - - - 7,17+0,16 8,67+0,15 7,53+0,12 9,23+0,11
61-90 6,19+0,13 9,563+0,14 8,49+0,16 7,88+0,1 - - - - 6,57+0,14 7,57+0,1 6,84+0,17 9,77+0,12
91-120 6+0,11 10,17+0,12 8,65+0,13 7,04+0,09 - - - - 6,04+0,13 8,49+0,14 7,37+0,16 8,7+0,15
121-180 5,92+0,1 10,75+0,16 9,04+0,1 6,89+0,12 - - - - 5,65+0,11 8,87+0,13 7,69+0,12 8,563+0,14
181-240 6,53+0,09 8,87+0,11 7,53+0,13 7,2+0,12 - - - - 6,49+0,12 7,3940,11 6,46+0,14 9,61+0,13
241-300 5,63+0,12 10,97+0,14 9,2+0,11 6,57+0,13 - - - - 6,38+0,17 8+0,12 7,11+0,1 8,07+0,16
= 301-360 5,53+0,07 11,65+0,15 9,47+0,17 5,75+0,13 - - - - 6,25+0,11 9,87+0,11 6,68+0,15 6,77+0,2
8 lan 525+0,11 10,07+0,11 8,88+0,15 5,77+0,2 7,59+0,14 5,55+0,13 3,91+0,2 8,34+0,18 7,96+0,18 5,85+0,17 3,94+0,19 8,55+0,2
2 ani 5,65+0,11 9,37+0,11 7,58+0,15 5,47+0,2 7,79+0,13 5,65+0,12 4,03+0,19 8,57+0,17 7,86+ 0,18 5,98+0,17 3,75+0,19 8,45+0,18
3ani 5,85+0,11 8,67+0,11 7,08+0,15 5,87+0,2 7,69+0,15 4,75+0,18 3,5140,16 8,44+0,19 7,66+0,18 5,8+0,17 3,85+0,19 8,35+0,2
4 ani 5,20+0,25 9,65+ 0,13 8,76+0,14 5,46+0,11 6,30+0,46 7,53+0,18 6,65+0,19 8,95+0,11 8,65+0,18 5,23+0,21 3,38+ 0,25 9,3+ 0,19
6 ani 5,38+0,15 9,59+ 0,1 8,88+0,12 5,76+ 0,13 7,20+0,40 7,84+0,15 6,74+0,17 9,00+0,14 8,77+0,23 5,77+0,22 3,46+ 0,24 9,63+ 0,21
8 ani 5,46+0,22 9,17+0,14 8,64+0,11 5,90+0,15 7,53+0,32 7,38+0,17 6,13+0,2 9,17+0,16 8,17+0,2 5,7+0,25 3,77+ 0,21 9,41+ 0,26
10 ani 5,88+0,22 8,92+0,13 7,82+0,15 6,13+0,12 7,86+0,32 7,69+0,13 5,82+0,18 9,25+0,17 8,11+0,25 5,563+0,24 3,62+ 0,23 9,38+ 0,22
12 ani 5,90+0,15 8,87+0,12 7,53+0,16 6,32+0,14 7,92 £0,17 7,11+0,12 5,76+0,15 9,11+0,19 8,04+0,22 5,61+ 0,23 3,81+ 0,25 9,30+ 0,21
14 ani 6,13+0,18 8,76+0,11 7,38+0,12 6,62+0,16 7,76+0,18 6,68+0,16 5,32+0,14 9,23+0,15 7,88+0,21 5,07+0,26 3,77+0,2 9,563+ 0,23
16 ani 6,00+£0,16 8,49+0,15 7,30+0,13 6,76+0,1 7,54+0,14 6,46+0,11 5,2+0,15 9,38+0,18 7,64+0,25 4,77+0,2 3,62+0,19 9,5+0,24
20 de ani 7,54+0,14 8,54+0,14 - - 8,43 +0,18 5,43+0,16 - - 9,38 £0,22 4,38+0,22 - -
30 de ani 7,62+0,10 8,38+0,13 - - 8,54 + 0,20 6,88+0,19 - - 9,49 +£0,23 4,3+0,21 - -
'={ 40 de ani 7,74 +0,12 8,17+0,15 - - 8,64 + 0,19 6,64+0,17 - - 9,54 +0,21 4,23+0,23 - -
g 50 de ani 7,90+ 0,11 8,13+0,12 - - 8,49+ 0,17 6,25+0,18 - - 9,60 £0,22 3,92+0,22 - -
<| 60 de ani 8,20+0,13 6,23+0,18 - - 8,92+0,18 5,32+0,21 - - 9,77+0,20 3,32+0,26 - -
70 de ani 8,64+0,15 5,2+0,19 - - 8,96+0,21 4,23+0,25 - - 9,80+0,23 2,563+0,27 - -
80 de ani 8,77+0,17 - - - 9,2+0,2 - - - 9,88+0,19 - - -
3zile 3,32+0,15 - - - 5,80+0,25 - - - 7,6+£0,27 - - -
7 zile 5,28+0,12 - - - 7,36+0,22 - - - 9,34+0,29 - - -
‘© 10 zile 5,53+0,11 9,60+0,12 7,54+0,1 5,65+0,11 7,88+0,19 - - - 8,77+0,15 7,17£0,19 5,38+0,17 9,8+0,2
g 30 de zile 6,34+0,11 9,38+0,14 8,46+0,15 7,49+0,13 8,92+0,21 6,59+0,16 5,38+0,18 8,77+0,21 9,86+0,23 4,17+0,22 3,3+0,2 9,2+0,24
0| 45dezile 6,840,14 9,47+0,1 8,54+0,13 7,36+0,11 8,14+0,16 6,84+0,17 6,65+0,2 8,88+0,22 8,53+0,23 5,46+0,21 3,5+0,19 9,5+0,21
75 de zile 6,66+0,11 9,96+0,1 8,38+0,14 7,2+0,12 8,04+0,21 7,5+0,18 6,72+0,19 8,95+0,17 8,30+0,19 5,84+0,25 3,47+0,21 9,04+0,24
105 de zile 6,53+0,1 9,13+0,13 8,04+0,11 7,11+0,15 7,08+0,17 7,49+0,22 6,88+0,19 8,38+0,21 8,07+0,21 5,62+0,24 3,41+0,23 8,9+0,18
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135dezile | 649+0,13 | 883+0,11 [ 7.27+0,14 | 70701 | 746302 | 746+021 | 65+0,19 | 83+022 | 782402 | 55023 | 332+025 | 8,63+0.22
5|10zl 6,53+0,14 10,2+0,1 8,38+0,11 5,18+0,09 8.,49+0,14 - - - 9,23+0,19 5,25+0,16 3,620,17 8,75+0,19
S| 20dezile [ 6.43+0.12 - - - 8,3%0,12 - - - 8,94+0,17 - - -
30 de zile 6,2+0,13 - - - 8.4320,11 - - - 8,79+0,15 - - -
10 zile 5,4320,12 - - - 8,54+0,18 - - - 9,38+0,22 - - -
&| 20dezile 5,88+0,1 - - - 8,79+0,17 - - - 8,92+0,19 - - -
Noti: Loturile: |.- martor (clinic sinitosi), |1 — cu dismicrobism intestinal, 111 — cu disfunctii intestinale diareice

Datele incluse in tabel reprezinti o totalizare a rezultatelor referitor la continutului bacteriilor facultative si obligative din continutul intestinal de la om si animale in functie de statutul fiziologic al

organismului.
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ANEXA 2.

