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R. 2.5.1 Utilizarea modelului in vitro pentru testarea proprietatilor altor agenti antimicrobieni

1. Introducere

Majoritatea plantelor medicinale poseda activitate antimicrobiana datorita prezentei
uleiului esential. Natura, compozitia structurald si grupurile functionale prezente in
uleiurile esentiale joaca un rol important in determinarea activitatii antimicrobiene.
Uleiurile esentiale contin o varietate de molecule volatile, cum ar fi terpene si terpenoide,
compusi aromatici si alifatici derivati de fenol, care ar putea avea consecinte bactericide,
virucide si fungicide. Uleiurile esentiale afecteaza In mod direct membrana celulara a
microorganismului patogen, provocand o crestere a permeabilitatii si scurgerii
constituentilor intracelulari vitali si, in cele din urma, perturba respiratia celulara si
sistemul enzimatic microbian. Mai mult, au prezentat, de asemenea, efectele citotoxice
asupra celulelor vii datorita tipului si concentratiei lor. Prin urmare, s-a sugerat ca
extractele de uleiuri esentiale din plante medicinale ar putea fi utilizate ca substante
naturale antimicrobiene alternative si, de asemenea, ar putea juca un rol important in
descoperirea de noi medicamente (Akhtar M. et.al,, 2014).

Au fost propuse diverse mecanisme ale activitatii antibacteriene a uleiurilor esentiale.
Uleiurile esentiale destabilizeaza in primul rand arhitectura celulard, ducdnd la
descompunerea integritatii membranei si la permeabilitatea crescutd, care perturba multe
activitati celulare, inclusiv productia de energie, transportul membranar si alte functii de
reglare metabolica. Efectul uleiurilor esentiale asupra membranei celulare poate ajuta la
diverse procese vitale, cum ar fi procesele de conversie a energiei, procesarea nutrientilor,
sinteza macromoleculelor structurale si secretia regulatorilor de crestere. Uleiurile
esentiale pot afecta atat invelisul extern al celulei cat si citoplasma. Datorita naturii lor
lipofile, uleiurile esentiale sunt usor de penetrat prin membranele celulare bacteriene. S-a
raportat ca uleiurile esentiale din diferite plante medicinale cauzeaza o crestere a
permeabilitatii membranelor celulare bacteriene, ducind la scurgerea componentelor
celulare si la pierderea ionilor. Efectul antibacterian al esentelor de uleiuri este legat de
potentialele membranelor, de Intreruperea pompelor de protoni si de afectarea producerii
de ATP. Aceasta modificare a organizarii celulare poate provoca efect de cascada, rezultand
alte organite celulare afectate. Uleiurile esentiale trec prin peretele celular si membrana
citoplasmatica, si pot perturba dispunerea acizilor grasi, a straturilor fosfo-lipidice si a
moleculelor de polizaharide. Toate aceste evenimente pot fi responsabile de coagularea
componentelor celulare interne din citoplasma si descompunerea legaturilor dintre
straturile proteice. Variabilitatea activitatii antimicrobiene a esentialului uleiurile catre
microorganismul investigat pot fi atribuite aduse diferentelor calitative si cantitative in
constituentii uleiurilor individuale. S-a observat ca compozitia uleiurilor esentiale variaza
in functie de conditiile climatice si de mediu locale; in consecintd, au bioactivitati diferite.
Unele uleiuri esentiale si componentele lor sunt foarte activ impotriva bacteriilor desi nu
impotriva ciupercilor si invers, in timp ce unele uleiuri esentiale stimuleaza cresterea unor
microorganisme. (Demo M. Et.al,, 2005)
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La investigarea activitatii antimicrobiene a extractelor uleioase sau a extractelor din
alimente, s-a constatat ca sunt necesare concentratii mai mari in comparatie cu studiile in
vitro. Proprietatile matricei alimentare care pot afecta activitatea uleiurilor esentiale si a
extractelor includ; pH-ul, cu o activitate mai mare observata la un pH mai scazut datorita
hidrofobicitatii crescute a uleiurilor, a temperaturii la care sunt stocate alimentele, a
cantitatii de oxigen prezent, precum si a continutului de ap3, proteine si grasimi. Continutul
ridicat de grasimi pare sa scada activitatea antimicrobiand, oferind potential protectie
bacteriilor. Multi au propus utilizarea uleiurilor esentiale si a extractelor de plante ca
alternative naturale la substantele chimice utilizate in mod obisnuit in industria alimentara
pentru a preveni sau reduce contaminarea de catre agentii patogeni de origine alimentara.
Utilizarea uleiurilor esentiale si a extractelor ca antimicrobieni naturali sau conservanti
face apel la ,consumismul verde” care a aparut in ultimele doua decenii, oferind 1n acelasi
timp un mijloc de a proteja publicul de bolile de origine alimentara. in general, multi
compusi vegetali si-au demonstrat eficacitatea Impotriva unui numar de agenti patogeni
alimentari in vitro si in sistemele alimentare model si, prin urmare, au potentialul de a fi
aplicati in alimente pentru a-si Imbundtdti siguranta microbiologica. Cercetari
suplimentare vor ajuta in aplicatiile comerciale ale acestor compusi in industria alimentara.
(Cordery A. et.al.,, 2018)

