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ADNOTARE
BURDUNIUC Olga
PRODUSE INOVATIONALE CU ACTIUNE ANTIFUNGICA ASUPRA UNOR AGENTI
CAUZALI Al MICOZELOR UMANE
Teza de doctor habilitat in stiinte medicale, Chisinau, 2023

Structura tezei: introducere, sase capitole, concluzii generale si recomandari practice, bibliografia din
334 de titluri, 20 de anexe, 228 de pagini de text de baza, 80 de figuri, 38 de tabele. Rezultatele obtinute
sunt publicate in 60 de lucrari stiintifice si stiintifico-metodice.

Cuvinte-cheie: fungi, factori de patogenitate, antifungice, nanoparticule de Ag.

Domeniul de studiu: microbiologie, virusologie medicala.

Scopul cercetérii: evaluarea activitatii antifungice a unor noi compusi in vederea argumentarii
principiilor de elaborare a medicamentelor policomponente eficiente in terapia infectiilor fungice.
levuriforme izolate din biosubstraturi; (2) Evidentierea fenotipica a expresiei factorilor de patogenitate
ai tulpinilor clinice de Candida spp; (3) Cercetarea potentialului antifungic al noilor compusi chimici,
biologici, nanoparticulelor de Ag generate din derivati celulozici asupra tulpinilor de referinta si clinice
de micete levuriforme; (4) Analiza activitatii sinergice, caracterizarea efectelor antifungice ale
compusilor monocomponenti si policomponenti; (5) Evaluare actiunii compusilor testati fata de
exprimarea factorilor de patogenitate ai Candida spp; (6) Studierea influentei compusilor biologic
activi asupra parametrilor biochimici.

Noutatea si originalitatea stiintifica: pentru prima datd a fost identificata, fundamentata stiintific
activitatea antifungica, antioxidanta i imunomodulatoare a unor noi substante biologic active asupra
micetelor levuriforme cu evidentierea proprietatilor de inhibitie a expresiei factorilor de patogenitate
si cu brevetarea in calitate de produse inovationale cu actiune antifungica.

Problema stiintifica solutionata: evaluata actiunea antifungica a unor noi compusi chimici, biologici
si a nanoparticulelor de Ag generate din derivati celulozici, ce Servesc ca punct de plecare pentru
crearea directiei stiintifice aplicative si a principiilor de sintezd a nanocompozitelor naturale si a
produselor inovationale combinate cu potential de actiune antifungicd la costuri reduse.

Semnificatia teoretica si valoarea aplicativa a lucrarii: studiu realizat vine in consens cu agendele
de cercetare strategica a initiativelor internationale in domeniu, cu politicile in domeniul sanatatii
publice, cu obiectivele strategice ale Planului Global de actiune privind rezistenta la antimicrobiene,
oferind dovezi fiabile pentru dezvoltarea de alternative antifungice combinate cu valorificarea acestora
in vederea obtinerii unor noi forme farmaceutice pentru terapia infectiilor fungice si crearea unui sistem
de supraveghere a rezistentei la antifungice in Republica Moldova.

Implementarea rezultatelor stiintifice: rezultatele privind evidentierea expresiei factorilor
enzimatici ai levurilor, ghidurile practice privind diagnosticul fungilor in biosubstraturi au fost
implementate in activitatea laboratoarelor microbiologice din cadrul retelei nationale publice si private,
in procesul didactic de pregatire a cadrelor medicale in cadrul USMF ,Nicolae Testemitanu”, in
Centrul de excelenta in medicina si farmacie ,,Raisa Pacalo”.



