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1. Introducere

Justificarea alegerii temei

Terapia medicald s-a bazat din cele mai vechi timpuri pe medicamente, utilizand
efectul farmacologic observat empiric si efectul psihologic (placebo) al acestora.

Medicamentele antiinfectioase sunt utilizate pentru tratarea bolilor cauzate de bacterii,
virusuri, fungi, protozoare si paraziti animali, fiind considerate cea mai importanta grupa de
medicamente. Antiinfectioasele de uz sistemic sunt clasificate in nomenclatura
internationala a medicamentelor (Anatomic, Terapeutic, Clinic) cu codul ATC JO1. Aceasta
se explica prin faptul ca bolile infectioase au grupa 1 de codificare a Organizatiei Mondiale
a Sanatatii (OMS), fiind cele mai frecvente si mai grave boli, adesea cu caracter epidemic
sau pandemic, cauzand cele mai multe cazuri de boala si deces la nivel mondial. Inainte de
era antibioticelor peste 40% din populatie murea din cauza infectiilor microbiene.

Farmacologia clasificad chimioterapicele antimicrobiene in functie de efect in felul
urmitor: antibacteriene, antivirale si antiparazitare. In lista actuali de Medicamente
Esentiale, OMS 23/2023, antimicrobienele reprezintd grupul cel mai numeros, deoarece si
etiologia infectioasa este foarte diversa si implicit si sensibilitatea microbiana fatd de
medicamentele antiinfectioase. Lipsa eficientei este agravata si de rezistenta bacteriilor fata
de antibiotice. Unul dintre mecanismele de rezistenta si de virulenta ale bacteriilor patogene
este formarea biofilmului, care le confera o rezistenta deosebita fatd de apararea imunitara,
precum si cel mai important, fatd de medicamentele antiinfectioase, inclusiv antibiotice.

Istoricul medicamentelor antiinfectioase se confunda cu istoria medicinei si farmaciei,
in care fitoterapia avea rolul principal, iar culoarea simbol a farmaciei a ramas verdele
plantelor. Foarte multe plante, cunoscute ca “medicinale” dar si altele, au proprietati
antimicrobiene sau imunostimulatoare, deoarece si regnul vegetal trebuie sa se apere de
invazia microbilor, care sunt ubicuitari. Exista mii de plante medicinale cunoscute, sute de
specii au monografie In Farmacopeele mai vechi sau mai noi din lume, iar alte mii de specii
de plante sunt in studiu, reprezentdnd cel mai mare rezervor de substante active
farmacologic, inclusiv pentru medicamente antiinfectioase.

Ca urmare, este imperios necesar sa descoperim medicamente inovative
antiinfectioase, ca tratament inlocuitor, complementar sau adjuvant al antibioterapiei, ca

antibacteriene si/sau antibiofilm.



I. Partea generala

1. Uleiuri esentiale si interactiunile cu antibiotice

1.1. Rezistenta bacteriana la antibiotice — aspecte generale

Bolile infectioase sunt boli cauzate de microorganisme patogene sau conditionat
patogene, care paraziteaza alte fiinte. Microbii patogeni au fost si continua sa fie principala
cauza de morbiditate umana fiind responsabili de aproximativ 15 milioane de decese anual
[1]. Medicamentele antiinfectioase contin substante antimicrobiene, 1n principal
chimioterapice: antibacteriene, antivirale, antifungice si antiparazitare.

In prezent, terapia bolilor infectioase cauzate de bacterii reprezinti o provocare pentru
medicina modernd, din cauza extinderii fenomenului de rezistentd bacteriana fatd de
antibiotice, iar Organizatia Mondiala a Sanatatii (OMS) a lansat avertismentul, inca din anul
2017, ca riscam sa intram 1n era postantibiotice [2]. Raspandirea rezistentei la antibiotice
este urmarea utilizarii necorespunzatoare si excesive a acestora [3].

In momentul de fati, multe dintre bacterii sunt rezistente la mai multe clase de
antibiotic, nu doar la un singur antibiotic (bacterii polifarmacorezistente) [4]. La nivel
Mondial, circa 50% din infectiile dobandite in spitale sunt cauzate de bacterii
polifarmacorezistente. Bacteriile polifarmacorezistente care cauzeaza cele mai multe
probleme sunt enterococii vancomicino-rezistenti, tulpinile de Staphylococcus aureus
meticilino-rezistent (MRSA), tulpinile de S. aureus meticilino- i vancomicino-rezistent,
bacteriile producatoare de beta-lactamaze cu spectru extins: unele tulpini de Pseudomonas
aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Helicobacter pylori, Klebsiella pneumoniae si
Escherichia coli. De asemenea sunt si alti patogeni polifarmacorezistenti importanti:
Mycobacterium tuberculosis, Streptococcus pneumoniae penicilino-rezistent, Legionella
pneumophila, Salmonella spp. si Shigella spp. [5]. In Romania, conform statisticilor, 40%
din infectii sunt cauzate de patogeni rezistenti la antibiotice si acestia au cauzat 1470 de
decese pe an [6].