Bolile cauzate de consumul de alimente contaminate de agenti patogeni au o
importanta mondiala din punct de vedere al sanatatii publice. Uleiurile esentiale din plante
castiga interes pentru potentialul lor ca ingrediente conservante sau tratamente
decontaminante. Uleiurile esentiale si componentele lor sunt utilizate pe scard larga ca
ingrediente aromatice intr-o mare varietate de alimente, bauturi si produse de cofetarie,
aplicarea lor in controlul agentilor patogeni ar putea reduce riscul de focare provocate de
alimente si ar asigura consumatorilor produse alimentare sigure. Anumite plante si
extracte utilizate ca agenti de aromatizare sunt cunoscute activitati antimicrobiene care
ofera o alternativa potentiala la conservantii sintetici. (Gyorgy E., 2010)

Plantele medicinale si aromatice constituie o mare parte a florei naturale si sunt
considerate o resursa importanta in diverse domenii, cum ar fi industria farmaceutica,
aromi si fragrantd, parfumerie si cosmeticd. In prezent, mai mult de 80% din populatia
globala depinde de medicamentele traditionale pe baza de plante pentru tratarea
diferitelor probleme de sanatate umana. Potrivit unei estimari, valoarea produselor pe
baza de plante pe piata globala este de aproximativ 62 miliarde USD, iar previziunile vor
creste pana la 5 miliarde USD pana in 2050. Peste 9000 de plante native au fost identificate
si inregistrate pentru proprietdtile lor curative si aproximativ 1500 de specii sunt
cunoscute pentru aroma si aroma lor. industriile farmaceutice si mai mult de 250 de tipuri
de uleiuri esentiale, cu valoare de 1,2 miliarde USD, sunt comercializate anual pe piata
internationala. (Swamy M.K. et.al., 2016)

Utilizarea compusilor antimicrobieni naturali in alimente a castigat multa atentie de
catre consumatori si industria alimentara. Acest lucru se datoreaza in primul rand doi
factori majori. In primul rand, utilizarea gresitd si manipularea gresitd a antibioticelor a
dus la cresterea dramatica a unui grup de microorganisme, inclusiv agenti patogeni de
origine alimentard, care sunt nu numai rezistente la antibiotice, ci si mai tolerante la mai
multe metode de procesare si conservare a alimentelor. in plus, cresterea gradului de
constientizare a consumatorilor cu privire la potentialul impact negativ al conservantilor
sintetici asupra sanatatii fata de beneficiile aditivilor naturali a generat interes in randul
cercetatorilor in dezvoltarea si utilizarea produselor naturale in alimente.
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Uleiurile esentiale sunt compusi volatili, naturali, complecsi caracterizati printr-un
miros puternic si sunt formate din plante aromatice ca metaboliti secundari. Proprietatile
de bioactivitate ale uleiurilor esentiale sunt, in general, determinate de compusii majori
prezenti in ele. Au fost utilizate pe scara largd pentru aplicatii bactericide, virucide,
fungicide, antiparazitare, insecticide, medicinale si antioxidante. Activitatea biologica a
uleiurilor poate fi comparata cu activitatea preparatelor farmacologice produse sintetic.
Astfel, uleiurile esentiale sunt extracte naturale promitatoare care necesitd o evaluare
suplimentara pentru o posibila aplicare ca supliment, conservanti sau antioxidanti in
industria alimentara sau farmaceutica. (Shaaban HA, 2020)

In studiul de fatd ne-am propus:

e Testarea actiunii antimicrobiene a unor uleiuri esentiale si extracte vegetale,
utilizand pierderea de masa in functie de densitatea optica - tehnica microdilutiilor
in bulion

e Testarea proprietatilor unor extracte vegetale de a impiedica formarea biofilmului
bacterian, prin tehnica in placi de microtitrare

e Testarea actiunii antimicrobiene a unor extracte vegetale prin metoda disc-
difuzimetrica

2. Materiale si metode

Materiale

2.1. Uleiurile esentiale

Cele doua uleiuri esentiale (UE) testate, de busuioc (Ocimum basilicum) (Fares®) si de
cuisoare (Eugenia caryophyllus) (©Bionovativ, gama Life) au fost procurate din comert
(Fig. 1). UE de cuisoare este obtinut din bobocii florali proveniti de la specia Eugenia
caryophyllus, fam. Myrtaceae. Principalii compusi volatili continuti sunt: eugenol 70-90%,
cariofilen si acetat de eugenil (https://fares.ro/produs/cuioare-a7/;https://life-
bio.ro/produs/ulei-esential-de-busuioc-ultra/).

Pentru evaluarea activitatii antimicrobiene, UE au fost testate in volume de 4, 8 si 10 pl.
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Figura 1. Uleiurile esentiale

2.2. Extractele vegetale

Solutiile stoc (E), la cancentratia de 20 mg/ml, au fost preparate prin dizolvarea
extractelor liofilizate 1n alcool 80%. S-au folosit cinci extracte:

- busuioc (Ocimum basilicum) (E1),

- leurda (Allium arsinum) (E2),

- salcam (Robinia pseudocacia) (E3),

- coada calului (Equisetum arvense) (E4)
- pelin (Artemisia absinthium) (E5).