Figura A2.1. Microflora specifica a sobolanilor testati cu ratie alimentara cu exces
de proteine la inceputul experimentului (initial)

Enterococcus Bifidobacterium Lactobacillus Escherichia

Lotul martor (1)

Lotul martor (2)

Lotul experimental (1)

Lotul experimental (2)
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Figura A2.2. Microflora specifica a sobolanilor testati cu ratie alimentara cu exces
de proteine peste 5 zile de experiment

Enterococcus Bifidobacterium Lactobacillus Escherichia

Lotul martor (1)

Lotul martor (2)

Lotul experimental (1)

Lotul experimental (2)
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Figura A2.3. Microflora specifica a sobolanilor testati cu ratie alimentara cu exces

de proteine peste 10 zile de experiment

Enterococcus Bifidobacterium Lactobacillus Escherichia

Lotul martor (1)

Lotul experimental (1) Lotul martor (2)

Lotul experimental (2)
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Figura A2.4. Microflora specifica a sobolanilor testati cu ratie alimentara cu exces
de proteine peste 15 zile de experiment

Enterococcus Bifidobacterium Lactobacillus Escherichia

Lotul martor (1)

Lotul martor (2)

Lotul experimental (1)

Lotul experimental (2)
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Figura A2.5. Microflora specifica a sobolanilor testati la ratia alimentara cu exces de
proteine, restabilire

Enterococcus Bifidobacterium Lactobacillus Escherichia

Lotul martor (1)

Lotul martor (2)

Lotul experimental (1)

Lotul experimental (2)
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Figura A2.6. Microflora specifica a sobolanilor testati cu ratie alimentara cu exces
de lipide (initial)
Enterococcus Bifidobacterium Lactobacillus Escherichia

Lotul martor (1)

Lotul experimental (1) Lotul martor (2)

Lotul experimental (2)

Lotul experimental(3)
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Figura A2.7. Microflora specifica a sobolanilor testati cu ratie alimentara cu exces
de lipide peste 5 zile de experiment

Enterococcus Bifidobacterium Lactobacillus Escherichia

Lotul martor (1)

Lotul martor (2)

Lotul experimental (1)

Lotul experimental (2)

Lotul experimental (3)
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Figura A2.8. Microflora specifica a sobolanilor testati la ratia alimentara cu exces
de lipide peste 10 zile de experiment

Enterococcus Bifidobacterium Lactobacillus Escherichia

Lotul experimental (1) Lotul martor (2) Lotul martor (1)

Lotul experimental (2)

Lotul experimental (3)
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Figura A2.9. Microflora specifica a sobolanilor testati cu ratie alimentara cu exces
de lipide peste 15 zile de experiment

Enterococcus Bifidobacterium Lactobacillus Escherichia

Lotul martor (1)

Lotul martor (2)

Lotul experimental (3) Lotul e xperimental (2) Lotul experimental (1)
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Figura A2.10. Microflora specifica a sobolanilor testati cu ratie alimentara cu exces
de lipide (restabilire)

Enterococcus Bifidobacterium Lactobacillus Escherichia

Lotul martor (1)

Lotul martor (2)

Lotul experimental (3)  Lotul experimental (2) Lotul experimental (1)
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Figura A2.11. Microflora specifica a sobolanilor testati cu ratie alimentara cu exces
de glucide (initial)

Enterococcus Bifidobacterium Lactobacillus Escherichia

Lotul martor (1)

Lotul martor (2)

Lotul experimental (1)

Lotul experimental (2)
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Figura A2.12. Microflora specifica a sobolanilor testati cu ratie alimentara cu exces
de glucide peste 5 zile de experiment

Enterococcus Bifidobacterium Lactobacillus Escherichia

Lotul martor (1)

Lotul martor (2)

Lotul rxperimental (1)

Lotul experimental (2)
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Figura A2.13. Microflora specifica a sobolanilor testati cu ratie alimentara cu exces
de glucide peste 10 zile de experiment

Enterococcus Bifidobacterium Lactobacillus Escherichia

Lotul martor (1)

Lotul martor (2)

Lotul experimental (2) Lotul experimental (1)
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Figura A2.14. Microflora specifica a sobolanilor testati cu ratie alimentara cu exces
de glucide peste 15 zile de experiment

Enterococcus Bifidobacterium Lactobacillus Escherichia

Lotul martor (1)

Lotul martor (2)

Lotul experimental (1)

Lotul experimental (2)
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Figura A2.15. Microflora specifica a sobolanilor testati la ratie alimentara cu exces
de glucide (restabilire)

Enterococcus Bifidobacterium Lactobacillus Escherichia

Lotul martor (1)

Lotul experimental (2) Lotul e xperimental (1)  Lotul martor (2)
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Figura A2.16. Microflora specifica a sobolanilor tesatati la inanitie (initial)

Enterococcus Bifidobacterium Lactobacillus Escherichia

Lotul martor (1)

Lotul experimental (1)

Lotul experimental (2)
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Figura A2.17. Microflora specifica a sobolanilor tesatati la inanitie, peste 3 zile

Enterococcus Bifidobacterium Lactobacillus Escherichia

Lotul martor (1)

Lotul experimental (1)

Lotul experimental (2)
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Figura A2.18. Microflora specifica a sobolanilor tesatati la inanitie, dupa 3 zile de
restabilire

Enterococcus Bifidobacterium Lactobacillus Escherichia

Lotul experimental (1) Lotul m artor (1)

Lotul experimental (2)
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Figura A2.19. Microflora specifica a sobolanilor tesatati la inanitie dupa 6 zile de
restabilire

Enterococcus Bifidobacterium Lactobacillus Escherichia

Lotul Martor (1)

Lotul e xperimental (1)

Lotul experimental (2)
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ANEXA 3

Tabelul A 3.1. Masa corporala a sobolanilor intretinuti cu ratii alimentare de diferita

valoarea nutritivi, (g)

Lotul de animale Ratia alimentara Ratia alimentara Ratia alimentara
preponderent bogata in | preponderent bogata preponderent bogata in
proteine in lipide glicide
Masa corporala a sobolanilor testati, g
Initial
Martor 1 104 152 174
Martor 2 80 132 158
Experiment 1 96 204 168
Experiment 2 72 192 200
Experiment 3 - 212 -
Peste 5 zile
Martor 1 116 160 178
Martor 2 92 138 162
Experiment 1 124 210 170
Experiment 2 99 190 216
Experiment 3 - 218 -
Peste 10 zile
Martor 1 124 160 182
Martor 2 100 138 166
Experiment 1 146 212 172
Experiment 2 120 186 232
Experiment 3 - 210 -
Peste 15 zile
Martor 1 130 164 186
Martor 2 106 142 164
Experiment 1 158 220 172
Experiment 2 132 190 234
Experiment 3 - 224 -
Restabilirea 7 zile
Martor 1 138 170 190
Martor 2 114 140 170
Experiment 1 167 222 172
Experiment 2 143 194 238
Experiment 3 - 228 -
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ANEXA 4.