Antibioticele actioneaza asupra bacteriilor prin mecanisme bactericide (omoara
bacteriile) sau bacteriostatice (inhiba multiplicarea bacteriand). Rezistenta bacteriilor la
antibiotice este capacitatea microoraganismelor de a supravietui si a se multiplica In prezenta

unui antibiotic. Rezistenta poate fi naturald sau dobandita [7].



De asemenea unul dintre mecanismele de rezistentd utilizate de bacterii este formarea
biofilmului, care este si un mecanism de virulenta [8]. Microorganismele unicelulare se pot
organiza In structuri cvasi-multicelulare, trecind din forma de viatd planctonicd 1n cea de
biofilm. Sub protectia biofilmului, celulele microbiene devin rezistente la actiunea
antibioticelor si a sistemului imunitar, ceea ce ingreuneaza tratamentul infectiilor cu biofilm.
Pand la 80% din infectiile bacteriene cronice sunt asociate formarii biofilmului. Deoarece
infectiile cu biofilm contribuie semnificativ la mortalitatea pacientilor si costurile asistentei

medicale sunt ridicate, sunt necesare strategii noi de tratare a acestor infectii [9].

1.2. Combaterea rezistentei la antibiotice si conceptul de sinergism de actiune

O abordare inovativa este reprezentatd de utilizarea de combinatii si asocieri sinergice
rezultate din utilizarea a 2 sau mai multe antibiotice, sau intre un antibiotic si o substanta care
are capacitatea de a potenta efectul farmacologic al antibioticului sau cu efect antibacterian prin
alte mecanisme care actioneazd complementar, ceea ce potenteaza efectul si impiedica
instalarea rezistentei bacteriene la antibioticul respectiv. Atunci cand efectul combinatiei este
mai mare decat suma efectelor individuale ale componentelor, atunci este vorba de sinergism
de actiune. O combinatie care are efect aditiv este atunci cand efectul acesteia este egal cu suma
efectelor individuale. Daca efectul combinatiei este mai mic decat suma efectelor individuale
ale componentelor, atunci este vorba de antagonism. Indiferenta este prezenta atunci cand nu
exista interactiuni intre agentii combinatiei [10].

Numeroase date din literatura de specialitate ne indicd faptul cd uleiurile esentiale au
capacitatea de a modula activitatea antibioticelor asupra bacteriilor patogene.

Beneficiile directe ale utilizdrii unei combinatii sinergice sunt: largirea spectrului de
actiune antibacteriand, posibilitatea de reducere a dozelor cu diminuarea toxicitatii
antibioticului, precum si scaderea posibilitdtii de dezvoltare a rezistentei [11].

Un exemplu de asociere sinergicd este utilizarea de agenti capabili sa inhibe enzimele
responsabile de degradarea antibioticelor prin inhibarea sifus-urilor active ale acestor enzime.
Inhibitorii de beta-lactamaze, asa cum sunt acidul clavulanic, sulbactamul si tazobactamul, in
combinatie cu amoxicilina, sunt exemplele binecunoscute ale acestei abordari. Utilizarea
frecventd si necorespunzitoare a acidului clavulanic a dus la dezvoltarea rezistentei la
combinatiile de antibioticele beta-lactamice si inhibitori de beta-lactamaze [12].

In actualul context, interesul pentru fundamentarea stiintifici a formulirilor
fitofarmaceutice atdt ca o alternativa cat si ca o componentd complementarda a terapiei cu

medicamente de sinteza reprezintd o tema de interes stiintific.



II. Contributii personale
2. Determinarea eficacitatii antibacteriene si antibiofilm a S uleiuri

esentiale comercializate in Romania

2.1. Ipoteza de lucru si obiective specifice

Prezentul studiu, Neagu si colab. [13], isi propune sd exploreze efectele antibacteriene si
antibiofilm a cinci uleiuri esentiale comercializate in tara noastra. Patru dintre ele (uleiul de
eucalipt, uleiul de rozmarin, uleiul de cuisoare si uleiul de mentd) sunt inregistrate de EMA ca
HMP pentru uz uman si veterinar [ 14], avand monografii actualizate periodic [15].

Rezultatele au fost comparate cu cele mai cunoscute date din literatura de specialitate. In

plus, a fost efectuatd o analiza statistica complexa pentru a sustine rezultatele obtinute.