2.3. Tulpinile bacteriene utilizate si prepararea inoculului (I)

Pentru testarea activitatii antimicrobiene a UE si E, prin tehnica microdilutiilor in
bulion si pentru evaluarea capacitatii E de a impiedica formarea biofilmului bacterian, prin
tehnica in placi de microtitrare, s-au folosit doua tulpini de E. coli (CP7921 notata in
continuare C1 si DK0336 notatd in continuare drept C2) si doua tulpini de S. aureus
(CO0587 notata in continuare drept S1 si CP7438 notata in continuare drept S2).

Pentru evaluarea activitatii antimicrobiene a celor cinci E, prin metoda disc-
difuzimetrica, in plus fata de tulpinile mai sus amintite, s-au utilizat: E. coli DM3527, E. coli
CO1165, E. coli CO1453, E. coli CU0181, S. aureus CL9002 si S. aureus CP7170.

Toate tulpinile bacteriene au provenit din banca de tulpini bacteriene multirezistente
initiata In prima etapa a acestui proiect.

Tulpinile au fost ,revigorate” prin crestere peste noapte in bulion cord-creier (BHI), la
37°C si ulterior au fost trecute pe agar cu sange si incubate la 37°C, 24 ore.

Inoculul (I) a fost ajustat la 1.5 x 108 ufc/ml (etalonul McFarland 0.5) prin dizolvarea
completd a unei singure colonii de dimensiuni mari, in cazul tulpinilor de stafilococ si a
una-doua colonii, in cazul tulpinilor de E. coli, in 10 ml bulion BHI.
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R. 2.5.1 Utilizarea modelului in vitro pentru testarea proprietatilor altor agenti antimicrobieni

Tehnica de lucru

2.4. Tehnica microdilutiilor in bulion

Metoda microdilutiilor in bulion este una dintre cele mai utilizate tehnici in evaluarea
susceptibilitdtii la antimicrobiene (Reller LB et. al. 2009, Thielmann J. et. al.,, 2019).
Procedeul implica testarea activitatii agentului antimicrobian, la diferite concentratii, intr-
un mediu de crestere lichid (inocul bacterian) distribuit in placi de microtitrare cu 96 de
godeuri, In cazul de fata, placi cu fund plat, clar, aviand un volum utilizabil de 200 pl
(Corning® Primaria™ 96-well Clear Flat Bottom Microtest Microplate, with Lid, Sterile).

Pentru minimalizarea efectului de margine, godeurile marginale au fost inoculate cu
200 pl ser fiziologic (Shukla S. et. al.,, 2017). Dupa incubarea la 37°C, 24 ore, turbiditatea a
fost masurata la cititorul Tecan, la o lungime de unda de 590 nm.

Pentru testarea UE, distribuirea in placi s-a facut conform Tabelului 1, iar pentru
testarea E, conform Tabelelor 2, 3 si 4. in cazul uleiurilor esentiale, s-au folosit opt placi,
cate doua pentru fiecare tulpind (una pentru fiecare ulei), iar in cazul extractelor, sase
placi: una pentru martori (Tabel 2), una pentru a cele patru tulpini in contact cu alcoolul
80% (Tabel 3) si patru, pentru fiecare tulpind bacteriana si cele cinci extracte (Tabel 4).

Tabel 1. Dispunerea in placi pentru testarea uleiurilor esentiale

ser ser ser ser ser ser ser ser ser ser ser ser
ser BHI [ 1106 Wl + 4 ul | 1102 pul + 8l | 1100 ul+10 pul | B 106 ul + 4 pl | ser
(B) UE (IUE) UE UE UE (BUE)
ser 110 pl ser
110 pl
ser B 102 pl + 8 pl | ser
UE
ser ser
ser B 100 ul + 10 | ser
ul UE
ser ser
ser ser ser ser ser ser ser ser ser ser ser ser

Se calculeaza media aritmetica a B si se scade aceasta valoare din fiecare I, dupa care
se calculeaza media si deviatia standard pentru valorile obtinute, aceasta reprezentand
CONTROLUL.

Activitatea opticd a controlului este considerata a fi rata de potenta / crestere de
100%.

Pe acelasi principiu ca mai sus, densitatea optica a inoculului in contact cu diferite
concentratii de ulei esential (T), se obtine scazand din fiecare IUE, media obtinutd pentru
cele patru godeuri BUE.