Tabelul A 4.1. Caracteristica fermentativa a microorganismelor sub forma de coci din

continutul intestinal a copiilor de diversa varsta

Monotulpinile izolate de la copiii de 1 an

Nr. genul Gelatina Amidon Hipuratul Esculina Arginina
1. | Streptococcus - - + + +
2. | Enterococcus - - - + +
3. | Lactococcus - + - - N
4. | Streptococcus - - + + +
5. | Lactococcus - + - - R
6. | Enterococcus - - - + +
7. | Streptococcus - - + + +
8. | Lactococcus - + - - N
9. | Lactococcus - + - - N
10. | Enterococcus - - - + +
11. | Streptococcus - - + + +
12. | Lactococcus - + - - N
13. | Enterococcus - - - + +
14.

15. | Lactococcus - + - - R
16. | Lactococcus - + - - _
17. | Enterococcus - - - + +
18. | Streptococcus - - + + +
19. | Lactococcus - + - - R
20.

21. | Streptococcus - - + + +
22. | Lactococcus - + - - N
23. | Streptococcus - - + + +
24. | Lactococcus - + - - R
25. | Lactococcus - + - - R
26.

27. | Streptococcus - - + + +
28. | Streptococcus - - + + +
29. | Lactococcus - + - - R
30. | Streptococcus - - + + +
31.

32. | Lactococcus - + - - N
33.

34. | Streptococcus - - + + +
35. | Lactococcus - + - - -
36. | Enterococcus - - - + +
37. | Lactococcus - + - - N
38. | Streptococcus - - + + +
39. | Lactococcus - + - - -
40. | Streptococcus - - + + +
41,

42,

43. | Lactococcus - + - - N
44. | Streptococcus - - + + +
45, | Lactococcus - + - - R
46. | Lactococcus - + - - R
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47.

48. | Streptococcus - + + +
49, | Enterococcus - - + +
50. | Lactococcus + - - R
51. | Enterococcus - - + +
52. | Lactococcus + - - R
53. | Streptococcus - + + +
54. | Lactococcus + - _

55. | Enterococcus - - + +
56. | Lactococcus + - - R
57. | Lactococcus + - - R
58. | Streptococcus - + + +
59.

60. | Lactococcus + - - R
61. | Streptococcus - + + +
62. | Lactococcus + - - R
63. | Enterococcus - - + +
64.

65. | Lactococcus + - - R
66. | Streptococcus - + + +
67. | Lactococcus + - - R
68. | Lactococcus + - - R
69. | Streptococcus - + + +
70. | Enterococcus - - + +
71.

72.

73. | Lactococcus + - - R
74. | Streptococcus - + + +
75. | Lactococcus + - - R
76. | Streptococcus - + + +
77. | Lactococcus + - - R
78. | Enterococcus - - + +
79. | Lactococcus + - - N
80. | Lactococcus + - - R
81. | Streptococcus - + + +
82.

83. | Lactococcus + - - _
84. | Streptococcus - + + +
85.

86. | Lactococcus + - - _
87. | Streptococcus - + + +
88. | Streptococcus - + + +
89. | Streptococcus - + + +
90.

91. | Enterococcus - - + +
92. | Enterococcus - - + +

Monotulpinile izolate de la copii de 2 ani

93. | Lactococcus + - - R
94. | Streptococcus - + + +
95. | Lactococcus + - - R
96. | Streptococcus - + + +
97. | Lactococcus + - - R
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98.

Streptococcus

H-

+

99

Lactococcus

+ 1

100,

Enterococcus

+ 1

+ 1

101,

Lactococcus

+

102.

Streptococcus

H-

+

103.

104,

Lactococcus

105,

106,

Lactococcus

+

107.

Streptococcus

H-

108.

Lactococcus

109,

Lactococcus

+ |+

110,

Enterococcus

111,

Streptococcus

|+

+ |+

112,

Lactococcus

+ 1

113.

Enterococcus

+

+

114,

Lactococcus

+

115,

116.

Lactococcus

117,

Streptococcus

118,

Lactococcus

+

119,

120,

Enterococcus

121,

Lactococcus

+ 1

122,

Enterococcus

123,

Lactococcus

+

124,

125,

Enterococcus

126,

Lactococcus

127,

Lactococcus

+ |+

128,

Streptococcus

H |

H |

+ 1

129,

Lactococcus

+

130.

Enterococcus

131,

Streptococcus

132.

Streptococcus

H[H |

133,

Enterococcus

+ [+

++ |+ |+

134,

Lactococcus

+ 1

135,

Streptococcus

H [

+

136.

Lactococcus

137,

Lactococcus

++]

138,

Streptococcus

H-

+ 1

139,

Lactococcus

+ 1

140,

Enterococcus

+ 1

+

141,

Lactococcus

142,

Lactococcus

++]

143,

Streptococcus

H-

+ 1

144,

Lactococcus

+ 1

145,

Enterococcus

+ 1

+

146.

Lactococcus

147,

Lactococcus

++]|

148,

Streptococcus

H |

H |

+ 1

149,

Lactococcus

+

150,

Streptococcus

H-

H-

+

224




151,

Enterococcus

152,

Streptococcus

|+

+ |+

153,

Lactococcus

+ 1

154,

Enterococcus

+ 1

+ 1

155.

Lactococcus

+

156.

Streptococcus

157,

Enterococcus

+|H|

+ [+

158,

Lactococcus

159,

Lactococcus

+ [+

160.

Streptococcus

H [0

+ 1

161,

Lactococcus

+ 1

162,

Streptococcus

H [

+ 1

163,

Lactococcus

+ 1

164.

Enterococcus

+ 1

+ 1

165.

Lactococcus

+

166.

Streptococcus

167,

Enterococcus

+ W

+ [+

168,

Lactococcus

+ 1

169.

Streptococcus

H [0

H [0

+ 1

170.

Lactococcus

+

171,

Enterococcus

172,

Streptococcus

173,

Streptococcus

W]

I

+ [+ [+

174,

Lactococcus

175,

176,

177,

Lactococcus

178,

Streptococcus

179,

Streptococcus

180.