2.2. Materiale si Metoda
2.2.1. Materiale
Toate substantele chimice si reactivii au fost de calitate analitica. Tulpinile bacteriene pe
care s-a testat eficacitatea antibacteriana si antibiofilm sunt reprezentative pentru speciile
bacteriene patogene: tulpini gram-pozitive (S. aureus) si gram-negative (E. coli si P.
aeruginosa).
Testarea eficacitatii antibacteriene si antibiofilm s-a realizat pe cinci uleiuri esentiale cu
cate 2-4 variante din fiecare, notate cu 1, 2, 3 si 4:
e Origani aetheroleum 1, 2 (ulei esential de oregano, OEO);
e FEucalypti aetheroleum 1, 2 (ulei esential de eucalipt, EEO);
e Rosmarini aetheroleum 1, 2 (ulei esential de rozmarin, REO);
e Caryophylli aetheroleum 1, 2, 3 (Ulei esential de cuisoare, CEO);
e Menthae aetheroleum 1, 2, 3, 4 (ulei esential de menta, PEO).
Au fost alese ca standard antibiotice cu spectru larg de actiune: Gentamicina,

Streptomicina si Amoxicilina&Acidul clavulanic.

2.2.2. Metoda de determinare a activitatii antibacteriene
Metoda utilizata a fost adaptata din literatura de specialitate [16,17]. A implicat cultivarea
bacteriilor in placi cu 96 de godeuri cu mediu Muller-Hinton in contact cu probele de uleiuri

esentiale si incubare la 37°C timp de 24 de ore.



Prepararea probelor

S-au preparat emulsii ulei in apd cu o concentratiec de ulei esential de 30% g/g;
emulgatorul utilizat a fost Poloxamer 407, de concentratie 5% in apa, dupd cum a fost mentionat
anterior [18]. Fiecare emulsie a fost diluata cu apa dublu distilatd pentru a obtine concentratia
finala a fiecarei solutii stoc de ulei esential de 25 mg/ml.

Prepararea solutiei standard de antibiotic

Toate solutiile de antibiotice au fost preparate cu apa dublu distilatd, concentratia finala

a solutiei stoc fiind de 0,5 mg/ml.

2.2.3. Metoda de determinare a activitatii antibiofilm

Metoda a fost adaptatd din literatura de specialitate [19,20] si detaliatd in articolul nostru
publicat recent [21]. Dupa incubare, productia de biofilm bacterian a fost evidentiatd prin
colorare cu violet de gentiana 0,1% dupa indepartarea mediului de cultura, spalare de doua ori
cu apa distilatd sterila si uscare la temperatura camerei sub flux de aer. Dupd indepartarea
colorantului, microplicile au fost uscate la 50°C timp de 60 min. Colorantul incorporat in
celulele bacteriene care au format biofilmul a fost solubilizat cu etanol de concentratie 95%

timp de 10 minute sub agitare continua la 450 rpm.

2.2.4. Cuantificarea si interpretarea activitatilor antibacteriene si antibiofilm

Efectul antibacterian si antibiofilm al uleiurilor esentiale a fost determinat prin citirea
absorbantelor separat, pe fiecare variantd experimentald folosind EnSight Multimode Plate
Reader. In functie de nevoile de misurare, operatorul a selectat si modificat lungimile de unda
(562 nm pentru efectul antibacterian si 570 nm pentru activitatea antibiofilm). Valoarea finala
a absorbantei este media aritmetica a celor 100 de citiri pe secunda / per godeu realizate de
software-ul cititorului multimodal [22]. Formula de calcul este prezentatd in urmatoarea

ecuatie:

media valorilor absorbatelor probelor

x 100

(1) Eficacitate % = 100 —

valoarea absorbantei de referinta

Rezultatele obtinute au fost comparate cu cele realizate de antibioticele standard.

2.3. Rezultate si discutii
Toate datele inregistrate din rezultate sunt rezumate in Figura 2.1, evidentiind locul
uleiurilor esentiale raportate atat la eficacitatea antibacteriana (4BE), cat si la eficacitatea

antibiofilm (4BfE) Impotriva tuturor bacteriilor testate la toate cele trei dilutii.
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Figura 2.1. PCA-Biplot afiseaza eficacitatea antibacteriand si antibiofilm a uleiurilor

esentiale Tmpotriva bacteriilor gram-pozitive si gram-negative.

Ca o privire de ansamblu (vezi Figura 2.1.), probele de la diferiti producatori ai aceluiasi
ulei esential au prezentat activitati similare; numai uleiurile de cuisoare si mentd au prezentat
diferente mai mari. In comparatie cu rezultatele altor studii, diferentele mici dintre probele
EEO1-2 si REOI-2 par sd nu influenteze efectele antibacteriene. S-au inregistrat diferente
apreciabile in compozitia chimica a probelor de CEO1-3 si diferente notabile in continutul
constituentilor bioactivi din probele de PEO1-4, rezultdnd diferente mari intre efectele
antibacteriene si antibiofilm.

Toate uleiurile esentiale au prezentat activitdti antibacteriene si antibiofilm la prima
dilutie zecimala impotriva tuturor bacteriilor gram-pozitive si gram-negative testate si o valoare
a CMI > 25 mg/ml. E. coli a prezentat cea mai scazutd susceptibilitate la toate uleiurile esentiale
disponibile comercial — pentru 15 probe de uleiuri esentiale nu au fost detectate efecte
antibacteriene si antibiofilm la urmatoarele doud dilutii.