AHHOTAIUA
BYPAYHIOK Ouabra
WHHOBAIIMOHHBIE HPEITAPATHI C TIPOTUBOIPUBKOBBIM JIENCTBUEM HA
HEKOTOPBIE BO3BYIAUTEJIN MUKO30B YEJIOBEKA
Auccepranus JOKTOpa MeAUIUHCKNX HayK. Knummnnes, 2023
CTpyKTypa IuccepTAlMM: BBEJCHUE, IECTh IJ1aB, OOIINE BHIBOJIBI U IPAKTUUECKUE PEKOMEH/IAIUH,
oubnmorpadus u3 334 wammenoBanud, 20 mpuioKeHUH, 228 cTpaHUIl OCHOBHOTO TekcTa, 80
pucynkoB, 38 taOmuiel. [lomydeHHble pe3ynbTaThl OomyOnmMkoBaHbl B 60 HaydHOW W HaydHO-
METOANYECKOU CTaThE.
KaloueBble caoBa: rpubbl, ¢akToppl MNATOT€HHOCTH, NPOTHBOIPUOKOBBIE  Mperaparhbl
HaHOYACTHII cepedpa.
Oobaacte uccaenoBanus: Muxkpoouosiorus, MeauimHcKas BUPYCOJIOTHSI.
Hesas ucciaenoBanus: OneHKa MPOTUBOTPUOKOBBIX CBOMCTB M MEXaHM3MOB JIEHCTBUS HEKOTOPBIX
KOMILIEKCHBIX COEIMHEHHH C IIeTTbI0 000CHOBAHMSI Pa3pabOTKH HOBBIX MPOTHBOIPHOKOBBIX (hopMyn 1
YCTaHOBJICHHS MEPCTIEKTUBBI KIIMHUYECKOTO MPUMEHEHHS.
3apaun ucciaenoBanus: (1) VYcraHoBieHHe BHIOBOEC pa3zHOOOpa3We, UYYBCTBUTEIBHOCTH K
IPOTHBOIPHOKOBBIM IIperiapaTtaM JPOXOKEBBIX T'PUOOB, BBIJACICHHBIX M3 OHOCyOCTpaToB; (2)
Brigenenne QeHoTunmueckoi skcnpeccuu (aKTOpPOB MATOTCHHOCTH Y KIMHUYECKHX IITaMMOB
Candida spp (3) MHccrnemoBanue mPOTHBOTPUOKOBOIO IOTCHIMANA HOBBIX XUMHYECKHX,
OMOJIOTHUECKUX COCTUHEHMIA, HAHOYACTHI] cepedpa MOTyUYeHHBIX W3 MPOU3BOIHBIX IEJUTIOI03bI, Ha
ATAJIOHHBIX ¥ KIIMHUYECKUX IITaMMax; (4) AHaIN3 CHHEPreTHYECKOW aKTUBHOCTH, XapaKTepHU3yIoIIen
MOTEHIMAIbHbIE TPOTUBOTPUOKOBBIE 3((HEKTHI MOHOKOMIIOHEHTHBIX U MOJMKOMIOHEHTHBIX
coequnenuit; (5) OneHka JeHCTBUS TECTUPYEMBIX COEIMHEHHMH Ha 3KCIpeccuio (akTopoB
BUPYJIEHTHOCTH; 6) V3yueHune BIUSHUS OMOJOTHYECKH COSMHEHUI HAa OMOXMMUYECKHE TIOKa3aTelu.
Hayuynass HOBM3HAa M OpPUIMHAJIBHOCTH: BriepBbie Obuta ompezeneHa W HaydHO OOOCHOBaHA
NPOTUBOTPHOKOBAsI, AHTHOKCUIAHTHASI 1 IMMYHOMO/IYJIMPYIOIIAsi aKTHBHOCTh HOBBIX OMOJIOTUYECKU