Streptococcus

W [H |

W [H |

+ [+ |+

181,

182,

Enterococcus

+

+

183.

Streptococcus

H-

H-

184,

185.

Streptococcus

+

186,

Enterococcus

+

+

187,

Streptococcus

+

H-

+

95 de monotulpini

izolate de la

copii de 3 ani

188.

Enterococcus

+

+

189,

Lactococcus

190,

Streptococcus

+

191,

Enterococcus

192,

Streptococcus

H-

H |+ ]

+ |+

193.

Lactococcus

194,

Enterococcus

195,

Streptococcus

196.

Enterococcus

+ [+

++|+]

197,

Lactococcus

+ 1

198,

Streptococcus

H |

+ 1

199,

Lactococcus

+ 1

200,

Enterococcus

+ 1

+ 1

201,

Lactococcus

+

202,

Enterococcus

+

+

225




203,

Lactococcus

204,

Streptococcus

H |

205,

Enterococcus

206.

Streptococcus

H [

|+ 1]

+ [+ [+

207,

Lactococcus

208,

Streptococcus

H |

2009,

Enterococcus

210,

Streptococcus

H-

211

Enterococcus

212,

Streptococcus

N

[+ +]|+]

213,

Lactococcus

214

Enterococcus

215,

Streptococcus

216,

Streptococcus

H B[

217,

Enterococcus

218,

Streptococcus

H |

219,

Enterococcus

220,

Streptococcus

H |

[+ | [+ [

|+ ||+

221,

Lactococcus

222,

Streptococcus

H |

223,

Enterococcus

224,

Streptococcus

225,

Streptococcus

W]

W (H |+

++ |+ ]|+

226,

Lactococcus

227,

Enterococcus

228,

Streptococcus

H |

o+

+ [+

229,

Lactococcus

230,

Streptococcus

H |

231,

Enterococcus

232)

Streptococcus

233,

Streptococcus

H ]

234,

Enterococcus

+ | H [+

++ |+ |+

235,

Lactococcus

236,

Streptococcus

H-

2317

Enterococcus

238,

Streptococcus

H |

[+ ]

++ [+

239,

Lactococcus

240,

Streptococcus

+|+]

241,

Enterococcus

242,

Streptococcus

W]

W]

+ [+

243,

Lactococcus

+ 1

244,

Streptococcus

H |

H |

+ 1

245,

Lactococcus

+

246,

Streptococcus

H-

247,

Enterococcus

+|H|

+ [+

248,

Lactococcus

+ 1

249,

Streptococcus

H [

+ 1

250,

Lactococcus

+

251

Enterococcus

252,

Streptococcus

e+

+ |+

253,

Lactococcus

+ 1

254,

Enterococcus

+

+

255

Lactococcus

+

226




256,

Lactococcus

1
+

257

Streptococcus

+

H |

+ 1

258,

Lactococcus

1
+ 1

259,

Streptococcus

+

H-

+

260,

Lactococcus

- +

261,

Lactococcus

- +

262,

Pozitiile 262-299 reprezinta tulpin

i de bifidobacterii si lactobaci

De

la copii de 5 ani au fost izolote 110 de tulpin

300,

Lactococcus

- +

301,

Lactococcus

- +

302]

Enterococcus

303,

Streptococcus

304,

Enterococcus

+ K|+

+ |+ |+

305,

Lactococcus

1
+

306,

Streptococcus

307,

Enterococcus

+H |

+ [+

308.

Lactococcus

1
+ 1

3009,

Streptococcus

H |

+ 1

310,

Lactococcus

1
+

311,

Enterococcus

312,

Streptococcus

313,

Streptococcus

|+ ]

+ [+ |+

314,

Lactococcus

315,

Streptococcus

316,

Enterococcus

+ (|

+ [+

317,

Lactococcus

318.

Enterococcus

3109,

Streptococcus

o+

+ [+

320,

Lactococcus

321,

Enterococcus

322.

Streptococcus

|

+ [+

323.

Lactococcus

324,

Enterococcus

325,

Streptococcus

H |

|+

+ [+

326,

Lactococcus

327,

Enterococcus

328.

Streptococcus

H |

o+

+ [+

329,

Lactococcus

1
+ 1

330,

Streptococcus

H [

H [

+ 1

331,

Lactococcus

1
+

332,

Streptococcus

333.

Enterococcus

+ 0|

+ [+

334,

Lactococcus

335,

Enterococcus

+

+

336.

Streptococcus

H-

337.

338,

Lactococcus

339,

Enterococcus

340,

341,

342.

Lactococcus

343,

Streptococcus

344

Enterococcus

227




345,

Lactococcus

346,

Streptococcus

H-

347,

Enterococcus

+

+ [+

348,

Lactococcus

349,

Streptococcus

H [0

+

350,

351,

Lactococcus

352,

Streptococcus

353,

Enterococcus

+H |

+ [+

354,

Lactococcus

355,

Streptococcus

356.

Enterococcus

+|H|

+ [+

357,

Lactococcus

358,

Streptococcus

+

359,

360,

Lactococcus

361,

Enterococcus

362.

Streptococcus

W+

+ [+

363,

Lactococcus

364,

Enterococcus

365.

Streptococcus

366.

Enterococcus

367.

Enterococcus

|+ +]|+]

368,

Streptococcus

B[ [+ [H [+ ]

369,

Lactococcus

370.

Streptococcus

371,

Enterococcus

+|H |

+ [+

372,

Lactococcus

373,

Enterococcus

374,

Streptococcus

375,

Enterococcus

+ K|+

+ [+ [+

376.

Lactococcus

377.

Enterococcus

378,

Streptococcus

379,

Enterococcus

+ K|+

+ [+ |+

380.

381,

Enterococcus

+

+

382)

Lactococcus

383,

Streptococcus

384,

Enterococcus

385.

Enterococcus

386.

Streptococcus

387,

Enterococcus

+ |+ [+

+ |+ +]|+]

388,

Lactococcus

3809.

Enterococcus

390.

Streptococcus

H |

391,

Enterococcus

+ [+

++|+]

392)

Lactococcus

393,

Streptococcus

H |

394,

Enterococcus

395.

Streptococcus

H-

[+ 1]

+ [+ |+

396.

Lactococcus

397,

Enterococcus

+

228




398,

Streptococcus

H-

+

399,

Lactococcus

400,

Enterococcus

+ 1

+ 1

401,

Lactococcus

402,

Enterococcus

403,

Streptococcus

404,

Enterococcus

405,

Enterococcus

4[]

++ |+ |+

406,

Lactococcus

407,

Streptococcus

408,

Enterococcus

409,

Streptococcus

410.

Enterococcus

411,

Enterococcus

412.

