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Ocena aktywnosci przeciwbakteryjnej i przeciwgrzybiczej in vitro i in vivo produktu Camelyn M
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Minimalne st¢zenie hamujace (MIC) aktywnego zwiazku produktu Camelyn M otrzymanego ze specjalnego rodzaju miodu
w jednym z regionéw Gruzji zostalo okreslone w stosunku do niektorych szczepéw bakterii i grzybow, zarowno metoda
agarowa, jak i metoda rozcienczen w bulionie. Przeciwbakteryjne dziatanie produktu Camelyn M badano nastgpnie w
modelach zwierzgcych. Stwierdzono, ze produkt Camelyn M wykazuje silne dziatanie hamujace (0,012-0,150 pg/ml) wobec
wigkszosci badanych bakterii w badaniach in vitro. Badania in vivo wykazaty, ze lek zapewnial znamienng ochrong
(p<0,001) myszom narazonym na wirulentng bakteri¢.

In vitro produkt Camelyn M wykazywal silng aktywno$¢ przeciwko opornym na flukonazol szczepom Candida albicans,
Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida parapsilosis 1 Candida krusei, a warto§¢ MIC dla zahamowania 90%
izolatow wyniosta 0,012 pg/ml.

Stowa kluczowe: Camelyn M, miod, przeciwdrobnoustrojowy, Candida, MIC.

Wprowadzenie

Antybiotyki sa jedng z naszych najwazniejszych broni w walce z zakazeniami bakteryjnymi i grzybiczymi, a od czasu ich
wprowadzenia przyczynity si¢ one w znacznym stopniu do poprawy jakosci ludzkiego zycia. Jednak w ciagu ostatnich kilku
dekad te korzysci zdrowotne sa zagrozone, poniewaz liczne powszechnie stosowane antybiotyki staja si¢ coraz mniej
skuteczne w leczeniu niektorych choréb, nie tylko dlatego, ze wiele z nich powoduje reakcje toksyczne, ale rowniez z
powodu pojawienia si¢ lekoopornych bakterii 1 grzybéw (2,3,4,5,6,7,8).

Sktadniki produktu Camelyn M zostaly wyizolowane ze specjalnych gatunkéw miodu pochodzacego z jednego z regionow
Gruzji (1).

Camelyn M to mieszanka réznych zwigzkow biologicznie czynnych: aldehydow, ketonow i kwasow bioorganicznych (6).
Rozne parametry fizykochemiczne zwigzkoéw zawartych w produkcie Camelyn M, takie jak rozpuszczalno$¢, struktura
pierwszorzedowa, masa czasteczkowa i inne wlasciwosci, odgrywaja istotna role w aktywnosci biologicznej tego produktu
(6). Nasze badania wykazaty, ze produkt Camelyn M posiada silne dziatanie przeciwbakteryjne i przeciwgrzybicze w
stosunku do wielu réznych gatunkoéw bakterii i grzybow. Camelyn M dziala jak detergent na btony komérkowe bakterii 1
grzybow oraz wybidrczo hamuje mechanizmy zyciowe komorek bakteryjnych i grzybiczych.

W niniejszej pracy szczegélowo przedstawiono dziatanie przeciwbakteryjne i przeciwgrzybicze produktu Camelyn M in vitro
iin vivo.

Material i metodyka
Pozywki

Pozywki ptynne wykorzystane w tym badaniu to: woda peptonowa [PW; Oxoid brand bacteriological peptone 1% [w/v] plus
Analar NaCl 0,5% [w/v]), bulion odzywczy (NB; Oxoid), bulion Mueller Hinton (MHB; Difco). Pozywki state to agar
peptonowy (PA), agar bulionowy z laktoza i bigkitem chinskim (BLA), agar odzywczy (NA) i agar Mueller Hinton (MHA),
uzyskiwany przez zestalenie pozywki ptynnej za pomoca agaru 1,2% (w/v) (Oxoid nr 3).

Preparaty przeciwbakteryjne i przeciwgrzybicze. Camelyn M to produkt miodopochodny, ktérego sktadniki zostaly
wyizolowane z miodu do badan in vitro i in vivo wedlug opisanej wczesniej metody (1). Na potrzeby badan in vitro
ekstrahowano flukonazol (FLC) i itrakonazol (ITC) z preparatow komercyjnych zakupionych od spotki PSP Pharmaceuticals,
Inc. (Thilisi, Gruzja).

Organizmy:
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Bakterie i grzyby: Wszystkie szczepy bakterii i grzybow uzyskano z amerykanskiego centrum zasobdéw biologicznych —
American Type Culture Collection. Pozywki

Pozywki ptynne wykorzystane w tym badaniu to: woda peptonowa [PW; Oxoid brand bacteriological peptone 1% [w/v] plus
Analar NaCl 0,5% [w/v]), bulion odzywczy (NB; Oxoid), bulion Mueller Hinton (MHB; Difco). Pozywki state to agar
peptonowy (PA), agar bulionowy z laktoza i bigkitem chinskim (BLA), agar odzywczy (NA) i agar Mueller Hinton (MHA),
uzyskiwany przez zestalenie pozywki ptynnej za pomoca agaru 1,2% (w/v) (Oxoid nr 3). W przypadku BLA.