AKTHUBHBIX BEIIECTB B OTHOUICHHH APOXIKEBHIX TPHUOOB C BBHISBICHWEM CBOWCTB HWHTHOMPOBAHHS
skcrpeccun (aKTOpoB BHUpYyJeHTHOCTH. OHHM 3amaTeHTOBAaHbI KaK WHHOBAIIMOHHBIC TpEnaparthbl C
NPOTUBOTPHOKOBBIM JICHCTBHEM.
Pemennasi HayyHasi 3aja4ya: mpoBe/ieHa OIIEHKa MPOTHBOTPUOKOBOTO JIEHCTBUS HEKOTOPBIX HOBBIX
XUMHUYECKHX, OHMOJIOTUYECKUX COEAMHEHHH, HAHOYACTUIl Ag, TMOJNyYeHHbIX W3 MNPOU3BOIHBIX
LEJUTIONIO3b], YTO MOCTYKHIIO OTIPABHON TOYKOM /ISl CO3/IaHUs MPUKIIAHOTO HAYYHOTO HAIIPABIICHHUS
Y TIPUHITUIIOB CUHTE3a MPUPOJIHBIX HAHOKOMITO3UTOB W MHHOBAIMOHHBIX MPOAYKTOB B COYETAHUU C
NOTEHIIMATIOM MPOTUBOIPUOKOBOTO JICHCTBUS MPH HU3KUX 3aTpaTax.
TeopeTnyeckasi 3HAYUMOCTh M NMPHUKJIAAHAA HEHHOCTh PadoOThI: MPOBEICHHOE HCCIEIOBAHUE
COIJIacyeTcsi CO CTPATErHueCKUMHU UCCIIEA0BATENbCKUMH ITPOrpaMMaMy MEXTyHapOIHBIX MHULIUATHB
B JIaHHOW 00J1acTH, MOJUTHUKOM B 00JACTH OOIIECTBEHHOTO 3ApAaBOOXPAHEHUS, CTPATETHYECKHUMU
nenssMu ['mobansHoro Ilnmana pgeiicTBuil mo OoprOe € PE3UCTEHTHOCTHIO K MPOTHBOMHKPOOHBIM
npenapaTraM, IpeIOCTaBlsis HAIEKHbIE JI0KA3aTeNbCTBA JUIsl pa3paboTKa MPOTUBOIPUOKOBBIX
AIbTEPHATHB B COYETAHUU C UX KAIMMTAIH3AIMEH C IENTbI0 TIOTYUYEHHs] HOBBIX JICKAPCTBEHHBIX (HhOpM
JUTSE Teparnuy TPUOKOBBIX WHQEKIMH H CO3MaHMS CHCTEMBl HaJa30pa 3a YCTOHYHMBOCTBHIO K
NPOTUBOrPUOKOBBIM Npenaparam B Pecyonuke Momnaosa.
BHenpenue Hay4YHbIX pe3yJabTaTOB: Pe3ynbTaThl MO BBISIBICHUIO KCTIPECCUH (EPMEHTATUBHBIX
(bakToOpoB OpoxiKeHd, NPaKTUYECKUE PYKOBOJCTBA IO JAMArHOCTUKE rpuboOB B OMocyOcTparax ObuH
BHEJPEHHI B JEATEILHOCTh MHKPOOHMOJIOTHYECKHX JabopaTopuii B pamMKax HaIMOHAIBHON
TOCYy/IapCTBEHHON M YaCTHOM CETH, B TUJAKTUICCKHI MPOIIECC 00YUEHHSI METUIIMHCKHOTO TIepcoHasia
KI'MY "Hukonae Tectemunany", LleHTp mepenoBoro ombiTa B 00JacTH MEAWIMHBI U (papMammu
"Panca Ilakano".