Streptococcus

413,

Enterococcus

414,

Enterococcus

415,

Streptococcus

B[+ |+ [H [+ ]+ [H [+ | H ]

|||+

ani s-au izolat

416,

Enterococcus

+

+

417,

Lactococcus

+

418,

Streptococcus

H |

+ 1

419,

Lactococcus

+

420,

Enterococcus

421,

Streptococcus

422.

Enterococcus

+ K|+

+ [+ |+

423,

Lactococcus

424,

Lactococcus

+ [+

425.

Streptococcus

426.

Enterococcus

+

+ [+

427,

Lactococcus

+

428,

Streptococcus

H |

429.

Enterococcus

+{H

+ |+

430,

Lactococcus

431,

Streptococcus

H |

432,

Enterococcus

433.

Streptococcus

H-

434,

Enterococcus

+ W+ ]

+ [ +]+]

435,

Lactococcus

436.

Enterococcus

437,

Streptococcus

H |

4|

+ [+

438.

Lactococcus

439,

Streptococcus

H [

440.

Enterococcus

441,

Streptococcus

H-

[+ |

+ [+ |+

442.

Lactococcus

443.

Enterococcus

444

Streptococcus

|+

+ [+

445,

Lactococcus

446.

Enterococcus

447,

Streptococcus

4+

+ [+

448,

Lactococcus

449,

Enterococcus

+

+

229




450,

Lactococcus

451,

Streptococcus

H-

452,

Enterococcus

+H |

+ [+

453,

Lactococcus

454,

Streptococcus

H [0

455,

Enterococcus

456,

Streptococcus

H-

H |+ [ 1]

+ 4|+

457,

Lactococcus

+ 1

458,

Streptococcus

H [0

H [0

+ 1

459,

Lactococcus

+

460,

Enterococcus

461,

Streptococcus

H |+

+ [+

462,

Lactococcus

463,

Streptococcus

464,

Enterococcus

+ ]

+ [+

465,

Lactococcus

466.

Streptococcus

467,

Enterococcus

+ 0|

+ [+

468,

Lactococcus

469,

Streptococcus

470,

Enterococcus

+|H|

+ [+

471,

Lactococcus

472,

Streptococcus

H

473,

Enterococcus

474

Streptococcus

H |

e+ |

+ 4|+

475,

Lactococcus

476.

Enterococcus

477,

Streptococcus

H |

o+

+ [+

478.

Lactococcus

479.

Streptococcus

H |

480.

Enterococcus

481,

Streptococcus

H

[+ ]

+ |+ [+

482,

Lactococcus

483,

Enterococcus

484,

Streptococcus

H-

485,

Enterococcus

+H|+]

++ [+

486.

Lactococcus

487.

Streptococcus

488,

Streptococcus

H B[

4809,

Enterococcus

+ | H 1]

+ [+ |+

490.

Lactococcus

491,

Streptococcus

H |

492,

Enterococcus

493,

Streptococcus

H [

494,

Enterococcus

495,

Streptococcus

496,

Streptococcus

H (|

497.

Enterococcus

498,

Streptococcus

H-

499,

Enterococcus

o I o TS T S T TP

|||+

500.

501,

Enterococcus

+

502,

230




503, Streptococcus - - + + +
504,
505, Enterococcus - - - + +
506.
507, Lactococcus - + - - -
508.
509,
510, Enterococcus - - - + +
511, Streptococcus - - + + +
512.
513, Enterococcus - - - + +
514) Lactococcus - + - - -
515, Enterococcus - - - + +
516, Streptococcus - - + + +
517, Enterococcus - - - + +
518, Enterococcus - - - + +
5109.
520, Lactococcus - + - - -
521, Enterococcus - - - + +
522,
523) Enterococcus - - - + +
524,
525, Enterococcus - - - + +
526.
527 Streptococcus - - + + +
528. Enterococcus - - - + +
529.
530, Enterococcus - - - + +
531/ Streptococcus - - + + +
532.
533, Enterococcus - - - + +
534,
535, Enterococcus - - - + +
536.
537, Enterococcus - - - + +
538, Streptococcus - - + + +
539.
540, Enterococcus - - - + +
541,
542) Enterococcus - - - + +
543,
544,
545) Enterococcus - - - + +
De la copii 10 ani s-au izolat 114 de tulpini
546, Streptococcus - - + + +
547,
548, Lactococcus - + - - -
549, Enterococcus - - - + +
550, Streptococcus - - + + +
551) Enterococcus - - - + +
552) Lactococcus - + - - -
553, Streptococcus - - + + +
554 Enterococcus - - - + +

231




555,

Enterococcus

+

+

556,

Lactococcus

557,

Streptococcus

558,

Enterococcus

559,

Streptococcus

[+ |

+ 4|+

560,

Lactococcus

561,

Enterococcus

562,

Enterococcus

563,

Enterococcus

564,

Streptococcus

565,

Streptococcus

B (H [+ [+ [+

[+ |+

566.

567,

Streptococcus

H

+

568,

Lactococcus

569,

Enterococcus

570,

Streptococcus

571,

Enterococcus

+ W+

++ [+

572,

Lactococcus

573,

Streptococcus

H-

+

574

575,

Enterococcus

+

+

576.

Lactococcus

577,

Streptococcus

578,

Enterococcus

579,

Enterococcus

580.

Streptococcus

W+ |+ [

++ |+ |+

581,

Lactococcus

582,

Enterococcus

+

+

583,

Streptococcus

H-

+

584,

585.

Enterococcus

+

+

586.

Lactococcus

587

Streptococcus

588,

Streptococcus

H B[

589,

Enterococcus

590.

Streptococcus

H

[+ |

++ |+ |+

591,

Lactococcus

592)

Enterococcus

593,

Enterococcus

+|+]

+ [+

594,

Lactococcus

595.

Streptococcus

H-

596.

Enterococcus

597]

Streptococcus

H [

H |+ ]

+ |+

598,

Lactococcus

599.

Enterococcus

600,

Streptococcus

601,

Streptococcus

H (|

602,

Enterococcus

603,

Streptococcus

[+ [ b+ ]

+{+ |+ |+ |+

604,

Lactococcus

605,

Enterococcus

606.

Streptococcus

607,

Enterococcus

+ [ H|+]

+ |+ |+

232




608,

Enterococcus

609,

Streptococcus

|+

+ |+

610.

Lactococcus

611,

Enterococcus

612)

Streptococcus

613,

Enterococcus

614,

Streptococcus

H [

|+ |+ ]

++|+|+]|

615,

Lactococcus

616.