Doar uleiurile esentiale cu un continut ridicat de metaboliti foarte activi au prezentat
diferente nesemnificative la toate dilutiile zecimale. Uleiurile esentiale cu multi compusi
bioactivi in continut moderat au inregistrat o diminuare substantiald a potentialului

antibacterian.



3. Determinarea eficacitatii antibacteriene si antibiofilm a combinatiilor de

uleiuri esentiale disponibile in comert asociate cu antibiotice

3.1. Ipoteza de lucru si obiective specifice

Studiul de fatd, Neagu si colab. [23], 1si propune sd investigheze activitatea
antibacteriand si antibiofilm, precum si potentialele interactiuni pentru cinci uleiuri esentiale
care au inregistrat cele mai bune eficacitati antibacteriene si antibiofilm in etapa anterioard de
testare - ulei esential de lavanda (LEO), ulei esential de cuisoare (CEO), ulei esential de oregano
(OEO), ulei esential de eucalipt (EEO) si ulei esential de mentda (PEO) — combinate in mod
binar si asocieri triple cu medicamente antibiotice - tetraciclind (TET), neomicind (NEO) si

bacitracind (BAC) testate Impotriva S. aureus, E coli si P. aeruginosa.

3.2. Material si metoda

3.2.1. Materiale

Toate substantele chimice si reactivii au fost de calitate analitica. Tulpinile bacteriene pe
care s-a testat eficacitatea antibacteriana si antibiofilm sunt reprezentative pentru speciile
bacteriene patogene si au fost achizitionate de la furnizori autorizati pentru comercializarea
produselor ATCC: Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922) si
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853).

Cele 5 uleiuri esentiale care au fost analizate sunt: ulei esential de cuisoare (CEO), ulei
esential de eucalipt (EEO), ulei esential de lavanda (LEO), ulei esential de menta (PEO) si ulei
esential de oregano (OEO) iar antibioticele conventionale utilizate sunt: neomicind, clorhidrat

de tetraciclind si bacitracina.

3.2.2. Analiza GC-MS

Materiale si metoda

A fost efectuatd o analiza cu ajutorul cromatografiei de gaze cuplatd cu un spectrometru
de masa (GC/MS) pentru a identifica si cuantifica constituentii uleiurilor esentiale de cuisoare,
eucalipt, lavanda, menta si oregano prin elucidare perceptibild, comparand spectrele lor de masa
cu spectrele de referintd (NIST Library 2020). A fost folosit un Thermo Scientific Focus GC
(Norristown, PA, SUA) cu un autosampler AI/AS 3000 cuplat cu un detector de masa DSQ II
st echipat cu o coloanad TraceGOLD TG-624 60 x 0,25 x 1,4 (mm). Volumul de injectare a fost
de 1 pl, la un debit de 1,3 ml/min si un raport de impartire de 1:50 folosind heliu ca gaz purtator.
Temperatura initiald a cuptorului a fost setata la 110°C si mentinutd timp de 5 minute. Dupa

aceea, a fost crescutd la 220°C cu o viteza de 2°C/min si mentinuta timp de 15 minute.
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Temperatura liniei de transfer MS a fost mentinutd la 240°C. Temperatura sursei de ioni a fost
de 230°C, iar ionizarea cu impact de electroni a fost setatd la 70 eV. Spectrele au fost analizate
in modul de scanare completa in intervalul de masa de la 50 la 450 si au fost inregistrati timpii
de retentie (RT) ai tuturor constituentilor [24].

Rezultate si discutii

Toti constituentii uleiurilor esentiale au fost identificati si cuantificati.

3.2.3. Analiza structuralda RMN si IR a antibioticelor testate

Materiale si metoda

Antibioticele conventionale au fost analizate din punct de vedere structural Tnainte de a
intra in testare.

Pentru analiza RMN a fost utilizat aparatul Mercury 300 BB (Varian Medical Systems,
Inc., Palo Alto, CA, USA) care a lucrat la frecventa de 300 MHz pentru spectrele 'H si 75.075
MHz pentru spectrele *C. Solventul utilizat pentru solubilizarea probelor de pulberi antibiotice
a fost apa deuterata (D20).

Pentru analiza IR a fost utilizat aparatul FT-IR Bruker Vertex 70 echipat cu un dispozitiv
de reflectare (ATR) cu un cristal de diamant. Spectrele IR au fost procesate cu software-ul
OPUS 5.5 (Bruker).

Rezultate si discutii

Spectrele RMN s1 IR au confirmat structurile chimice ale neomicinei, bacitracinei si
clorhidratului de tetraciclina.