SUMMARY
BURDUNIUC Olga

INNOVATIVE PRODUCTS WITH ANTIFUNGAL ACTION ON SOME CAUSAL
AGENTS OF HUMAN MYCOSES
PhD thesis in medical sciences, Chisinau, 2023
Thesis structure: introduction, six chapters, general conclusions and practical recommendations,
bibliography of 334 titles, 20 appendices, 228 pages of basic text, 80 figures, 38 tables. The
obtained results are published in 60 scientific and scientific-methodical works.
Key words: fungi, pathogenicity factors, antifungals, silver nanoparticles
Field of study: Microbiology, Medical Virology.
The purpose of the research: Evaluation of the antifungal activity of some new compounds in
order to argue the principles of developing polycomponent drugs effective in the therapy of fungal
infections.
The objectives of the research: (1) Establishing the diversity of species and sensitivity to
antifungals of the yeast fungi isolated from biosubstrates; (2) Phenotypic highlighting of the
expression of pathogenicity factors of clinical strains of Candida spp; (3) Research of the
antifungal potential of new chemical, biological compounds, Ag nanoparticles generated from
cellulosic derivatives on reference and clinical strains; (4) Synergistic activity analysis,
characterization of the antifungal effects of monocomponent and polycomponent compounds; (5)
Evaluation of the action of the tested compounds against the expression of pathogenicity factors
of Candida spp; (6) Studying the influence of biologically compounds on biochemical parameters.
Scientific novelty and originality: For the first time, the antifungal, antioxidant and
immunomodulatory activity of new biologically active substances on yeast fungi was identified
and scientifically substantiated, highlighting the properties of inhibiting the expression of
virulence factors and patented as innovative products with antifungal action.
The scientific problem solved: evaluated the antifungal action of some new chemical, biological
compounds, Silver nanoparticles generated from cellulosic derivatives which serves as a starting
point for the creation of the applied scientific direction and principles for the synthesis of natural
nanocomposites and innovative products combined with the potential of antifungal action at low
costs.
The theoretical significance and the applied value of the study: the study carried out is in
agreement with the strategic research agendas of the international initiatives in the field, the
policies in the field of public health, the strategic objectives of the Global Action Plan on
Antimicrobial Resistance providing reliable evidence for development of antifungal alternatives
combined with their capitalization in order to obtain new pharmaceutical forms for the therapy of
fungal infections and the creation of a surveillance system for resistant to antifungals in the
Republic of Moldova.
Implementation of the scientific results: The results regarding the highlighting of the expression
of the enzymatic factors of the yeasts, the practical guidelines regarding the diagnosis of fungi in
biosubstrates were implemented in the activity of the microbiological laboratories within the
national public and private network, in the didactic process of training the USMF medical staff,
"Nicolae Testemitanu", "Raisa Pacalo" Center of Excellence in Medicine and Pharmacy.
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INTRODUCERE

Actualitatea si importanta problemei abordate

Potrivit Centrului pentru Controlul si Prevenirea Bolilor (CDC), pe pamant (in aer liber, in
sol, pe plante, pe suprafata pielii si in organsimul uman) exista milioane de diverse specii de fungi
si doar unele pot cauza boli [3, 108, 160].

Fungii patogeni cauzeaza peste un miliard de infectii umane, fiind responsabili de mai mult
de 1,6 milioane de decese anual (0 rata egala cu cea a tuberculozei si de peste trei ori mai mare
decat cea a malariei), iar povara globala a acestor boli este enorma. Aceste date sunt alarmante,
avand in vedere insuficienta dovezilor stiintifice publicate ce tin de biologia agentilor patogeni
fungici si de sarcina infectiilor fungice asupra sanatatii publice [121, 184].

Schimbarile climatice, cresterea numarului de calatorii, migratia populatiei si dezvoltarea
comertului sunt doar unele cauze ale incidentei inalte si a diversitatii geografice a infectiilor
fungice [48, 101, 141, 219].

Stadiul actual al dovezilor stiintifice privind aspectele generale ale fungilor patogeni,
caracteristicile individuale bazate pe particularitatile ecologice si patogenitate permite o abordare
specifica pentru evaluarea relevanta a semnificatiei clinice a speciilor respective [42, 115, 123].

Aparitia mai multor agenti patogeni fungici noi rezistenti la antimicrobiene (de exemplu,
Candida auris) impune atentie din partea statelor si implicarea lor in dezvoltarea politicilor,
inclusiv realizarea studiilor stiintifice in acest domeniu [101, 143, 158].

Provocarile, ce necesita abordare urgenta din partea statelor, inclusiv studii stiintifice, sunt:
intelegerea biodiversitatii si a ecologiei fungilor; caracterizarea in mod sistematic a agentilor
fungici patogeni si nepatogeni; relatia dintre genotip si fenotip referitor la patogenitate si virulenta.
Solutiile pentru aceste provocari vor facilita potentialul de dezvoltare a modelelor care
prognozeaza aparitia speciilor de fungi emergente si a tratamentelor eficiente pentru infectiile
fungice [123, 158].

OMS declard ca in pofida ingrijorarii la nivel global fata de tendinta de crestere a
prevalentei infectiilor fungice, acestea sunt subestimate. Din cauza cd se acorda putind atentie si
resurse, se atesta insuficienta dovezilor privind distributia fungilor patogeni si a profilurilor de
rezistenta la antifungice. Ca urmare, povara reald a acestor infectii si a rezistentei antifungice este
necunoscutd, iar masurile de prevenire si de control sunt insuficient dezvoltate [44, 48, 101, 114,
253, 309].