Se presupune ca uleiul esential va inhiba cresterea microbiana, iar PROCENTUL DE

INHIBITIE (PI) corespunzator fiecarui volum de ulei folosit, se va calcula dupa formula:
PI% =100 - [(T x 100) / C]
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Tabel 2. Dispunerea in placd a martorilor, pentru testarea extractelor vegetale

ser ser ser ser ser ser ser ser ser ser ser ser
ser BHI (B) 150 pl ser
ser Alcool 80% (A) 150 pl ser

ser El1 10 wl + A|E2 10 pl + A|E3 10 pl + A|E4 10 pul + A|E5 10 ul + A | ser

140 pl (AE1) 140 pl (AE2) 140 pl (AE3) 140 pl (AE4) 140 pl (AE5)

ser ser
ser ser
ser ser
ser ser ser ser ser ser ser ser ser ser ser ser

Tabel 3. Dispunerea in placa a inoculului bacterian, in contact cu alcoolul, pentru testarea

extractelor vegetale
ser ser ser ser ser ser ser ser ser ser ser ser
ser ser ser ser ser ser ser ser ser ser ser ser
ser C1140 pl+10 pul A (C1A) ser
ser C2 140 pl + 10 ul A (C2A) ser
ser S1140 pl+ 10 pl A (S14) ser
ser S2 140 pl + 10 pl A (S24) ser
ser ser ser ser ser ser ser ser ser ser ser ser
ser ser ser ser ser ser ser ser ser ser ser ser

Tabel 4. Dispunerea in pldci a inoculului bacterian, in contact cu extractele vegetale (o

tulpind/placa)

ser ser ser ser ser ser ser ser ser ser ser ser
ser Inocul (I C/S) 150 pl ser
ser E110 pl + 1140 pl (IE1) ser
ser E210 pl + 1140 pl (IE2) ser
ser E3 10 pl + 1140 pl (IE3) ser
ser E4 10 pl + 1140 pl (IE4) ser
ser E510 pl +1140 pl (IE5) ser
ser ser ser ser ser ser ser ser ser ser ser ser
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In mod similar cu modul de calcul aplicat la uleiurile esentiale, se vor scidea martorii,
astfel incat sa se obtina valorile controalelor si ale inoculului in contact cu extractele:
e (CONTROL (C1,C2,S1,S2)=1C/S-B;
e (/SAfinal = C/SA - (B+A);
e [Efinal = IE - (B+AE).

Pentru calcularea procentului de inhibitie final al fiecarui extract, se va scadea
procentul de inhibitie al alcoolului, pentru fiecare tulpina bacteriana.

2.5. Tehnica in placi de microtitrare pentru evaluarea biofilmului bacterian

Modul de lucru si de calcul este similar celui descris la tehnica microdilutiilor in
bulion. Dupa ce s-a efectuat citirea absorbantelor la 24 ore de incubare, placile s-au
reintrodus la termostat pentru inca 48 ore. Dupa expirarea timpului, godeurile s-au golit de
continut si s-au spalat cu 200 pl ser fiziologic. S-a colorat cu 170 pl cristal violet 1%, timp
de 10 minute (cu foarte mare atentie, astfel incat sa nu ajunga stropi de colorant pe peretii
godeului, in partea superioard), s-a golit colorantul si s-a spalat de 2 ori cu 200 pl ser
fiziologic. S-a decolorat cu alcool 96% 175 pl, timp de 30 minute, apoi s-a citit absorbanta la
o lungime de unda de 540 nm.

2.6. Metoda disc-difuzimetrica

In plici cu agar Muller-Hinton, din inoculul adus la 0.5 McFarland, s-a insimantat prin
epuizare, cu ajutorul unui tampon steril, conform protocolului propus de EUCAST. Inainte
de aplicarea microcomprimatelor din hartie de filtru, placile au fost lasate in repaus maxim
15 minute, pentru inglobarea inoculului si zvantarea suprafetei.

Microcomprimatele, cu diametrul de 6 mm, au fost confectionate din hartie de filtru
(Prat Dumas pentru placi de 90 mm, viteza de filtrare medie 108)(Ashraf A.M. et. al., 2018).

Pe o placa au fost repartizate sase microcomprimate: 1 - busuioc, 2 - leurda, 3 -
salcam, 4 - coada calului, 5 - pelin, 6 — alcool 80%.

Microcomprimatele au fost imbibate cu 7 si 10 pl extract si alcool, in doua moduri:

e direct in placa inoculat3;
e microcomprimatele au fost intai imbibate si ulterior, dispuse in placa.
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3. Rezultate si discutii

3.1. Testarea actiunii antimicrobiene a unor uleiuri esentiale

3.1.1. Actiunea uleiului esential de busuioc

Uleiul esential de busuioc a avut efect inhibitor variabil asupra tulpinilor luate in
studiu, dependent de volumul utilizat, procentele de inhibitie osciland intre 92,11 si
99,15%, fata de control.

In cazul tulpinilor de E. coli, se constatd cd pe masuri ce creste volumului uleiului
esential de busuioc de la 4 pl la 10 pl, densitatea celulara bacteriena se reduce (Tabelul 5 si
Figura 2). Activitatea optica a controlului este considerata a fi rata de potenta de 100% si
comparativ cu aceasta, se poate observa o inhibare a dezvoltarii tulpinilor Gram negative,
cu 92,11% panad la 99,15% (Tabelul 5 si Figura 3).

Si cazul tulpinilor de S. aureus, cresterea volumului uleiului esential de busuioc de la 4
ul la 10 pl a dus la reducerea densitatii celulare bacteriene (Tabelul 5 si Figura 4).
Comparativ cu controlul, se observa o inhibare a dezvoltarii tulpinilor Gram pozitive, cu
93,39% pana la 97,37% (Tabelul 5 si Figura 5).