Enterococcus

617,

Streptococcus

618,

Enterococcus

619,

Streptococcus

620,

Enterococcus

+ W+ [+

++ |+ |+ |+

621,

Lactococcus

622)

Enterococcus

623,

Enterococcus

624,

Streptococcus

B[+ ]+

++ [+

625,

Lactococcus

626,

Enterococcus

+

+

627,

Streptococcus

H-

+

628,

629,

Enterococcus

+

+

630,

Lactococcus

631,

Streptococcus

632)

Enterococcus

633,

Enterococcus

634,

Streptococcus

H |

W+ [+ ||

++ |+ |+

635,

Lactococcus

636,

Enterococcus

+ 1

637,

H |

638,

Enterococcus

639,

Streptococcus

H |

640,

Enterococcus

641,

Streptococcus

H-

B[ [H [+ |+ |+

++|+]+]

642)

643,

Enterococcus

+

644,

Lactococcus

645,

Streptococcus

H-

+

646,

647,

Enterococcus

648,

Enterococcus

649,

Streptococcus

650,

Enterococcus

+ W+ |+

+ |+ [+ ]|+

651,

Lactococcus

652,

Streptococcus

653,

Enterococcus

654,

Enterococcus

655,

Streptococcus

W+ [+ R

++|+]+]

656.

657,

Lactococcus

658,

Enterococcus

659,

Streptococcus

660,

Enterococcus

+ [ H|+]

+ |+ |+

233




661,

Streptococcus

662,

Lactococcus

663.

Enterococcus

664.

665,

666,

Enterococcus

667.

Enterococcus

668.

Streptococcus

669.

Enterococcus

670,

Streptococcus

121 de tulpini

671)

Streptococcus

+

672,

Enterococcus

673,

Lactococcus

674,

Streptococcus

+

675,

Enterococcus

676,

Streptococcus

H |

677,

Lactococcus

678,

Enterococcus

679,

Streptococcus

680,

Streptococcus

W]

681,

Lactococcus

682,

Enterococcus

683,

Streptococcus

H [0

684,

Enterococcus

685,

Streptococcus

H

686,

Lactococcus

687,

688,

Enterococcus

689,

Streptococcus

H |

690,

Enterococcus

691,

Streptococcus

H

692,

Enterococcus

693,

694,

Streptococcus

695,

Lactococcus

696,

Enterococcus

697,

Streptococcus

H [

698,

Enterococcus

699,

Lactococcus

700,

Streptococcus

H-

701,

Enterococcus

702)

Streptococcus

H [

703,

Lactococcus

704,

Enterococcus

705,

Streptococcus

H-

706,

Enterococcus

707,

Streptococcus

H [

708,

Enterococcus

709,

Lactococcus

710,

Streptococcus

H |

711,

Enterococcus

712)

Streptococcus

H-

O T T T T TS S R TR S TR T S VR B [V ) VA [y +
IR R A A RN R R + 4+ |+ ]|+ ]|+

+[H |+ H |+
+ 4+ [+ ]|+ ]|+

+ W[+
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H |+ ]

+[H [+ [H |+
+{+ |+ |+ |+

[+ ]
+ |+ |+




713,

Enterococcus

714,

Streptococcus

H |

715,

Enterococcus

716,

Streptococcus

H-

|+ |+

++ |+ |+

717,

718,

Streptococcus

H-

+

719,

Lactococcus

720,

721)

Streptococcus

H-

722,

Enterococcus

723

Streptococcus

H |

724

Enterococcus

725,

Streptococcus

H |

W+ W+ |

+ |+ |+ |+ |+

726,

Lactococcus

727,

Streptococcus

H-

728,

Enterococcus

729,

Streptococcus

H |

730,

Enterococcus

[+

++ |+ |+

731]

Lactococcus

732)

Streptococcus

H |

733,

Enterococcus

734,

Streptococcus

H

735,

Enterococcus

736,

Streptococcus

H [0

[+ W[+ ]

|+ +]|+]

737,

Lactococcus

738,

Enterococcus

739,

Streptococcus

H |

740,

Enterococcus

741,

Streptococcus

H [0

742,

Enterococcus

743,

Streptococcus

H

W B+ [+

|+ |+ |+

744,

745,

746,

747,

Lactococcus

748,

Streptococcus

749,

750,

Streptococcus

751,

752,

753,

754,

Streptococcus

755,

Lactococcus

756

757,

758,

759,

Streptococcus

760,

761

Lactococcus

762,

Streptococcus

763,

764,

Streptococcus

765

235




766,

767

768,

Lactococcus

769,

770,

Streptococcus

771,

772)

773

774,

Lactococcus

775]

Streptococcus

776,

777,

778,

779,

Lactococcus

780,

Streptococcus

781,

782,

783,

784,

Streptococcus

785,

7806,

Lactococcus

787,

Streptococcus

788,

789,

790,

791,

792,

Lactococcus

793,

Streptococcus

794,

795,

Streptococcus

796,

797,

798,

Streptococcus

799,

800,

De la copii de 16

ani s-au izolat

124 de tulpini

801,

Streptococcus

+

802,

803,

Enterococcus

804,

Streptococcus

H-

805.

Lactococcus

806.

807,

Streptococcus

808,

Enterococcus

+ |

+ |+

8009.

Streptococcus

+ 1

810.

Enterococcus

+ 1

+ 1

811,

Lactococcus

+

812)

Streptococcus

H [

813,

Enterococcus

814,

Enterococcus

815.

Streptococcus

H |

816.

Enterococcus

817,

Streptococcus

H-

[ [+ |+ [

|+ ||+
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818,

Lactococcus

819,

Enterococcus

820.

Streptococcus

821,

Enterococcus

822)

Enterococcus

823,

Streptococcus

H |

B[+ [+ [H [+

+l+ [+ ||+

824,

825,

Streptococcus

826.

Streptococcus

H | H

827,

Enterococcus

828,

Streptococcus

H-

H |+ |1 |

++ |+ ]|+

829,

830.

Streptococcus

H

831,

Enterococcus

+

+ |+

832)

Lactococcus

833,

Streptococcus

H |

H |

+

834,

835.

Enterococcus

836,

Streptococcus

H [0

837,

Enterococcus

838.

Streptococcus

H

W+ ||+

+ |+ |+ ]|+

8309.

Streptococcus

840.

Lactococcus

+ [+

841,

Enterococcus

842)

Streptococcus

H |

843.

Enterococcus

844,

Streptococcus

H |

845.

Enterococcus

846,

Streptococcus

847.

Streptococcus

H B[

W [H |+ | [+ [+ ]

|+ ||+

848.

Lactococcus

849.

850,

Streptococcus

851,

Enterococcus

852)

Streptococcus

H-

853,

Enterococcus

+ | H |+ |

+ |+ |+ ]|+

854,

855,

Streptococcus

H-

856,

Enterococcus

857.

Streptococcus

H |

858.

Enterococcus

859.

Streptococcus

H-

860,

Enterococcus

+H |+ |+

+ 4+ |+ +]|+ ]|+

861,

Lactococcus

862.

Streptococcus

H-

863.

Enterococcus

864,

Enterococcus

865,

Streptococcus

H [

866.