Astfel, reflectand asupra celor mai recente studii stiintifice se poate afirma ca regnul

fungilor este mai putin studiat si comunitatea stiintifica a neglijat fungii patogeni, spre deosebire
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de bacterii si de virusuri. Conform informatiilor din literatura de specialitate, pana in prezent au
fost descrise 150 mii de specii de fungi, dar se estimeaza existenta inca a catorva milioane de specii
care urmeaza sa fie identificate si desdcrise [114, 143, 259, 311].

Unul din motivele subestimarii agentilor patogeni fungici rezida in natura lor oportunista
si in recunoasterea lor ca agenti patogeni doar in ultimele decenii, in urma schimbarilor in
epidemiologia si in patogenia maladiilor infectioase Aceste modificari includ cresterea dramatica
a numadrului de pacienti imunocompromisi ca urmare a mutatiilor ce afecteaza functia imuna a
gazdei (de exemplu, chimioterapia cancerului sau efectul terapiei imunosupresoare care impiedica
rejetul alogrefei) sau dezvoltarea bolilor care compromit functia sistemului imun (de exemplu,
HIV/SIDA, infectia tuberculoasa) [42, 162, 176, 298].

Unele studii prezinta dovezi ale implicarii agentilor fungici in dezvoltarea infectiilor
secundare la persoane cu forma severa de COVID-19. Acest comportament oportunist indica ca
multe dintre trasaturile si elementele genetice, responsabile de patogenitatea agentiilor fungici, nu
sunt determinanti unici sau specifici ai acestor infectii, dar au dezvoltat mecansime pentru
supravietuire in conditii independente de infectia umana.

Elucidarea deplind a patogenitatii fungice necesitd cunoasterea si intelegerea evolutiei
proprietatilor biologice, ecologiei si adaptarii fungilor la mediile lor naturale [162, 271, 309].

Cercetarile in domeniu au demonstrat cd diversitatea mecanismelor moleculare contribuie
la evolutia patogenitatii fungice, iar diferentele genetice specifice permit distingerea agentilor
patogeni de cei nepatogeni [101, 143, 158, 285].

Studiile relevante referitor la patogenitatea fungica au demonstrat cd interactiunea dintre
agentii patogeni, gazdele umane si mediu este un proces complex si multifactorial. Diferentele
dintre elementele genetice asociate cu trasaturile ecologice relevante sunt considerate esentiale in
dezvoltarea acestor infectii. In ultima perioada, tot mai multi cercetitori isi orienteaza eforturile
asupra studierii caracteristicilor factorilor de patogenitate ai fungilor si implicarii acestora in
aparitia infectiilor fungice umane [158, 162, 176, 219].

Specialistii din practica medicald sunt alarmati de esecurile terapeutice in cazul infectiilor
fungice invazive cauzate de agenti rezistenti, in special de comunitatile microbiene organizate n
biofilme [123, 141, 271, 275].

Autorii studiilor recente estimeaza ca micozele superficiale (de exemplu, afectiunile pielii,
parului, unghiilor si ochilor) afecteaza circa un miliard de persoane, micozele mucoaselor (de
exemplu, afectiunile cavitatii orale si vaginale) 1n jur de 135 de milioane, procesele alergice — 23,3

milioane, iar infectiile cronice severe si cele acute invazive - milioane de persoane cu o rata de
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mortalitate extrem de ridicata. In anumite grupuri de pacienti imunocompromisi cu aspergiloza
invaziva, rata mortalitatii poate ajunge pana la 50% [3, 42, 115, 143].

Unul din dezideratele stiintei moderne este implementarea solutiilor inovationale bazate pe
cercetari stiintifice ce tin de dezvoltarea de noi formule farmaceutice cu actiune antifungica.