La tulpina E. coli CP7921, se constatd o corelatie negativda moderata intre volumul de
ulei adaugat si densitatea celulara bacteriana, semnificativa din punct de vedere statistic
r(21) = -0.53961, p=0,0079 (Figura 6). La tulpina E. coli DK0336, corelatia negativa este
slaba si nesemnificativa din punct de vedere statistic r(28) =-0.2817, p=0.147 (Figura 7).

In cazul tulpinii S. aureus CO0587, asa cum reiese si din Tabelul 5, procentul de
inhibitie este mai scazut la volumul de 8 pl, comparativ cu cel de 4 si 10 pl, astfel ca intre
densitatea bacteriana si volumul de ulei nu a putut fi stabilita vreo corelatie r(24) = -0.081.
La tulpina S. aureus CP7438, in schimb, corelatia negativa dintre cele doua variabile este
puternica si semnificativa din punct de vedere statistic r(23) = -0.79934, p<0.00001
(Figura 8).

Astfel, in cazul uleiului esential de busuioc, densitatea celulara bacteriana scade si
procentul de inhibitie creste, cu cresterea volumului de ulei, atat in cazul tulpinilor Gram
negative, cat si in cazul celor Gram pozitive.

3.1.2. Actiunea uleiului esential de cuisoare

Uleiul esential de cuisoare a avut efect inhibitor variabil asupra tulpinilor luate in
studiu, dependent de volumul utilizat, procentele de inhibitie osciland intre 84,27 si
94,73% fata de control.

Atat In cazul tulpinilor de E. coli, cit si in cazul celor de S. aureus, se constata ca pe
masurd ce creste volumului uleiului esential de la 4 pl la 10 pl, densitatea celulara
bacteriena creste si ea (Tabelul 5, Figura 2 si Figura 4). Comparativ cu controlul, se observa
o inhibare a dezvoltarii tulpinilor Gram negative, cu 89,46% pana la 94,73% si a celor Gram
pozitive, cu 84,27 pana la 93,65% (Tabelul 5, Figura 3 si Figura 5).
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La tulpina E. coli CP7921, se constata o corelatie pozitiva moderata intre volumul de
ulei addugat si densitatea celulara bacteriana, semnificativa din punct de vedere statistic
r(24) = 0.7185, p=0,00003 (Figura 9). La tulpina E. coli DK0336, corelatia pozitiva este
slaba si nesemnificativa din punct de vedere statistic r(21) = 0.3136, p=0.145 (Figura 10).

In cazul tulpinii S. aureus CO0587, intre densitatea bacteriana si volumul de ulei, s-a
stabilit o corelatie pozitiva puternica r(19) = 0.9260, p<0.00001 (Figura 11). La tulpina S.
aureus CP7438, corelatia pozitiva dintre cele doua variabile este slaba, dar semnificativa
din punct de vedere statistic r(22) = 0.4058, p=0.0491 (Figura 12).

Astfel, in cazul uleiului esential de cuisoare, densitatea celulara bacteriana creste si
procentul de inhibitie scade, cu cresterea volumului de ulei, atat in cazul tulpinilor Gram
negative, cat si in cazul celor Gram pozitive.

Din datele prezentate in Tabelul 5, se constata o dezvoltare variabila a controalelor de
E. coli, in functie de uleiul esential folosit. Astfel, accelasi control (tulpina), s-a dezvoltat mai
slab in placile in care s-a testat uleiul esential de busuioc, comparativ cu cele in care s-a
testat cel de cuisoare. Acest fapt sugereaza cd, in cazul uleiului esential de busuioc,
compusii volatili rezultati prin evaporare din godeurile in care s-a addugat ulei, s-au
resolubilizat in godeurile cu tulpina-control, inhiband intr-o anumita masura si dezvoltarea
acesteia. Aceeasi tendinta se constata si in cazul tulpinilor Gram pozitive, intre diferentele
nu sunt la fel de mari (Tabelul 5).

Tabel 5. Valorile medii ale absorbantelor, deviatiile standard si procentele de inhibitie, in
urma testdrii uleiurilor esentiale de busuioc si cuisoare

C CP7921 C DK0336 S CO0587 S CP7438

busuioc cuisoare busuioc cuisoare busuioc cuisoare busuioc cuisoare

CONTROL Medie | 0.34944 0.628162 | 0.242153 0.552508 0.465269 0.503258 0.5094 0.633261
DS 0.09376 0.017045 | 0.033482 0.054276 0.017676 0.031977 0.047098 0.008597

Medie | 0.009346 | (0331 0.019099 0.032259 0.013276 0.031942 0.033642 0.085108

4pL DS 0.00206 0.016877 | 0.013126 0.014905 0.004685 0.004371 0.00779 0.016467
PI% | 9732548 | 0473086 | 92.11288 94.1614 97.14661 93.65303 93.39582 86.56031

Medie | 0006577 | 0.03844 0.014611 0.040305 0.014646 0.055062 0.024425 0.093219

8L DS 0.005119 | 0.011863 | 0.017541 0.021458 0.003026 0.008674 0.006276 0.014862

| P% Toatres [oaseose [oaceewr | oea7ost3 | oessis| eosesa | 952054 | 85079 |

Medie | 5092943 | 0.086156 | 0.009622 0.047011 0.012225 0.065242 0.014018 0.099562