3.2.4. Determinarea activitatii antibacteriene si antibiofilm prin metoda cu

microplaci

Materiale si metoda

Metoda utilizata a fost adaptata din literatura de specialitate [16,17] si testata cu succes
in studiul prezentat in Capitolul 2 [13].

Prepararea probelor

Probele au fost emulsii ulei/apd preparate cu o concentratie de ulei esential de 30% g/g;
emulgatorul utilizat a fost Poloxamer 407, de concentratie 5% in apa, dupd cum a fost mentionat
anterior [13,25].

Fiecare emulsie a fost diluata cu apa dublu distilata pentru a obtine concentratia finala a
fiecdrei solutii stoc de ulei esential de 25 mg/ml.

Combinatiile binare de uleiuri esentiale au fost preparate intr-un raport de 1:1.
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Medicamentele antibiotice (neomicina, bacitracina si tetraciclina) au fost dizolvate in apa
dublu distilatd cu concentratia finala a unei solutii stoc de 5120 pg/ml.

Triplele combinatii au continut parti egale din fiecare constituent (1:1:1).

Determinarea activitatii antibacteriene si antibiofilm

Protocolul de lucru este identic cel descris in Capitolul 2.

Rezultate si discutii

Cu ajutorul datelor obtinute in urma testarilor a fost intocmita o hartd termica cu ajutorul
careia putem observa diferentele cu privire la activitatea antibacteriand si antibiofilm a
uleiurilor esentiale in combinatii binare si a triplelor combinatii (uleiuri esentiale + antibiotice)

asa cum se poate observa in Figura 3.1.

OEC+CEO+BAC
BAC <-1 _
EEQ+PECHBAC 1--078 |
EEC+PEO+NEOQ
{ LEO+EEQ+TET 078056 N
CEO+PEOSTET 056--0,33
—| CEO+EEO+BAC 0,32-011 N
LECHEEO+BAC 011-011 |
CEQ4PED+BAC
EEC+PECHTET 0.11-0,33 o
TeT 033-056 [
OECHCECHTET 0,56-0,78 ]
CEQ4EEO+TET
0,78-1 [ |
4 LEQ+PEO+NED
NEG >1 I

LEQO+EEO
EECHPEQ
OECHCEOH+NED
CEOQ+PEQ
CEQ+EEO+NEOQ
OECHCEQ
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CEO+PECHNEC

o
E
<
"
ui

E.c.ABE
E.c.ABfE
P.a.ABFE
5.3.ABE
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Nota: LEO - ulei esential de lavanda; CEO — ulei esential de cuisoare; OEO - ulei esential de oregano; EEO - ulei
esential de eucalipt; PEO - ulei esential de mentd; NEO - Neomicind; TET - Tetraciclind; si BAC - Bacitracina.
Valorile ce indica sinergism de actiune sunt marcate cu verde, iar intensitatea culorii scade de la verde inchis la
verde deschis (indiferentd), si intensitatea culorii creste de la rosu deschis (antagonism scazut) la maro inchis
(antagonism foarte puternic).

Figura 3.1. Heatmap reprezentativ al efectelor antibacterian si antibiofilm, exprimate

procentual, pentru combinatii duble si triple.
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Dupa cum se poate observa pe heatmap, cele mai bune efecte antibacteriene au fost
realizate asupra S. aureus si P. aeruginosa, iar cel mai bun efect antibiofilm a fost obtinut
asupra biofilmului de P. aeruginosa.

In ceea ce priveste activitatea antibacteriana asupra S. aureus, E. coli si P. aeruginosa, 6
triple combinatii (uleiuri esentiale + antibiotice) au obtinut o valoare a eficacitatii antibacteriene
mai mare decat cele obtinute de combinatiile binare si antibioticele testate indivudual.

Referitor la activitatea antibiofilm asupra S. aureus, E. coli si P. aeruginosa, 12 triple
combinatii (uleiuri esentiale + antibiotice) au obtinut o valoare a eficacitétii antibiofilm mai

mare decét cele obtinute de combinatiile binare si antibioticele testate indivudual.

3.2.5. Evaluarea in vitro a activitatii antibacteriene

Materiale si metoda

O evaluare in vitro a activitatii antibacteriene a solutiilor testate a fost efectuata folosind
o metoda semi-cantitativa (antibiograma difuzimetrica Kirby-Bauer adaptata [26]). Rezultatele
- exprimate ca diametrul zonei de inhibitie IZD (mm) - au fost masurate dupd 24 de ore de
contact intre solutiile testate si bacteriile patogene. Protocolul de preparare a probelor este
identic cu cel descris la 3.2.4.

Tehnica de lucru

Diametrele minime si maxime ale zonelor de inhibitie (IZD) au fost masurate in mm, iar
media aritmeticd a fost calculata folosind o zecimald. Discurile de celuloza sterile cu diametrul
) de 6 mm au fost impregnate cu 10 pl de solutii de proba si asezate pe placile Petri cu mediu
de culturd. Cilindri sterili din sticla borosilicatd cu diametrul @ de 6 mm au fost plasati pe
placile Petri cu mediu de cultura si incércati cu 100 pl de solutii de proba.

