Summary

The antimicrobial activity of the auto-
chthonous compounds ,,ENOXIL”

The study presents data about the anti-
microbial activity of the autochthonous
compound of taninic source enoxil. We
established the minimal inhibitory and
bactericidal/fungicidal concentrations
for certain skin types and wound infec-
tious agents. Based on Pseudomonas
bacteria model, it was established that
the enoxil compound suppresses the
activity of some important enzymes — a
phenomenon that leads to the increase
of bacterial sensibility to many tested
antibiotics.
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Pezrome

AHRMUMUKpPOOHAA AKMUGHOCHD OM-
euecmeennozo npenapama ,,9HOK-
cunr

B ecmamve npusoosmes oannvle om-
HOCUMENbHO AHMUMUKPOOHOU aKIMU6-
HOCMU OMeyecmEeHH020 npenapama
MAHHUHO20 NPOUCXONHCOCHUSA DHOKCUL.
Bviiu ycmanosnenvt MuHumanvHas
UHUOUMOPHAS U MUHUMATbHAS OAK-
mepuyuonas/pyneuyuonas aKkmug-
HOCMb 0J151 HEKOMOPbIX 8030y0umernet
KOJCHBIX 3a001€8aHULl U 0HCO208IX
ungexyuii. Hcnonvzoseanuem Pse-
udomonas 6 xawecmee M00enbHO2O
00vexma 8vlA6NeHO UHeUbUpyIoujee
Oeiicmeue DHOKCUNA HA HEKOMOopble
KOYesble hepMeHmbl, Ymo npueooum
K NOBbIUEHUIO YY8CBUMENbHOCIMU
baxkmepuu K 601bUUHCIEY Mecmupy-
eMbIX aHMUOUOMUKOS.

Kniouesvie cnosa: panesas unghexyus,
KOJICHAsL UHpeKyus, mpaouyuoHHvle
MemoOobl 1e4eHUs, aHmubUuomuKuy, ma-
HUH, GHMUMUKPOOHAs GKMUBHOCHIb,
Gepmenmol, 6axkmepuu.
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Introducere

Infectiile de piele si de plaga, desi se intalnesc cu preponderenta
in tarile cu nivel economic precar si standarde joase de igiena [6], in
ultimele decenii au devenit o preocupare serioasa si pentru tarile cu dez-
voltare socioeconomica inalta [4, 5, 12, 14]. O mare ingrijorare prezinta
si infectiile intraspitalicesi de plaga, intrucat complica insanatosirea,
produc anxietate, maresc disconfortul pacientului si pot conduce la
deces, fiind, totodata, un pericol serios si pentru lucratorul medical [14,
19]. Sunt apreciabile si aspectele economice ale infectiilor [15].

Printre cele mai frecvente microorganisme in dermul sau plaga
purulenta se constata bacteriile grampozitiva Staphylococcus aureus
sigramnegative Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa [16]. Atentie
deosebita se acorda infectiilor pseudomonadice ca niste complicatii
ale combustiilor, traumelor, procedurilor de tatuaj, celulitelor, ulcerelor
cronice decubitale, foliculitelor [7, 8, 23].

Una dintre metodele traditionale de combatere a infectiilor
este utilizarea antibioticelor. In ultimul timp, insa, se constata un fe-
nomen ingrijorator in intreaga lume, inclusiv in Republica Moldova,
si anume rezistenta microorganismelor la aceste preparate [21, 22].
Tratamentul permanent si, adesea, abuziv cu antibiotice a condus la
selectarea noilor virulente, agresive si severe, cu potential genetic
inalt de rezistenta. Aceasta situatie orienteaza specialistii in domeniu
spre elaborarea preparatelor antimicrobiene bazate pe mecanisme
de actiune principial noi [18]. Desi utilizarea extraselor taninice din
plante pentru tratarea diferitelor infectii ale dermului si plagilor este
cunoscutd de multa vreme, totusi, acestea nu prezinta efectul scon-
tat pentru multe microorganisme [2, 17, 20]. La moment, gama de
preparate medicinale eficiente, elaborate in baza compusilor taninici,
este restransd, in mare parte datorita insolubilitatii multora din ele in
solutii apoase sau alcoolice. Capacitatea extraselor fenolice (taninice)
de a dezinfecta si a trata rapid ranile se bazeaza pe doua fenomene
de baza - activitatea antimicrobiana si cea antioxidativa, determinate
de un sir de mecanisme: captarea ionilor de fier din substrat si, deci,
deprivarea microorganismelor de compusii necesari pentru activitatea
fiziologica; jonctiunea acestora cu proteinele microbiene si formarea
complecsilor; captarea radicalilor liberi; absorbtia radicalilor de oxigen;
inhibitia oxidarii lipoproteinelor de densitate joasa [3].

