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Pérmbledhje

Ky studim paraget efektivitetin antibakterial in vitro t€ preparatit t€ derivatit t&€ acidit
dihidroantracen disulfonik (patenta DE102004003030A1) né nj€ rast t€ diagnostikuar me
Fasciit Nekrotizant, i cili ka rezultuar rezistent ndaj shumé antibiotikéve. Fasciiti Nekrotizant
njihet kudo né bot€ si infeksion vdekjeprurés, por né studimin toné in vitro paraqitet efektiviteti
antibakterial i1 derivatit t€ acidit dihidroantracen disulfonik. Vlerésimi u krye me metodén
e hollimit né bujon (Makrohollimi) n€ Laboratorin Mikrobiologjik t& QSU “Néné Tereza”
Tiran€. Metoda konsiston né€ zvogé€limin n€ ményré progresive té sasis€ se antimikrobikut
né epruveta me bujon Mueller Hinton. Pér studimin ton€ u morén 12 epruveta, n€ epruvetén
e paré morém tretésirén 20% t& preparatit q€ u testua kurse n€ epruvetat e tjera u zvogélua
pérgendrimi i1 preparatit dhe sasia u plot€ésua me bujon Mueller Hinton. Pas hollimit 12
epruvetat u inkubuan dhe pas 24 orésh, u kultivuan né pjata petri né¢ terren MacConkey
pér 24 oré. Nga studimi yné rezultoi se efektiviteti antibakterial in vitro 1 derivatit t€ acidit
dihidroantracen disulfonik éshté ekuivalent me efektin in vitro t€ Imipenem (MIC<=0.25),
Meropenem (MIC<=0.25), Amikacin (MIC 8), Colistin (MIC<=0.5) né shtamin e izoluar
Enterobacter Cloacae. Nevojiten studime dhe rezultate t€ tjera n€é ményré g€ t€ kemi njé
spektér t€ ploté t€ aktivitetit antibakterial té derivatit t€ acidit dihidroantracen disulfonik.

Fjalé celés: in vitro, efektivitet antibakterial, derivat i acidit dihidroantracen disulfonik.

IN VITRO ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF DIHYDROANTHRACENE
DISULFONIC ACID DERIVATIVE AGAINST ENTEROBACTER CLOACAE

Abstract

This paper is a report of the in vitro antibacterial activity of the dihydroanthracene disulfonic acid
derivative preparation (patent DE102004003030A 1) against a case diagnosed with Necrotizing
Fasciitis that resulted resistant to many antibiotics. Necrotizing Fasciitis is known for his high
lethality, but our in vitro study demonstrated the antibacterial effectiveness of dihydroanthracene
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disulfonic acid derivative. We decided to use the method of dilution in broth (Macrodilution)
in the Microbiological Laboratory of the UHC “Mother Theresa” Tirana. The method consists
in progressively decreasing the amount of the antimicrobial preparation in the test tubes
with Mueller Hinton. In our case, we collected 12 test tubes. In the first test tube we poured
a 20% solution of dihydroanthracene disulfonic acid derivative, which activity we wanted to
test and in all the other test tubes we progressively decreased the amount of our preparation
and added Mueller Hinton. After the dilution we incubated the 12 test tubes for 24 hours and
we cultivated the above in plates with MacConkey broth for 24 hours. In vitro antibacterial
effect of dihydroanthracene disulfonic acid derivative is equivalent with the in vifro effect of
Imipenem (MIC<=0.25), Meropenem (MIC<=0.25), Amikacin (MIC 8), Colistin (MIC<=0.5)
in the isolated strain of Enterobacter Cloacae. Further studies are needed to evaluate the full
pharmacological activity of dihydroanthacene disulfonic acid derivative.

Keywords: in vitro, antibacterial activity, dihydroanthracene disulfonic acid derivative.

Hyrje

U vlerésua efektiviteti antibakterial in vitro 1 preparatit t€ ri t€ derivatit t€ acidit dihidroantracen
disulfonik. Derivati i acidit dihidroantracen disulfonik, (patenta DE102004003030 A1, klasifikimi:
IPCA61K31 / 185, aplikim daté 01.09.2005, publikim Nr: DE102004003030 A1), éshté preparat
antibakterial dhe antiviral me spektér té gjeré veprimi.