Badania in vitro Warto$¢ MIC dla badanych organizméw oznaczono metoda mikrorozcienczenia bulionu opisang w
dokumencie M27-A2 NCCLS (3,4,5). Wartos¢ MIC dla produktu Camelyn M zdefiniowano jako najnizsze st¢zenie, ktore
powodowalo niewielki wzrost (zahamowanie rz¢du okoto 90%) lub brak wzrostu po 48 h.

Badania in vivo

Do badan in vivo uzyto samcow szwajcarskiego szczepu biatych myszy o masie ciata 18-20 g. Zjadliwos$¢ badanego szczepu
S. typhimurium NCTC 74 spotggowano przez wielokrotne pasazowanie na myszach, a mediana dawki letalnej (MLD lub
LD50) przepasazowanego szczepu odpowiadajaca 0,95 x 10° CFU/mysz (bakterie zawieszone w 0,5 ml NB) postuzyta jako
dawka prowokacyjnal7 dla wszystkich grup zwierzat. W celu zapewnienia powtarzalnos$ci dawki prowokacyjnej dokonano
standaryzacji jej gestosci optycznej w kolorymetrze Klett-Summerson przy dtugosci fali 640 nm oraz okres$lono liczb¢ CFU
w NA.

W celu ustalenia toksycznos$ci produktu Camelyn M uzyto 40 myszy, z ktérych 20 wstrzyknigto 60 g leku, a pozostate 20
otrzymaly 30 g produktu Camelyn M. Myszy pozostawaty w obserwacji do 100 godzin. Dwie grupy myszy, po 20 zwierzat
na grup¢ (kazda mysz wazyla okoto 20 g) trzymano w oddzielnych klatkach. W grupie I podawano dootrzewnowo 30 g
produktu Camelyn M na mysz (0,1 ml roztworu Camelyn M o stgzeniu 300 g/ml), a grupie II podawano 60 g leku na mysz
(0,1 ml roztworu Camelyn M o stgzeniu 600 g/ml). Po 3 godzinach kazdej grupie (I i II) podano 50 MLD pateczek S.
typhimurium NCTC 74. Grupie kontrolnej obejmujacej 60 myszy wstrzyknigto ten sam szczep bakteryjny, a zamiast
produktu Camelyn M wstrzykiwano w tej grupie po 0,1 ml jatowe;j soli fizjologiczne;.

Zdolnos$¢ ochronng leku ustalono rejestrujac umieralnos¢ myszy w réznych grupach do 100 godzin po podaniu leku i bakterii.
W analizie statystycznej uzyskanych wynikow wykorzystano test x>. W innym eksperymencie wykorzystano 4 grupy myszy,
po 5 zwierzat na grupg. Myszom z grup 1 i 3 podano po 60 g produktu Camelyn M, natomiast myszom z grup 2 i 4 podano
po 0,1 ml jalowej soli fizjologiczne;.

Po 3 godzinach myszom z wszystkich grup podano po 50 MLD pateczek S. typhimurium NCTC 74. Po [kolejnych] 2
godzinach zabito myszy z grup 1 i 2. Od zabitych myszy pobierano aseptycznie krew z serca; rowniez aseptycznie pobierano
od tych myszy watroby i $ledziony, ktére homogenizowano w homogenizatorach tkankowych. Osobno oznaczono wartos$ci
CFU poszczegodlnych narzadéw. Te same procedury przeprowadzono w grupach 3 i 4, 18 godzin po podaniu bakterii.
Analizg statystyczng danych uzyskanych in vivo przeprowadzono przy uzyciu testu ¢ Studenta.

Stezenie produktu Camelyn M we krwi myszy oceniano poprzez pomiar §rednicy stref zahamowania za pomoca nasaczonych
surowicg krazkéw papieru filtracyjnego ($rednica 6 mm, grubo$¢ 3 mm, Millipore, absorbujace objetos¢ 0,03 ml) na
powierzchni zalanej bakteriami z 18-godzinnej hodowli S. typhimurium 74 w bulionie na agarze peptonowym. Ste¢zenia leku
w surowicy ustalano przez odniesienie tych warto$ci do standardowej krzywej kalibracyjnej przygotowanej dla znanych
stezen leku.