Este cunoscut faptul ca semintele de struguri sunt o sursa bogata
de enotaninuri - taninuri condensate care reprezinta o gama vasta de
substante naturale cu structurd polifenolica, remarcate prin continut
inalt de proantocianidine [9]. in Republica Moldova exista enotaninuri
in cantitati industriale. Luand in consideratie faptul ca multe taninuri
cu proprietati antimicrobiene sunt insolubile in apa si, totodata, apa-
ritia rezistentei microbiene la taninurile vegetale, de mare perspectiva
sunt cercetdrile cu privire la posibilitatea de modificare structurala a
enotaninurilor, la marirea gradului de oxidare in scopul sporirii efi-
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cientei si aplicarii acestora la tratarea infectiilor de
piele si de plaga.

Scopul prezentelor cercetari a constat in elu-
cidarea activitatii antimicrobiene a preparatului
autohton enoxil de origine taninica.

Material si metode

Cercetdrile au fost efectuate la Catedra Micro-
biologie, Imunologie si Virusologie a Universitati de
Stat de Medicina si Farmacie N. Testemitanu.

In calitate de compus antimicrobian a servit
preparatul autohton enoxil, obtinut prin hidroso-
lubilizarea enotaninurilor pe cale chimica si fizico-
chimica [10], iar drept culturi microbiene — unii
patogeni cu implicare severd in multe boli infectioase
— bacteriile Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Salmonella abony, P. aeruginosa, Proteus vulgaris si
fungul Candida albicans.

Pentru stabilirea gradului de activitate a prepa-
ratului testat au fost utilizate valorile concentratiei
minime inhibitoare (CMI) si ale concentratiei minime
bactericide/fungicide [1]. In calitate de indici-test
ai actiunii enoxilului asupra bacteriei P. aeruginosa
au servit un sir de parametri biochimici importanti
- indicatori ai viabilitatii si patogenitatii bacteriene:
sinteza citocromoxidazei, citratreductazei, hemolizi-
nelor, piocianinei, prezenta mirosului, iar in calitate
de indice al sensibilitatii la antibiotice - zona de in-
hibitie (mm) a culturii, specifica fiecarui antibiotic.
Sensibilitatea bacteriei P. aeruginosa a fost determi-
nata prin metoda difuziei antibioticelor in geloza din
rondele [13], care au continut urmdatoarele antibio-
tice omologate in Republica Moldova: cloramfenicol
(30 mkgq), pefloxacilina (5 mkg), eritromicina (15
mkg), cefuroxim (30 mkg), cefoxitin (30 mkg), cefa-
lotina (30 mkg), piperacilina (30 mkg), imipenem (10
mkg), ciprofloxacin (5 mkg), tobramicina (10 mkg),
gentamicina (10 mkg), tetraciclina (30 mkg). Pentru
testare a fost utilizat mediul nutritiv standardizat
Miuller-Hinton. Cutiile cu bacterie si antibiotice au
fost mentinute la temperatura de 37°C, timp de 24
de ore, dupa care s-a stabilit rezultatul antibiotico-
gramei. Datele au fost prelucrate statistic in pachetul
de soft STATISTICA 7.

Rezultate si discutii

Prin cercetarea actiunii preparatului enoxil asu-
pra bacteriilor E. coli, S. abony, S. aureus, P. vulgaris,
P. aeruginosa si fungului C. albicans au fost puse
in evidenta CMI (figura 1 A) si concentratia minima
bactericida/fungicida (CMB/CMF) (figura 1 B). Astfel,
enoxilul prezinta proprietati atat antibacteriene, cat si
antifungice la concentratii relativ joase. Concentratia
minima de inhibitie a enoxilului pentru bacteriile
testate se manifesta in limitele 0,15-0,3%, iar cea
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bactericida - in limitele 0,3-0,6%. Pentru fungul C.
albicans concentratia minima de inhibitie este de
0,3%, iar cea fungicida - de 0,6%.