10 pL DS 0.001083 | 0.011517 | 0.001803 0.021219 0.001698 0.004541 0.003556 0.010292
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Figura 2. Media determinadrilor si deviatia standard pentru controale si cele trei concentratii testate, la
tulpinile de E. coli
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Figura 3. Procentele de inhibitie ale celor trei concentratii testate, asupra tulpinilor de E. coli
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Figura 4. Media determindrilor si deviatia standard pentru controale si cele trei concentratii testate, la
tulpinile de S. aureus
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Figura 5. Procentele de inhibitie ale celor trei concentratii testate, asupra tulpinilor de S. aureus
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Figura 6. Corelatie negativa moderata intre densitatea celulara bacteriana si volumul de ulei esential
E. coli DK0336 y —-0.0015x+ 0.0255
RZ=0.0794
0.06
0.05 ® :
0.04
o 003 &
° 0o :\\
' *
_‘_‘_‘_‘_‘_‘_‘_‘_‘_‘_'_‘—‘—-—-_
0.01 $ : \‘
0 T . T T 1
0.01 0 2 4 6 g 10 12
' microlitri ulei esential de BUSUIOC
Figura 7. Corelatie negativa slaba intre densitatea celulara bacteriana si volumul de ulei esential
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Figura 10. Corelatie pozitiva slaba intre densitatea celulara bacteriana si volumul de ulei esential
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Figura 11. Corelatie pozitiva puternica intre densitatea celularad bacteriana si volumul de ulei esential
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Figura 12. Corelatie pozitiva slaba intre densitatea celulara bacteriana si volumul de ulei esential

3.2. Testarea actiunii antimicrobiene a unor extracte vegetale

Din Tabelul 6, se constata ca alcoolul 80%, testat singur, a avut efect inhibitor variabil
asupra cresterii bacteriene, de la 9,93 pana la 31,64%, mai redus in cazul tulpinilor Gram
pozitive, decit in cazul celor Gram negative. Drept urmare, pentru a calcula procentele
finale de inhibitie, adica a surprinde doar actiunea extractelor asupra cresterii bacteriene,
din fiecare valoare s-a scazut procentul de inhibitie al alcoolului, iar rezultatele sunt redate
in Tabelul 6 si grafic, in Figura 14.

14
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R. 2.5.1 Utilizarea modelului in vitro pentru testarea proprietatilor altor agenti antimicrobieni

Tabel 6. Valorile medii ale absorbantelor, deviatiile standard si procentele de inhibitie, in

urma testdrii activitatii antimicrobiene a cinci extracte vegetale

CCP7921 | CDKO0336 |SC00587 |SCP7438
CONTROL | Medie | 0.886968 | 0.718183 | 0.58273 0.615982
DS 0.006748 | 0.017804 | 0.012275 | 0.004601

alcool Medie 0.763907 | 0.490908 | 0.524835 | 0.54408
80% DS 0.018175 | 0.052793 | 0.006704 | 0.040201
P1% 13.8743 31.64586 |9.93501 11.67286
busuioc | Medie 0.682898 | 0.588137 | 0.095937 | 0.072203
DS 0.012312 | 0.005067 | 0.029894 | 0.081564
P1% 23.00763 | 18.10763 |83.53667 | 88.27835
alcool% | 9.133328 |-13.5382 73.60166 | 76.60549
leurda Medie 0.406792 | 0.315609 | 0.282213 | 0.331187
DS 0.028258 | 0.049084 | 0.021005 | 0.029515

P1% 54.13677 | 56.0545 51.57049 | 46.2344
alcool% | 40.26247 | 24.40865 |41.63548 | 34.56154
salcam | Medie 0.509919 | 0.458422 | 0.398797 | 0.399027
DS 0.011991 | 0.031765 | 0.032327 | 0.020505

alcool% | 28.63559 | 4.52334 | 21.62901 | 23.54824
coada | Medie |0.61367 |0.484092 | 0.064099 | 0.049309
calului  pg 0.010647 | 0.020229 | 0.013887 | 0.008719
PI% 30.81262 | 32.59482 |89.00015 | 91.99508
alcool% | 16.93832 | 0.948963 | 79.06514 | 80.32222
pelin Medie |0.589698 |0.505585 |0.238452 | 0.331194
DS 0.029956 |0.017616 |0.014508 | 0.017961
P1% 33.51534 | 29.60212 | 59.08017 | 46.23328
alcool% | 19.64103 |-2.04374 |49.14516 | 34.56041

Contract 7PCCDI, COD: PN-III-P1-1.2-PCCDI-2017-0361
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Figura 13. Media determinarilor si deviatia standard pentru controale, cele cinci extracte testate si pentru

alcoolul 80%
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Figura 14. Procentele de inhibitie ale extractelor vegetale, asupra tulpinilor testate

in cazul tulpinii E. coli DK0336, se observa ca alcoolul singur a avut un efect inhibitor
mai mare decat extractul alcoolic de busuioc si pelin. Aceasta se poate datora fie faptului ca
principii activi continuti in aceste plante, au potentat cresterea microbiana, in cazul acestei
tulpini (putin probabil), fie continudrii extractiei pe parcursul incubarii (din cauza ca
extractele nu au fost filtrate inainte de utilizare, din dorinta mentinerii sterilitatii, in lipsa
unor filtre potrivite si sterile) si influentarii densitatii optice finale.