Enterococcus

867.

Streptococcus

H-

868.

Enterococcus

+ W+ [+ |+ ]

|+ ||+ ||+

869.

Lactococcus

870,

Streptococcus

H-

+
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871,

Enterococcus

872)

Streptococcus

H-

+

873,

Enterococcus

+

+

874,

875,

Streptococcus

876,

Enterococcus

+ |

+ [+

877

Lactococcus

878,

Streptococcus

H-

+

879,

Enterococcus

+

+

880,

881,

Enterococcus

882,

Streptococcus

883.

Enterococcus

884,

Enterococcus

885,

Streptococcus

H |

W[+ |+ [H [+

++|+]|+]|+

886,

Lactococcus

887,

Enterococcus

888.

Streptococcus

H |

889,

Enterococcus

890,

Streptococcus

H |

891,

Enterococcus

892,

Streptococcus

H

893.

Enterococcus

|+ |||+

894,

Streptococcus

H [0

(4 W[+ |+ ]

895,

Lactococcus

896.

Enterococcus

897.

Streptococcus

H |

898.

Enterococcus

899,

Streptococcus

H-

900,

Enterococcus

+ K+ [+

+ [+ |+

901,

902,

Enterococcus

903,

Streptococcus

904,

Enterococcus

+ [H |+

+ [+ |+

905,

Lactococcus

906.

Enterococcus

907.

Streptococcus

H |

908,

Enterococcus

909,

Streptococcus

H-

|+ [+

++|+]+]|

910.

911,

Enterococcus

912.

Streptococcus

W |+

+ |+

913,

Lactococcus

914,

Enterococcus

915,

Streptococcus

916.

Enterococcus

917.

Enterococcus

918,

Streptococcus

919,

Enterococcus

920.

Enterococcus

921,

Streptococcus

W[+ |+ [H [+ ]|+ [H[+]

|+ |||+

922,

Lactococcus

923,

Enterococcus

+

+
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924,

925, Enterococcus + +
926, Streptococcus + +
927.

928, Enterococcus + +
929,

930, Enterococcus + +
931, Lactococcus - -
932, Enterococcus + +
933.

934, Enterococcus + +
935, Enterococcus + +
936, Lactococcus - -
937, Enterococcus + +
938,

939, Enterococcus + +
940, Lactococcus - -
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Tabelul A4.2. Caracteristica fermentativa a microorganismelor sub forma de coci din
continutul intestinal al purceilor de diversa varsta.

Genul Substantele cercetate
Gelatina Amidon Hipuratul Esculina Arginina

1. Lactococcus - + - - -
2. Enterococcus - - - + +
3. Streptococcus - - + + +
4, Lactococcus - + - - -
5. Enterococcus - - - + +
6. Streptococcus - - + + +
7. Lactococcus - + - - -
8. Streptococcus - - + + +
9. Lactococcus - + - - -
10. Streptococcus - - + + +
11. Lactococcus - + - - -
12. Streptococcus - - + + +
13. Lactococcus - + - - -
14, Streptococcus - - + + +
15. Lactococcus - + - - -
16. Streptococcus - - + + +
17. Lactococcus - + - - -
18. Enterococcus - - - + +
19. Streptococcus - - + + +
20. Lactococcus - + - - -
21. Streptococcus - - + + +
22. Enterococcus - - - + +
23. Lactococcus - + - - -
24. Streptococcus - - + + +
25. Lactococcus - + - - -
26. Streptococcus - - + + +
217. Lactococcus - + - - -
28. Streptococcus - - + + +
29. Lactococcus - + - - -
30. Streptococcus - - + + +
31. Streptococcus - - + + +
32. Lactococcus - + - - -
33. Lactococcus - + - - -
34. Lactococcus - + - - -
35. Streptococcus - - + + +
36. Streptococcus - - + + +
37. Lactococcus - + - - -
38. Streptococcus - - + + +
309. Lactococcus - + - - -
40. Streptococcus - - + + +
41. Lactococcus - + - - -
42. Streptococcus - - + + +
43. Enterococcus - - - + +
44,

45. Lactococcus - + - - -
46.

47. Lactococcus - + - - -
48. Enterococcus - - - + +
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49.

50. Lactococcus - + - - -
51. Enterococcus - - - + +
52. Lactococcus - + - - -
53.

54. Enterococcus - - - + +
55. Lactococcus - + - - -
56. Enterococcus - - - + +
57.

58. Lactococcus - + - - -
59. Enterococcus - - - + +
60. Lactococcus - + - - -
61. Streptococcus - - + + +
62. Enterococcus + + + + +
63. Lactococcus - + - - -
64. Enterococcus - - - + +
65. Lactococcus - + - - -
66. Lactococcus - + - - -
67. Enterococcus - - - + +
68. Lactococcus - + - - -
69. Lactococcus - + - - -
70. Lactococcus - + - - -
71. Streptococcus - - + + +
72. Lactococcus - + - - -
73. Lactococcus - + - - -
74. Lactococcus - + - - -
75. Lactococcus - + - - -
76. Streptococcus - - + + +
77.

78. Lactococcus - + - - -
79. Streptococcus - - + +
80.

81. Lactococcus - + - - -
82. Streptococcus - - + + +
83. Streptococcus - - + + +
84. Lactococcus - + - - -
85. Streptococcus - - + + +
86. Lactococcus - + - - -
87. Lactococcus - + - - -
88. Lactococcus - + - - -
89. Streptococcus - - + + +
90. Lactococcus - + - - -
91. Lactococcus - + - - -
92. Streptococcus - - + + +
93. Lactococcus - + - - -
94, Lactococcus - + - - -
95. Streptococcus - - + + +
96. Lactococcus - + - -

97. Streptococcus - - + + +
98. Lactococcus - + - - -
99. Streptococcus - - + + +
100. Lactococcus - + - - -
101. Streptococcus - - + +
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102. Lactococcus + - - -
103. Streptococcus - + + +
104. Streptococcus - + + +
105. Lactococcus + - - -
106. Streptococcus - + + +
107. Lactococcus + - - -
108. Streptococcus - + + +
109. Streptococcus - + + +
110. Lactococcus + - - -
111. Streptococcus - + + +
112. Enterococcus - - + +
113. Enterococcus - - + +
114, Streptococcus - + + +
115.
116. Enterococcus - - + +
117. Streptococcus - + + +
118.
119.
120.
121.
122.
123. Enterococcus - - + +
124,
125.
126. Enterococcus - - + +
127.
128. Enterococcus - - + +
129.
130. Enterococcus - - + +
131.
132. Enterococcus - - + +
133.
134, Enterococcus - - + +
135.
136.
137. Enterococcus - - + +
138. Enterococcus - - + +
139.
140. Enterococcus - - + +
141.
142. Enterococcus - - + +
143.
144,
145. Enterococcus - - + +
146.
147. Enterococcus - - + +
148.
149, Enterococcus - - + +
150. Enterococcus - - + +
151. Enterococcus - - + +
152.
153. Enterococcus - - + +
154,
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155.