Valorile CMI si CMB/CMF pentru microorganis-
mele aflate in studiu au prezentat diferente de un
ordin, cu exceptia bacteriei E. coli, pentru care acesti
indici au coincis. Prin analiza corelationala am consta-
tat ca gradul de dependenta (r) intre CMI si CMB/CMF
este semnificativ si pozitiv, egal fiind cu 0,66. Analiza
regresionala care are valoare predictiva si prezinta
relatia matematica a dependentei a demonstrat ca
ecuatia acesteia este: y=0,0923+0,3385 x (p<0,05).
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Pe perimetrul hexagonal: 1 - E.coli, 2 - S.abony, 3 - S.aureus, 4
- Pvulgaris, 5 - Paeruginosa, 6 — C.albicans. Pe verticald - con-
centratii, %.

Fig. 1. Concentratia minima de inhibitie (A) si cea
bactericidd/fungicida (B) a Enoxilului pentru unele
microorganisme.

Dupa cum se vede din datele prezentate in ta-
belul. 1, sub actiunea enoxiluluiin concentratia statica
stabilita (0,15%) s-a produs reprimarea activitatii
oxidazelor, citratreductazelor si hemolizinei. Toto-
datd, cultura de bacterie nu a produs piocianina si
indol si nu a emanat miros specific. In aceste conditii,
mentinerea mobilitatii este o dovada a viabilitatii
bacteriei, ceea ce releva corectitudinea testarii. Deci,
concentratia statica de enoxil produce mari pertur-
bari la nivel biochimic in celula bacteriana, ceea ce,
probabil, diminueaza considerabil capacitatea de
descompunere a substraturilor, precum si potentialul
patogenic al acesteia.

Tabelul 1

Influenta concentratiei statice de enoxil asupra unor indici
biochimici si functionali ai bacteriei P. aeruginosa

Indicator Martor (+/-) Enoxil (+/-)
Oxidaze + -
Citratreductaze + -
Hemolizine + -
Indol — —
Piocianina + -
Miros + -
Mobilitate + +




Tratarea culturii bacteriene cu enoxil a sporit
sensibilitatea (S) la majoritatea antibioticelor aflate
in studiu, rezistenta (R) fiind manifestata doar pentru
eritromicina si cefalotina (tabelul 2).

Pentru tetraciclina s-a constatat o reactie de
sensibilitate medie (RS). Daca in varianta-martor
cultura a manifestat sensibilitate doar pentru pe-
floxacilina si imipenem, atunci in varianta cu enoxil
sensibilitatea s-a manifestat pentru majoritatea anti-
bioticelor, exceptie fiind doar eritromicina si cefalo-
tina. De mentionat ca enoxilul a indus sensibilitate
bacteriei pentru unele antibiotice considerate inac-
tive pentru P. aeruginosa, de exemplu, cefoxitin.

Tabelul 2

Influenta concentratiei statice de enoxil asupra sensibilitctii
culturii de P. aeruginosa la unele antibiotice

Cultura netratata . .
(martor) Culturd tratata
Nr. Antibiotic Zond de Zond de Reac-
inhibitie, | Reactie | inhibitie, fie
mm mm !
1 Cloramfenicol 0,0 R 26,0+0,6* S
2 | Pefloxacilind 14,0+0,6 R 26,3+0,3* S
3 | Eritromicind 0,0 R 13,0+0,6* R
4 | Cefuroxim 0,0 R 20,0£1,2%* S
5 | Cefoxitin 0,0 R 22,0+0,6* S
6 | Cefalotind 0,0 R 0,0 R
7 | Piperacilind 0,0 R 20,0£1,2%* S
8 | Imipenem 30,0+1,2 S 29,3+1,5 S
9 | Ciprofloxacin 0,0 R 24,0+0,6* S
10 | Tobramicina 0,0 R 17,0+1,2%* S
11 | Gentamicina 0,0 R 16,0+0,6* S
12 | Tetraciclina 0,0 R 19,0+£0,7* | R-S
Notd: * - deosebire de martor cu suport statistic la nivelul
p<0,05.