Sinteza kimike realizohet, duke futur té bashkéveprojné né reaksione kimike 10 1€énd€ me pastérti
prosintezé. Eshté e domosdoshme disiplina teknike sipas metodikés duke filluar nga radhitja e hedhjes
né reaktorin e reaksionit kimik, koha e pérzierjes, pauza pas hedhjes sé reagjentit té radhés, ruajtja
e temperaturave optimale gjaté reaksionit sipas reagjentéve qé hidhen né€ reaktorin e reaksionit.
Reaksioni kimik vazhdon pér 36 oré dhe kérkon njé kujdes t€ veganté pasi ¢do devijim teknologjik
prish mbarévajtjen e reaksionit kimik ndérmjet reagjentéve. Sinteza e preparatit kérkon pérdorim té
shpejté t&€ mjetit ftohés t& reaktorit pér t&€ shmangur ngritjen pértej normés s€ lejuar t& temperaturés.
Pérmbajtja pérfundimtare e reaksionit éshté njé€ masé kristalore e trashé, e cila vendoset né tava tharése
me nj€ shtres€¢ 07 mm — 08 mm me ventilim ajri me temperaturé 45°C — 50°C. Pas tharjes, 1é€nda e
pérftuar bluhet si pluhur i imét. N& pérfundim preparati i pérftuar duhet t€ keté€ lagéshti 1 deri n€ 2% dhe
pH né tretésiré 7,4 — 7,6. Nj€ cikél prodhimi llogaritet t€ zgjasé minimalisht 36 oré pune.

Produkti pérfundimtar né formé kristali, ka ngjyré kafe té errét, me aromé shpuese karakteristike,
té ngjashme me esteret, ka shije t€ fort€ me nuancé té ngjashme me até té jodit dhe rozmarinés,
tretet miré né ujé (deri 40%), né gliceriné, né vaj dhe né tretés té tjeré dhe éshté i g¢ndrueshém
ndaj temperaturés.

Nuk jané vérejtur efekte toksike né kafshét eksperimentale. Dozat mé t€ larta shkaktojné diateza
hemorragjike, konvulsione, vdekje. N€ lepujt e vegjél, doza 1g/kg e injektuar intravenoz tri heré né njé
interval 1.5 oré nuk ka shkaktuar ¢rregullim t€ dukshém klinik dhe né ekzaminimet fizpatologjike
té organeve nuk u vuné re ndryshime patologjike né€ organe. Preparati ruhet né temperaturén e
zakonshme t€ ambientit, larg drités, né ené té mbyllura pér tu mbrojtur nga lagéshtia.

Metodologjia

Efektiviteti antibakterial i preparatit té ri u vlerésua in vitro. Studimi u realizua me shtamet rezistente
té izoluar n€ njé rast té diagnostikuar me Fasciit nekrotizant ¢*> n& Laboratorin Mikrobiologjik té
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QSU “Néné¢ Tereza” Tirané.

Vlerésimi u krye me metodén e hollimit n€ bujon (Makrohollimi) @.

Metoda konsiston né€ zvogé€limin né ményré progresive t€ sasisé s€ antimikrobikut né epruveta
me bujon Mueller Hinton, si¢ tregohet né Tabelén 1. N& rastin ton€ u morén 12 epruveta (100
x 13 mm) ku tek epruveta e paré u hodhén 2 ml tretésiré 20% té preparatit g€ testojmé kurse né
epruvetat e tjera, u zvog€lua né ményré progresive pérqgendrimi i preparatit dhe tek epruveta e
fundit u hodhén 2 ml bujon Mueller Hinton.

Me pipeté sterile u mor 1 ml preparat eksperimental nga epruveta e paré dhe u hodh tek epruveta e
dyté, nga epruveta e dyt€ u mor 1 ml dhe u hodh tek epruveta e tret€. Kjo proceduré u pérsérit deri
tek epruveta e 10%, nga e cila 1 ml derdhet jashté. K&shtu kemi kryer hollimin e preparatit, duke
pérgjysmuar pérgendrimin e tij né ¢do kalim, respektivisht né epruvetén e paré kemi pérqendrimin
maksimal (X) kurse né epruvetén e dyté X/2 e késhtu me radhé si né Tabelén 1. Epruveta e 11 ka

vetém 1 ml bujon kurse epruveta 12* ka 2 ml bujon. Cdo kalim béhet me pipeté t€ re sterile.

Tabela 1. Pérgatitja e epruvetave me pérqendrime t€ ndryshme té preparatit

EpruvetaNr |1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Hollimi 1/1|1/2(1/411/8|1/16 |(1/32 |1/64 |1/128 |1/256 |1/512 (O 0

preparatit Bujon Bujon
1ml 2ml

Pérgendrimi [20 |10 |5 |2.5]1.25 |0.625]0.3120.156 (0.078 |0.039 [ Kontroll | Kontroll

Preparatit % 1% |% |% |% % % % % % pozitiv | negativ

Né njé epruveté me 5 ml NaCl u hodhén 3-5 koloni bakteriesh Enterobacter Cloacae, duke pérftuar
njé pezulli me densitet 0.5 McFarland, qé ka 1-2 x 108 CFU/mL.