Apoi, placile Petri au fost incubate la 37°C si citite dupa 24 de ore. Concentratia minima
inhibitorie (CMI) a fost calculata din media aritmetica a IZD.

Martorii negativi au fost discuri de celuloza sterila neimpregnate sau cilindri de sticla
nelncarcati.

Metoda indicativd de evaluare a corelatiei Cantitate/Efect (indice Q/Ef) specifica

screening-ului agentilor antimicrobieni constd in calculul valorii CMI:

Q (ug)
V (ub)

Q - Cantitatea (ug) de solutie de proba aplicata.

Efect (CMI) =

V - Volumul mediului in care proba testata a difuzat si a inhibat multiplicarea
microbiana.
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Indicele de Concentratie Inhibitorie Fractionata (FICI) a fost calculat pentru combinatii
duble si triple, dupa urmatoarele formule:

FICIAB = (CMIA asociat/ CMIA singur) + (CMIB asociat / CMIB singur)
FICIABC = (CMIA asociat / CMIA singur) + (CMIB asociat / CMIB singur) + (CMIC asociat/ CMIC
singur)

Rezultate si discutii

Calculul valorilor CMI din valorile IZD a condus la evaluarea interactiunii dintre
uleiurilor esentiale in combinatii binare si uleiurilor esentiale si antibiotice conventionale n
combinatii triple prin analiza fiecarui indice FICI (vezi Figura 3.2.).

Studiul nostru a raportat o combinatie binara sinergica (OEO+CEO) impotriva P.
aeruginosa, o alta sinergie partiala (EEO+PEO) impotriva S. aureus si o altd combinatie aditiva
(CEO+PEO) impotriva E. coli. Observatii similare cu privire la aceste efecte antibacteriene
sunt disponibile pentru antibioticele conventionale combinate cu uleiuri esentiale. Combinatiile
binare mentionate anterior au condus la patru combinatii triple partial sinergice cu medicamente

antibiotice (TET si NEO) care au fost relevate asupra S. aureus si E. coli, trei continand TET.
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Bacteria S. aureus E. coli P. aeruginosa

Proba SaFICIL  SaFICI2  EcFICIL _ ECFICI2  PaFICIL  PaFICI2
CEO+EEO 5.00 1.60 4.90 1.10
CEO+EEO+BAC 1.35 6.91 2.79
CEO+EEO+NEO 1.94 115 6.05 2.33 5.56 7.50
CEO+EEO+TET 3.52 8.52 1.97 2.46 2.93 3.54
CEO+PEO 6.00 220  [Loon 1.80
CEO+PEO+BAC 5.38 1.27
CEO+PEO+NEO 9.33 2,52 111 2.16 1.29
CEO+PEO+TET 3.09 0.74 0.92 159 1.49 2.62
EEO+PEO 0.80 1.40 3.70 7.00 9.80 4.20
EEO+PEO+BAC 1.25 3.54 8.14 18.35 3.22
EEO+PEO+NEO 1.66 3.78 3.93 2.56 3.68
EEO+PEO+TET 2.37 1.99 3.78 3.74
LEO+EEO 1.20 2.50 5.00
OEO+CEO 2.60 9.90
LEO+EEO+NEO 3.83 4.27 5.04 2.05
OEO+CEO+NEO 3.98 6.67 3.70 1.16
LEO+EEO+BAC 3.76 5.32 2361 26.28 3.03
OEO+CEO+BAC 3.02 3.77 4.16
LEO+EEO+TET 4.83 3.20 3.74 4.47 4.97 8.27
OEO+CEO+TET 4.87 1.80 4.42 4.96 1423

Nota: LEO - ulei esential de lavandad; CEO — ulei esential de cuisoare; OEO - ulei esential de oregano; EEO - ulei esential de eucalipt; PEO - ulei esential de mentd; NEO -
Neomicind; TET - Tetraciclind; si BAC - Bacitracina. FICI - Indicele de Concentratie Inhibitorie Fractionata. Dacd IZD = 0 mm, substanta nu are efect; nu exista CMI. FICI <
0,5 indica sinergism (S). 0,5 < FICI < 1 inseamna sinergism partial (PS); FICI = 1 indica efecte aditive (AD); 1 < FICI < 4—indiferenta (I); FICI > 4 este antagonism (ANT)
[27]; 4 <FICI £ 10 - antagonism scdzut; 10 < FICI < 15—antagonism moderat; 15 < FICI < 20 - antagonism puternic; FICI > 20 - antagonism foarte puternic. FICI1 - determinat
prin tehnica discului (DDM); si FICI2 - determinat prin tehnica cilindrului (CT). Sa - S. aureus, Ec - E. coli si Pa - P. aeruginosa. Valorile FICI < 4 sunt marcate cu verde, iar
intensitatea culorii scade de la verde inchis (sinergism) la verde deschis (indiferentd), valorile FICI > 4 sunt marcate cu maro si intensitatea culorii creste de la maro deschis
(antagonism scazut) la maro inchis (antagonism foarte puternic).