In cazult tulpinilor Gram negative, niciun extract nu a determinat un procent de

(40,26%) si salcamul (28,63%), asupra tulpinii C1 si leurda (24,40%) asupra tulpinii C2.

Extractele de busuioc si coada calului au avut efecte inhibitorii considerabile asupra
tulpinilor Gram pozitive, cu procente de inhibitie de peste 70%. Dintre acestea, efectele
extractului de coada calului au fost mai pronuntate (79,06% si 80,32%) (Figura 14).
Extractul de pelin a determinat o inhibare a cresterii tulpinilor Gram pozitive cu 49,14 si
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R. 2.5.1 Utilizarea modelului in vitro pentru testarea proprietatilor altor agenti antimicrobieni

34,560% fata de control, iar extractul de leurda, cu 41,63 si 34,561%. Controalele s-au
dezvoltat mai bine, comparativ cu uleiurile esentiale si In special, tulpinile de E. coli.

3.3. Testarea capacitatii unor extracte vegetale de a inhiba formarea
biofilmului bacterian

Tabel 7. Valorile medii ale absorbantelor, deviatiile standard si procentele de inhibitie, in
urma testarii capacitatii a cinci extracte vegetale si a alcoolului 80% de a inhiba formarea
biofilmului bacterian

CCP7921 | CDKO0336 |SC00587 |SCP7438

CONTROL Medie | 0.895764 | 0.409045 | 0.090599 | 2.483219
DS 0.052181 | 0.078214 | 0.017782 | 0.100105

busuioc Medie 1.716316
DS 0.322559

PI% 30.88339

leurda Medie | 0.339872 | 0.194702 | 0.635102 | 0.942657
DS 0.041229 | 0.052167 | 0.301988 | 0.237306

P1% 62.05791 | 52.40092 | +85.7348 | 62.03889

salcam Medie | 0.26962 | 0.1245 0.08488 0.783096
DS 0.011382 | 0.071321 | 0.037696 | 0.151491

PI% 69.90055 | 69.56316 | 6.312341 | 68.46446

coada calului Medie | 0.063924 0.100409 | 0.218619
DS 0.056841 0.027243 | 0.100869

PI% 92.86372 +9.770416 | 91.19614

pelin Medie 0.358383
DS 0.132723

PI% 85.56781

alcool 80% Medie | 0.817963 | 0.107585 | 0.142552 | 0.078957
DS 0.039149 | 0.037228 | 0.029622 | 0.035074

P1% 8.685476 | 73.69847 | +36.4452 | 96.82036

Contract 7PCCDI, COD: PN-III-P1-1.2-PCCDI-2017-0361
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SCP7438
™ alcool 80%
$ 00587 * pelin
Bl coada calului
C DK0336  salcam
¥ leurda
CCP7921
H busuioc
0 1 2 3 B CONTROL
Densitatea optica la 540 nm

Figura 15. Media determinarilor si deviatia standard pentru controale, cele cinci extracte testate si pentru
alcoolul 80%

Figura 16
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Figura 17

igura

Rezultatele neomogene obtinute pledeaza pentru reconsiderarea metodei de lucru. La
E1 (busuioc), E5 (pelin) si partial la E4 (coada calului), s-au constatat densitati optice ale
martorului (Figura 16) mai ridicate decat in cazul amestecului tulpinad + extract (Figura 17
si 18), astfel incat rezultatele nu au putut fi validate (spatiile libere din Tabelul 7). Cauza
poate fi aceeasi ca si In cazul mai sus amintit (tulpina DK0336).
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R. 2.5.1 Utilizarea modelului in vitro pentru testarea proprietatilor altor agenti antimicrobieni

Pentru remedierea acestui neajuns, in viitor, se impune folosire ca martor a
bulionului 140 ul + extract 10 ul sau solubilizarea extractelor in alt solvent decat alcoolul
80%.

in cazul tulpinii S. aureus CO0587, s-a constatat ca extractele de leurdd, coada calului
si chiar alcoolul, au stimulat formarea biofilmului bacterian, comparativ cu controlul
(Tabelul 7 si Figura 15), rezultate similare obtinand si alte colective de cercetitori [3]. In
cazul celorlalte tulpini, alcoolul 80% a inhibat in procente variabile, de la 8,68 pana la
96,82%, formarea biofilmului.

Comparativ cu testarea activitatii antimicrobiene a extractelor si a uleiurilor
esentiale, se observa ca in cadrul acestui protocol, deviatiile standard sunt mai mari, ceea
ce sugereaza o crestere bacteriana neomogena si/sau prezenta reziduurilor vegetale, care
au aderat pe fundul godeurilor si nu au putut fi indepartate prin spalare. Aceste reziduuri
au fost evidente in cazul extractului de busuioc, pelin si partial in cazul celui de coada
calului, Intrucat TOATE tulpinile, inclusiv cele de stafilococi, au format biofilmul pe peretii
godeurilor.