Enterococcus

156.

157.

158.

Enterococcus

159.

160.

Enterococcus

161.

162.

Enterococcus

163.

164.

165.

Enterococcus

166.

167.

Enterococcus

168.

169.

Enterococcus

170.

Enterococcus

171.

172.

Enterococcus

173.

174.

Enterococcus

175.

176.

Enterococcus

177.

178.

Enterococcus

179.

Enterococcus

180.

181.

Enterococcus

182.

183.

Enterococcus

184.

185.

Enterococcus

186.

187.

Enterococcus

188.

Enterococcus

1809.

190.

Enterococcus

191.

Enterococcus

192.

193.

Enterococcus

194.

195.

Enterococcus

196.

197.

198.

Enterococcus

199.

Enterococcus
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Tabelul A4.3. Caracteristica fermentativa a microorganismelor sub forma de coci din

continutul intestinal a viteilor de diversa varsta.

Genul Substantele cercetate
Gelatina Amidon Hipuratul Esculina Arginina

1. Enterococcus - - - + +
2. Lactococcus - + - - -
3. Streptococcus - - + + +
4, Enterococcus - - - + +
5. Lactococcus - + - - -
6.

7. Enterococcus - - - + +
8. Streptococcus - - + + +
9. Lactococcus - + - - -
10. Enterococcus - - - + +
11. Enterococcus - - - + +
12. Streptococcus - - + + +
13. Lactococcus - + - - -
14,

15. Lactococcus - + - - -
16. Streptococcus - - + + +
17. Enterococcus - - - + +
18. Lactococcus - + - - -
19. Streptococcus - - + + +
20.

21. Enterococcus - - - + +
22. Lactococcus - + - - -
23. Lactococcus - + - - -
24. Streptococcus - - + + +
25. Lactococcus - + - - -
26.

27. Lactococcus - + - - -
28. Streptococcus - - + + +
29. Enterococcus - - - + +
30. Streptococcus - - + + +
31.

32. Lactococcus - + - - -
33.

34. Lactococcus - + - - -
35. Streptococcus - - + + +
36. Enterococcus - - - + +
37. Lactococcus - + - - -
38. Streptococcus - - + + +
39. Enterococcus - - - + +
40.

41,

42,

43. Enterococcus - - - + +
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44, Enterococcus - - + +
45, Lactococcus + - - -
46. Streptococcus - + + +
47.

48. Lactococcus + - - -
49. Streptococcus + + +
50. Enterococcus - - + +
51. Lactococcus + - - -
52. Enterococcus - - + +
53. Streptococcus - + +
54, Enterococcus - - + +
55. Lactococcus + - - -
56. Streptococcus - + + +
57. Enterococcus - - + +
58. Enterococcus - - + +
59.

60. Enterococcus - - + +
61. Streptococcus - + + +
62. Enterococcus - - + +
63. Streptococcus - + + +
64.

65. Lactococcus + - - -
66. Streptococcus - + + +
67. Lactococcus + - - -
68. Enterococcus - - + +
69. Streptococcus - + + +
70. Enterococcus - - + +
71.

72.

73. Enterococcus - - + +
74,

75. Enterococcus - - + +
76. Streptococcus - + + +
77. Enterococcus - - + +
78. Streptococcus - + + +
79. Enterococcus - - + +
80. Streptococcus - + + +
81. Streptococcus - + + +
82.

83. Streptococcus - + + +
84. Streptococcus - + + +
85.

86. Streptococcus - + + +
87. Enterococcus - - + +
88. Streptococcus - + + +
89. Lactococcus + - - -
90. Streptococcus - + + +
91. Enterococcus - - + +
92. Enterococcus - - + +
93. Lactococcus + - - -
94, Streptococcus - + + +
95,

96. Enterococcus - - + +
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97. Lactococcus + - - -
98.

99. Enterococcus - - + +
100. Streptococcus - + + +
101.

102. Enterococcus - - + +
103.

104, Enterococcus - - + +
105.

106. Streptococcus - + + +
107. Enterococcus - - + +
108. Streptococcus - + + +
109.

110. Enterococcus - - + +
111.

112. Streptococcus - + + +
113. Enterococcus - - + +
114,

115.

116. Enterococcus - - + +
117. Streptococcus - + + +
118. Enterococcus - - + +
119.

120. Streptococcus - + + +
121. Streptococcus - + + +
122. Enterococcus - - + +
123. Streptococcus - + + +
124,

125. Enterococcus - - + +
126.

127. Streptococcus - + + +
128.

129. Enterococcus - - + +
130. Enterococcus - - + +
131.

132.

133.

134.

135. Enterococcus - - + +
136. Lactococcus + - - -
137. Streptococcus - + + +
138.

139. Enterococcus - - + +
140. Streptococcus - + + +
141.

142. Enterococcus - - + +
143.

144,

145,

146. Enterococcus - - + +
147. Streptococcus - + + +
148. Enterococcus - - + +
149,
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150. Streptococcus - - + + +

151. Enterococcus - - - + +

152.

153.

154. Enterococcus - - - + +

155.

156.

157. Enterococcus - - - + +

158.

159. Enterococcus - - - + +

160.

161. Enterococcus - - - + +

162.

163.

164. Enterococcus - - - + +

165.

166.

167. Enterococcus - - - + +

168.

169.

170. Enterococcus - - - + +

171.

172. Enterococcus - - - + +

173.

174.

175. Enterococcus - - - + +

Nota: Interpretarea rezultatelor a fost bazata pe reactia de colorare la hidroliza substantelor cercetate:
Gelatina:

(+) - mediu lichid in jurul tulpinei de microorganisme identificate

(-) — mediu solid in jurul tulpinei de microorganisme identificate

Amidonul: pe mediul din jurul tulpinei de microorganime se adauga solutie de iod
(+) — culoarea mediului raméane neschimbata

(-) — va forma un complex de culoare albastra

Hipuratul

(+) — Albastru

(-) —incolor, cafeniu deschis

Esculina

(+) — negru, cafeniu inchis

(-) —incolor, cafeniu deschis

Arginina

(+) — rosu, violet-rosu

(-) — galben, oranj deschis

Spatiile libere din tabel indica ca tulpinile lipsa sunt bacterii acidolactice, ce apartin genurilor
Bifidobaterium si Lactobacillus.
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Declaratia privind asumarea riaspunderii

Subsemnata, declar pe raspundere personald, cd materialele prezentate in teza de doctorat
sunt rezultatul propriilor cercetdri si realizari stiintifice. Constientizez, cé in caz contrar, urmeaza

s suport consecintele in conformitate cu legislatia in vigoare.

Bogdan Victoria T
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