Figura 3.2. Heatmap reprezentativ al valorilor FICI pentru combinatii duble si triple.
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4. Concluzii si contributii personale

Concluzii generale

Tn cadrul studiilor a fost analizata eficacitatea antibacteriana/antibiofilm prin metoda
cu microplaci pentru cele cinci tipuri de uleiuri esentiale disponibile pe piata din Romania.
Au fost luate Tn lucru 2 pana la 4 variante din fiecare ulei esential, pentru a selecta in etapele
urmatoare ale studiului variantele de ulei esential care au prezentat cea mai buna eficacitate
antibacteriand/antibiofilm. De asemenea, rezultatele obtinute de uleiurile esentiale au fost
comparate cu rezultatele unor antibioticelor cu spectru larg de actiune: gentamicina,
streptomicind si amoxicilina&acid clavulanic.

Inainte de a realiza asocierile in combinatii binare (ulei esential 1 + ulei esential 2) si
triple combinatii (uleiuri esentiale + antibiotice), componentele au fost analizate din punct
de vedere chimic. Testarea eficacitatilor antibacteriene/antibiofilm pentru combinatiile
binare si triplele combinatii a fost realizatd atat prin metoda cu microplaci, cat si prin metoda

antibiogramei difuzimetrice, adaptata, cu doua tehnici: tehnica discului si tehnica cilindrului.

In urma studiilor efectuate pot fi identificate urmatoarele concluzii:

* Toate uleiurile esentiale testate individual au prezentat efect antibacterian si
antibiofilm asupra bacteriilor gram-pozitive si gram-negative cu o valoare a CMI >
25 mg/ml;

* Dintre bacteriile asupra cdrora s-au realizat testdrile, E. coli a manifestat cea mai
redusa susceptibilitate;

= Uleiurile esentiale cu un continut moderat de compusi bioactivi au inregistrat o
diminuare substantiald a potentialului antibacterian odata cu cresterea gradului de
dilutie. In schimb, uleiurile esentiale cu un continut ridicat de metaboliti activi au
prezentat diferente nesemnificative la toate dilutiile zecimale;

= Probele aceluiasi ulei esential produs de firme diferite au prezentat in general
activitati similare cu exceptia PEO. Cele 4 probe de PEO au inregistrat variatii mari
ale efectelor antibacteriene si antibiofilm, fapt datorat diferentelor semnificative in

ceea ce priveste continutul in constituenti bioactivi;
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In etapa urmatoare de testare au fost selectate uleiurile esentiale (OEO, CEO, EEO,
PEO si LEO) provenite de la ,,Laboratoarele Fares Biovital SRL” (Orastie,
Romania);
Analizarea uleiurilor esentiale cu ajutorul cromatografiei de gaze cuplata cu un
spectrometru de masa (GC/MS) a identificat si cuantificat constituentii acestora:

CEO: Eugenol 86,23 %, Cariofilen 6,88 %, Acetat de eugenol 5,75 %;

EEO: Eucaliptol 83,75 %, Limonen 5,45 %, o-Cimen 4,13%;

LEO: Linalol 52,93 %, Acetat de Linalil 32,31 %, a-Pinen 3,16 %;

PEO: Izomentona 26,53 %, Eucaliptol 5,05 %, Limonen 2,09 %;

OEO: p-Timol 72,10 %, o-Cimene 16,27 %, y-Terpinen 2,98 %;
Spectrele RMN, precum si spectrul IR confirma structura chimicd a Neomicinei si a
clorhidratului de Tetraciclina. In ceea ce priveste Bacitracina, spectrele RMN sunt
indescifrabile datoritd complexitatii moleculei sale insa spectrul IR confirma
structura chimica a Bacitracinei;
Probele au fost formulate ca emulsii ulei/apa avand o concentratie de ulei esential
de 30% g/g; emulgatorul utilizat a fost Poloxamer 407, de concentratie 5% in apa.
Fiecare emulsie a fost diluata cu apa dublu distilata obtinerea concentratiei finale
pentru fiecare solutie stoc de ulei esential de 25 mg/ml. Combinatiile binare de
uleiuri esentiale au fost preparate intr-un raport de 1:1; Medicamentele antibiotice
(neomicina, bacitracina si clorhidratul de tetraciclind) au fost dizolvate in apa dublu
distilatd cu concentratia finald a unei solutii stoc de 5120 pg/ml. Triplele combinatii
au continut parti egale din fiecare constituent (1:1:1). Atat combinatiile binare cat si
triplele combinatii au prezentat stabilitate si omogenitate corespunzatoare inainte
de a intra 1n testare;
In urma testarilor realizate prin intermediul metodei cu microplici, cele mai bune
efecte antibacteriene au fost realizate asupra S. aureus si P. aeruginosa, iar cel mai
bun efect antibiofilm a fost obtinut asupra biofilmului de P. aeruginosa;
Metoda cu microplaci a evidentiat 6 triple combinatii (EEO+PEO+TET,
LEO+EEO+BAC, LEO+EEO+NEO, EEO+PEO+NEO, OEO+CEO+TET si
CEO+PEO+TET) cu eficacitate antibacteriana asupra S. aureus, E. coli i P.
aeruginosa mai mare decat a combinatiilor binare si a antibioticelor testate
individual ceea ce indica sinergisme de actiune;
12 triple combinatii (EEO+PEO+BAC, CEO+EEO+NEO, LEO+EEO+BAC,
EEO+PEO+BAC, LEO+EEO+NEO, EEO+PEO+NEO, OEO+CEO+TET,
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CEO+PEO+TET, LEO+EEO+TET, EEO+PEO+TET, OEO+CEO+BAC si
EEO+PEO+BAC) cu activitate antibiofilm asupra S. aureus, E. coli si P.
aeruginosa, mai mare decat a combinatiillor binare de uleiuri esentiale si a
antibioticelor testate individual au fost evidentiate prin metoda cu microplaci ceea
ce indica sinergisme de actiune;