Din procentul de inhibitie atribuit extractelor, nu s-a mai putut extrage procentul de
inhibitie datorat alcoolului, intrucat acesta din urma a fost in multe situatii, mai ridicat.

3.4. Testarea actiunii antimicrobiene a unor extracte vegetale prin
metoda disc-difuzimetrica

Cand microcomprimatele din hartie de filtru au fost intai dispuse in placa si ulterior,
imbibate, indiferent de volumul folosit, extractul a difuzat, iar zona de inhibitie a fost in
toate cazurile mai mica sau cel mult egald, cu zona de difuzie (Figura 19 si discurile 4 si 5
din Figurile 20 si 21).

Cand microcomprimatele au fost intdi imbibate si ulterior, dispuse in placa, nu a
existat zona de inhibitie (Figurile 20 si 21).

Figura 19
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R. 2.5.1 Utilizarea modelului in vitro pentru testarea proprietatilor altor agenti antimicrobieni

Figura 20

Figura 21
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R. 2.5.1 Utilizarea modelului in vitro pentru testarea proprietatilor altor agenti antimicrobieni

4. Concluzii si abordari viitoare

4.1. Actiunea antimicrobiana a unor uleiuri esentiale

Uleiurile esentiale de busuioc si cuisoare au avut efecte inhibitorii considerabile
(procente de inhibitie de peste 80%) asupra tulpinilor luate in studiu.

Uleiul esential de busuioc are actiune aproape la fel de buna asupra germenilor G+ si
G-.

Uleiul esential de cuisoare este mai activ impotriva germenilor G-.

In cazul uleiului esential de busuioc, densitatea celulard bacteriani scade si
procentul de inhibitie creste, cu cresterea volumului de ulei, atat in cazul tulpinilor
Gram negative, cat si in cazul celor Gram pozitive; uleiul esential de busuioc are
activitate antibacteriana mai buna la concentratii mai mari.

In cazul uleiului esential de cuisoare, densitatea celulard bacteriani creste si
procentul de inhibitie scade, cu cresterea volumului de ulei, atat in cazul tulpinilor
Gram negative, cat si in cazul celor Gram pozitive; uleiul esential de cuisoare are
activitate antibacteriana mai buna la concentratii mai mici.

Abordadri viitoare:
¢ Incubarea controalelor in placi separate.

e Pentru uleiurile esentiale ale caror proprietati antibacteriene sunt arhicunoscute

(cum este cazul celor doua testate de noi), sa se porneasca de la concentratii /
volume mai mici, iar testarea sa se faca din aproape in aproape (ex. 0.2 - 0.4 - 0.8 -
1-1.2 samd pL) - MIC.

e (Gdsirea unor variante de emulsionare cat mai buna a uleiului in inoculul bacterian

(sau identificarea compusilor activi din uleiuri prin metoda GS-MS, izolarea lor si
incorporarea in alte baze, mai ,miscibile” cu inoculul bacterian) si / sau verificarea
efectului antimicrobian si prin insamantare pe mediu solid si numarare - pentru a
minimaliza erorile de citire care ar putea rezulta din neamestecarea omogena a
uleiului esential cu inoculul bacterian.

4.2. Actiunea antimicrobiana a unor extracte vegetale

Extractul alcoolic de busuioc nu are efecte antimicrobiene la fel de bune ca si uleiul
esential; Efectele extractului asupra tulpinilor Gram negative sunt mult mai slabe
decat asupra celor de S. aureus.

Extractul alcoolic de coada calului a inhibat cresterea tulpinilor Gram pozitive cu
aproximativ 80% fatd de control; Coada calului nu face parte din categoria plantelor
ale caror efecte antimicrobiene au fost indelung studiate si demonstrate (spre
deosebire de busuioc), motiv pentru care aceasta merita a fi studiata in continuare.
Extractele alcoolice de leurda si pelin s-ar putea dovedi eficiente, incorporate in
amestecuri antimicrobiene, in special impotriva lui S. aureus.
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R. 2.5.1 Utilizarea modelului in vitro pentru testarea proprietatilor altor agenti antimicrobieni

e Extractul alcoolic de salcdm s-ar putea dovedi eficient, incorporat In amestecuri
antimicrobiene, in special impotriva lui E. coli.

Abordadri viitoare:
¢ Folosirea altui solvent pentru realizarea extractelor.

4.3. Proprietatea unor extracte vegetale de a inhiba formarea
biofilmului bacterian

¢ Se impune folosirea altui solvent pentru solubilizarea extractelor sau utilizarea in
continuare a alcoolului 80%, dar filtrarea extractelor fnainte de utilizare si
inlocuirea alcoolului cu bulionul in conceperea martorilor pentru extracte.

4.4. Testarea activitatii antibacteriene a unor extracte vegetale prin
metoda disc-difuzimetrica

e Pentru ca metoda sa devind fezabila, se vor folosi microcomprimate-blancuri
comerciale, care sa elibereze lent extractul in mediu (Arrulapan S. et. al.,, 2009)
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