Wyniki:

Stwierdzono, ze wszystkie badane szczepy bakterii sa oporne na wiele antybiotykéw. Natomiast produkt Camelyn M
wykazywat silne dzialanie przeciwdrobnoustrojowe przeciwko wszystkim bakteriom. Produkt Camelyn M w zakresie stezen
0,156-3,0 ng/ml hamowat wszystkie szczepy bakterii:

Rye. 1. Wartosci MIC produktu Camelyn M dla konkretnych bakterii antybiotykoopornych ustalone metoda rozcienczen
bulionu przy uzyciu bulionu Mueller Hinton.
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Pionowo — szczepy bakterii: Poziomo — warto$ci MIC produktu Camelyn M

A) - T faecimm SF11770 1)- 0.002 9)-0.62

B) - B antracis ChadAs 2) - 0.004 10)-1.25

C) - S aureus BM3318 3) - 0.009 11) - 2,50

D)y - B antracis JES854 4)- 0019

E)Y - Satvphinmuriun NCTC 74 5) - 0.039

F) - S sciuri CSLA3 6) - 0.078

G) - S haemolyticus VPS617 7 - 0.156

H) - B cereus ANDI34 8)- 0310

Ryec. 2. Wartosci MIC produktu Camelyn M dla Bacilus anthracis opornego na konkretne antybiotyki — A — po 4-godzinnej
inokulacji i B — po 4-godzinnej inokulacji
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Rye. 3. Wartosci MIC produktu Camelyn M w odniesieniu do poszczegdlnych szczepdw M. tuberculosis — opornych na
jeden lek i wieloopornych.

Aktywno$¢ przeciwgrzybicza in vitro.

Tabela 1 przedstawia spektrum dziatan produktu Camelyn M i innych produktéw referencyjnych w odniesieniu do réznych
szczepoéw grzybow. Produkt Camelyn M wykazywat silne dziatania przeciwko C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C.
guilliermondii 1 C. neoformans, z wartosciami MIC w zakresie od 0,012 pg/ml dla wszystkich wyzej wymienionych
przypadkow. W Tabeli 2 przedstawiono wartosci MIC produktu Camelyn M i innych S$rodkéw referencyjnych dla
klinicznego izolatu drozdzy C. albicans. Tabela 2 przedstawia wyniki dla C. albicans, oddzielnie dla szczepow wrazliwych
na FLC (FLC-S) (MIC FLC <8 pg/ml) i wrazliwych na FLC w zalezno$ci od dawki (FLC-S-DD) oraz szczepéw opornych na

FLC (FLC-R) (MIC FLC 216 ug/ml), zgodnie z wytycznymi dokumentu M27-A2 NCCLS (14). Produkt Camelyn M
wykazywat silne dzialanie przeciwko C. albicans (FLC-S), przy czym wartos¢ MIC, przy ktorej uzyskiwano zahamowanie
90% izolatu (MICyps), wyniosta 0,012 pg/ml. Produkt Camelyn M wykazywat rowniez silne dzialanie przeciwko szczepom
C. albicans FLC-S-DD i FLC-R (zakres MIC, 0,012 pg/ml).

TABELA 1. Spektrum przeciwgrzybicze produktu Camelyn M

Organizm i szczep |MIC (ug/ml)
Camelyn M FLC ITC AMB
Candida albicans ATCC 24433 0.012 025 0.016 0.12
Candida glabrata ATCC 90030 0.012 4.00 012 012
Candida tropicalis ATCC 750 0.012 2.00 0.06 025
Candida parapsilosis ATCC 22019 0.012 2.00 0.03 05
Candida krusei TIMM3378 0.012 32.00 0.06 0.25
Candida guilliermondii ATCC 9390 0.012 2.00 0.03 0.06
TABELA 2. Dzialanie przeciwgrzybicze produktu Camelyn M in vitro przeciwko klinicznemu izolatowi Candida albicans.
Organizm (izolaty kliniczne) i frodek MIC (pg/ml)
50% 90%
Caondida althicans
“Camelyn M™ 0.012 0.012
FLC 0.25-8 1.00
ITC 0.016 0.03
AMB 0.12 0.12

Produkt Camelyn M nalezy do naturalnych $rodkow przeciwbakteryjnych i przeciwgrzybiczych o ztozonym mechanizmie
dziatania. Bardzo interesujacy jest fakt, ze produkt Camelyn M zawiera bardzo aktywne biologicznie zwiazki fenolowe.
Zwiazki te, ktore wystepuja w lisciach i ktagczach wielu roslin, zapewniaja odpornos$¢ tych roslin na rézne czynniki patogenne.
Naturalne zwiazki fenolowe charakteryzuja si¢ silnymi wlasciwos$ciami detergencyjnymi, a w przypadku wystgpowania w
matych organizmach powoduja destrukcj¢ blony komoérkowej. Na podstawie powyzszych danych mozna zatozy¢, ze
aktywno$¢ biologiczna produktu Camelyn obejmuje powyzsze mechanizmy, co jest przedmiotem badan poglebionych.

Jak wynika z Tabel 1 i 2, produkt Camelyn M wykazuje sing aktywno$¢ in vitro w odniesieniu do wszystkich badanych
szczepOdw w tym samym ste¢zeniu — MIC (pug/ml)= 0,012. Jest to stezenie nizsze od stgzen wszystkich badanych przez nas
antybiotykow.
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Podsumowujac, wyniki obecnego badania sugeruja, ze Camelyn M to obiecujacy produkt, w szczegdlnosci w leczeniu
zakazen rozsianych lub bakteryjnych oraz zakazen bton §luzowych wywolywanych przez C. albicans, w tym szczepy oporne
na FLC.
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