Analiza gradului de similitudine a preparatelor
prin metoda clusteriand de construire a dendro-
gramelor a demonstrat cd antibioticele testate s-au
repartizat in clustere mari (figura 2 A), destul de deo-
sebite, ceea ce releva ca tulpina de bacterie tratata
cu enoxil are reactie diferita la antibiotice. Un cluster
puternic deosebit a fost prezentat de preparatul 6 -
cefalotina (unul dintre cele mai eficiente antibiotice
in infectiile pseudomonadice), pentru care tulpinaa
manifestat cea mai mare rezistenta (zona de inhibitie:
0,0 mm). Cu cat nivelul de agregare al clusterelor
este mai mic, cu atat similitudinea antibioticelor, in
baza zonei de inhibitie, este mai mare (de exemplu,
cloramfenicolul - 1; pefloxacilina - 2). Spre deosebire
de metoda construirii dendrogramelor, care este una
aglomerativ-iterationala si efectueaza clasificarea
obiectelor (antibioticelor) in baza diferitelor nivele
de agregare, metoda k-medii de analiza clusteriana,
neiterationala clasificd obiectele in clustere, stabilite
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de experimentator, in baza posibilelor efecte: mic,
mediu, mare s.a. si prezinta oportunitati de inalta
precizie [24].
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Legendd: A: 1 - cloramfenicol, 2 - pefloxaciling, 3 — eritromicing, 4
- cefuroxim, 5 - cefoxitin, 6 — cefalotina, 7 - piperaciling, 8 — imi-
penem, 9 — ciprofloxacin, 10 - tobramicing, 11 - gentamicing,
12 —tetracicling; B: 1, 2, 3 - clustere

Fig. 2. Analiza clusteriand (A — construirea dendro-
gramei; B — metoda k-medii) a antibioticelor in baza
capacitdtii de reprimare a culturii de P. aeruginosa
tratatd cu enoxil (0,2%).

Modul de clasificare (repartitie) a antibioticelor
in baza actiunii asupra tulpinii de P. aeruginosa tra-
tate cu enoxil a pus in evidenta existenta clusterelor
cu deosebiri pronuntate (figura 2 B). Prin exami-
narea membirilor (antibioticelor) celor 3 clustere,
s-a constatat ca clusterul 1 a fost format doar de
cefaloting, pentru care P. geruginosa a manifestat
cea mai inalta rezistentd, fapt confirmat si de ana-
liza dendrogramei de repartitie. Clusterul 2 in care
s-au repartizat antibioticele eritromicina, cefuroxim,
piperaciclina, tobramicina, gentamicina, tetraciclina
se caracterizeaza prin capacitatea acestora de produ-
cere a reactiei de sensibilitate medie, iar clusterul 3
- antibioticele cloramfenicol, pefloxacilina, cefoxitin,




imipenem, ciprofloxacin - a reactiei de sensibilitate
puternica.

Deci, daca facem abstractie de antibioticul imi-
penem, pentru care tulpina a prezentat sensibilitate
si in varianta-martor, se poate observa ca enoxilul
a indus o reactie de sensibilitate puternica pentru
majoritatea antibioticelor, dintre care 3 - cloram-
fenicolul, pefloxacilina si cefalotina — nu se aplica
la tratarea infectiilor pseudomonadice [11], adica
sunt nespecifice.

Concluzii

Valorile CMI si CMB/CMF ale enoxilului pentru
microorganismele aflate in studiu au prezentat dife-
rente de un ordin, cu exceptia bacteriei E. coli, pentru
care acesti indici au coincis. A fost stabilita existenta
unei corelatii inalte si pozitive pentru CMI/CMB la tra-
tarea cu enoxil, ceea ce face predictiva comportarea
microorganismelor.

Pe modelul bacteriei P. aeruginosa s-a constatat
ca unele dintre mecanismele biochimice de repri-
mare a cresterii si dezvoltarii acesteia de preparatul
enoxil constau in inhibitia sintezei unor asemenea
enzime importante pentru viabilitatea organismului
bacterian, cum ar fi oxidazele, citratreductazele, he-
molizinele, precum si a piocianinei. Acest fenomen
s-a reflectat in cel mai direct mod asupra sensibilitatii
bacteriei la un sir de antibiotice utilizate in medici-
na contemporana. Preparatul enoxil in concentratii
bactericide (CMB - 0,3%) poate fi considerat unul
de perspectiva in tratamentul infectiilor pseudo-
monadice.
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