Testarile prin metoda antibiogramei difuzimetrice adaptate au evidentiat activitate
antibacteriand semnificativa asupra S. aureus si P aeruginosa a combinatiilor
binare de uleiuri esentiale, precum si a celor triple cu antibiotice conventionale;
Metoda antibiogramei difuzimetrice a evidentiat o combinatie binara sinergica
(OEO+CEOQO) impotriva P. aeruginosa, un sinergism partial (EEO+PEQ) impotriva
S. aureus s1 o actiune antibacteriana aditiva (CEO+PEO) impotriva E. coli;
Triplele combinatii au prezentat efecte partial sinergice: EEO+PEO+NEO asupra S.
aureus s1 EEO+PEO+TET asupra E. coli. Tripla combinatie CEO+PEO+TET a

manifestat sinergism partial atat pe S. aureus cat si pe E. coli.
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Contributii personale

Gradul de originalitate al tezei de doctorat a constat n:

Design-ul inedit al primului studiu in care au fost selectate cinci uleiuri esentiale de
la producitori autohtoni. In etapa de pre-screening, pentru fiecare ulei esential au
fost analizate 2-4 produse comercializate in tara noastra, furnizate de companii
romanesti. Pe baza buletinelor GC-MS puse la dispozitie de producatori, s-a
analizat compozitia chimica a acestora in conformitate cu reglementarile prevazute
de EMA. Apoi, s-a evaluat eficacitatea antibacteriand/antibiofilm impotriva unor
bacterii gram-pozitive si gram-negative cunoscute pentru rezistenta lor multipla la
antibioticele conventionale. Aceasta a fost corelata cu continutul in constituenti
activi pentru fiecare proba analizata in parte si s-au selectat astfel cele mai active
uleiuri esentiale produse in Romania;

Constituentii bioactivi din uleiurile esentiale selectate au fost cuantificati prin
analizi GC-MS utilizand standarde recunoscute la nivel international. In acelasi
timp, structura chimica a antibioticelor testate a fost confirmata cu ajutorul
spectrelor RMN si IR;

Uleiurile esentiale selectate au fost asociate in combinatii binare precum si in triple
combinatii cu antibiotice conventionale care au fost foarte putin analizate pana
acum in literatura de specialitate accesata;

Testarea eficacitdtilor antibacteriene/antibiofilm pentru combinatiile binare si
triplele combinatii a fost realizatd atat prin metoda cu microplaci, cat si prin metoda
antibiogramei difuzimetrice, adaptata, cu doua tehnici: tehnica discului si tehnica
cilindrului;

Multitudinea de metode utilizate conferd acuratete rezultatelor obtinute.
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Perspective de cercetare

Rezultatele obtinute in urma studiilor efectuate pe parcursul tezei de doctorat justifica

continuarea cercetarilor in urmatoarele directii:

Asocierea in triple combinatii a unor antibiotice de generatie mai noua utilizate in
tratarea infectiilor cutanate;

Extinderea cercetarilor si pe alte specii de bacterii gram-pozitive si gram-negative;
Evaluarea eficacitatii antibacteriene si antibiofilm a triplelor combinatii prin
metode in vivo (modele experimentale animale);

Evaluarea toxicitatii triplelor combinatii prin metode in vivo (modele experimentale
animale);

Incorporarea triplelor combinatii intr-o forma farmaceutici cu o biodisponibilitate
crescuta la administrare cutanata;

Confirmarea eficacitatii antibacteriene/antibiofilm si stabilirea profilului de

sigurantd pentru triplele combinatii prin intermediul studiilor clinice.
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