Pezullia e pérftuar u hollua né raporte 1:150 me bujon Mueller Hinton duke pérftuar njé pezulli me
densitet bakterial 1 x 10° CFU/mL.

Nga pezullia e pérftuar u mor nga 1 ml kulturé bujonike dhe u hodh né secilén epruveté pérvec 2
epruvetave t€ fundit, si¢ tregohet edhe né Tabelén 2 dhe Pamjen 1.

Né kété rast béhet hollimi 2 duke holluar pérséri preparatin eksperimental dhe duke holluar

kulturén bujonike dhe né kété rast pérftohet densitet bakteror 5x10° Cfu/mL.

Tabela 2. Pérqindja e preparatit n€ secilén epruveté

Epruvetal|l 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Nr
C preparatit | 1/2 1/4 1/8 1/16 |[1/32 |1/64 |1/128 |1/256 |1/512|1/1024 |0 0

Cfu/mL 5x10° | 5x10° | 5x10° | 5x10° | 5x10° | 5x10° | 5x10° [ 5x10° |5x10° | 5x10° |5x10° |0
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Pamja 1.Paraqitja ruvetave té pérgatitura para inkubimit

Béjmé inkubimin né 37°C pér 18-24 oré.

Pamja 2: Paraqitja e epruvetave té pérgatitura pas inkubimit.

Pas inkubimit t€ secilés epruveté né 37°C pér 24 oré (Pamja 2), u kultivuan né pjata petri me
terren MacConcey, u inkubuan né 37°C pér 24 oré dhe u krye leximi pér secilin rast si¢ tregohet
né Tabelén 3.

Né rastin toné kemi rritje n€ t€ gjitha pjatat pérveg pjatés q€ 1 korrespondon epruvetés s€ paré me
pérgendrimin e preparatit eksperimental X/2 dhe né epruvetén e fundit qé ka vetém bujon.

Tabela 3. Rezultatet e pérftuara pas inkubimit

Epruveta Nr 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 |12
C preparatit 1/2 |11/4 |11/8 |1/16 |1/32 |1/64|1/128 |1/256(1/512 |1/1024 |0 0
Rritja né pjata | - + + + + + + + + + + -
Rezistenca S R R R R R R R R R

Shtami i izoluar nga Fasciiti nekrotizant® ishte Enterobacter Cloacae, i cili né antibiogramén e
realizuar me VITEK 2 (Tabela Nr. 4) rezulton @:
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Tabela 4. Rezultatet e antibiogramés

Antimikrobial MIC Interpretim | Antimikrobial MIC Interpretim
Ampicillin/Sulbactam - Amikacin 8 S
Piperacillin/Tazobactam - Gentamicin >=16 R
Cefoxitin >=64 R Ciprofloxacin >=4 R
Ceftazidin 16 R Levofloxacin 4 I
Ceftriaxone >=64 R Tigecycline 4 I
Cefepime >=64 R Fosfomycin >=256 R
Aztreonam >=64 R Colistin <=0.5 S
Imipenem <=0.25 S Trimetoprim/ 40 S
sulfamethoxazole
Meropenem <=0.25 S

Preparati derivat i acidit dihidroantracen disulfonik né tretesiré 10% in vitro ka njé efekt
antimikrobial.

Ky efekt antimikrobial 1 preparatit eksperimental éshté i barazvlefshem me efektin in vitro té
Imipenem (MIC<=0.25), Meropenem (MIC<=0.25), Amikacin (MIC 8), Colistin (MIC<=0.5),
Trimetoprim/sulfamethoxazole (MIC 40) né shtamin e izoluar Enterobacter Cloacae.

Figura 1. Shtami i izoluar i Enterobacter Cloacae né MacConkey (kolonité ngjyré rozé)

Figura 2. Rritja né MacConkey pér epruvetat 1, 2, 3, 4
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Figura 3. Rritja né MacConkey pér epruvetat 5, 6, 7, 8

Pérfundime

Efektiviteti antibakterial in vitro 1 derivatit té acidit dihidroantracen disulfonik €shté ekuivalent me
efektin in vitro t€ Imipenem (MIC<=0.25), Meropenem (MIC<=0.25), Amikacin (MIC 8), Colistin
(MIC<=0.5), Trimetoprim/sulfamethoxazole (MIC 40) né shtamin e izoluar Enterobacter Cloacae.
Nevojiten studime dhe rezultate té tjera né ményré qé té kemi njé€ spektér té ploté té aktivitetit
antibakterial t€ derivatit t€ acidit dihidroantracen disulfonik.
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