Fungii devin din ce in ce mai frecvent implicati In micoze umane si mai rezistenti la
tratamente In timp ce exista doar patru clase de antifungice disponibile si doar cateva preparate in
curs de dezvoltare. In 2022, OMS in premiera a publicat lista de agenti fungici patogeni prioritari
(eng.: WHO fungal priority pathogens list - WHO FPPL) ce include 19 specii care reprezinta
amenintare majora pentru sandtatea publica. Conform acestei liste si reiesind din impactul lor
potential si nivelul de rezistentd, agentii patogeni fungici au fost impartiti, in functie de impactul
lor asupra sdnatatii publice, riscul evolutiei rezistentei la preparatele antifungice si existenta
metodelor de diagnostic in timp util, in trei categorii: critici, cu prioritate mare si medie. Dintre
agentil fungici prioritari, patru au fost clasati pe primul loc ca fiind ,critici”, si anume: A.
fumigatus, C. albicans, C.neoformans, C. auris [114, 158, 162, 174, 204].

Expertii OMS afirma cd sunt necesare mai multe dovezi pentru cunoasterea poverii
infectiilor fungice invazive pentru a elabora masuri de prevenire si control. De asemenea, sunt
necesare actiuni coordonate pentru a evalua in complex impactul rezistentei antifungice si riscurile
utilizarii acestor preparate prin prisma abordarii One Health. Printre actiunile principale se numara
consolidarea capacitdtii de diagnostic de laborator, sustinerea investitiilor in cercetare, dezvoltare
si inovare, precum si imbunatatirea interventiilor de sanatate publica pentru prevenirea si controlul
acestor maladii [48, 101, 162, 258, 271].

Provocarile actuale ce tin de strategiile farmaceutice conventionale rezulta din conexiunea
dintre limitdrile legate de tratamentul si statutul clinic al pacientului, si includ: nespecificitatea sau
neselectivitatea medicamentului utilizat, administrarea necorespunzatoare sau incorecta a
tratamentului si aparitia efectelor farmacologice secundare [115, 162, 176, 275].

Avand in vedere ca patogenitatea si rezistenta la antifungice a agentilor microbieni au
evoluat n timp, pentru depasirea esecurilor conditionate de terapia antifungica sunt depuse eforturi
academice considerabile, indreptate catre utilizarea intensa a produselor nanotehnologiei la
fabricarea si implementarea de noi formule farmaceutice active, cu eficacitate inalta [162, 176,
185, 285].

In incercarea de a preveni complicatiile asociate infectiilor fungice, cercetarile la nivel
mondial si-au indreptat eforturile la studierea relatiei dintre agentii patogeni si organismul-gazda
infectat. In acest sens sunt studiate si analizate mecanismele dezvoltrii rezistentei antifungice si

a eficientei unor formule antimicrobiene.
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Intersul modest al stiintei nationale pentru infectiile fungice, comparativ cu cercetarile la
nivel global, dorinta evaludrii speciilor implicate, a rezistentei la antifungice, a activitatii
antimicrobiene si a unor noi formule farmaceutice pe baza de substante naturale, combinate cu
cele de origine sintetica, au impulsionat aceasta cercetare [49, 96, 59, 60, 229].

Scopul cercetarii: evaluarea activitatii antifungice a unor noi compusi in vederea
argumentarii principiilor de elaborare a medicamentelor policomponente eficiente in terapia
infectiilor fungice.

Obiectivele cercetarii:

1. Stabilirea diversitatii speciilor si a sensibilitatii la antifungice a micetelor levuriforme izolate
din biosubstraturi;

2. Evidentierea fenotipica a expresiei factorilor de patogenitate ai tulpinilor clinice de Candida
SPP;

3. Cercetarea potentialului antifungic al noilor compusi chimici, biologici, a nanoparticulelor de
Ag generate din derivati celulozici asupra tulpinilor de referinta si clinice;

4. Analiza activitatii sinergice si caracterizarea efectelor antifungice ale compusilor
monocomponenti $i policomponenti;

5. Evaluarea actiunii compusilor testati fatd de exprimarea factorilor de patogenitate ai Candida
Spp;

6. Studierea influentei compusilor biologic activi asupra unor parametri biochimici si a patternului
inflamator (imunochimici).

Ipotezele de cercetare

In prezenta lucrare ipoteza de cercetare a fundamentat directia cecetirii si a permis
determinarea esentei fenomenelor studiate, elucidarea relatiilor cauza-efect, confirmate ulterior
experimental. In baza analizei comprehensive a literaturii de specialitate si a evaluirii obiectivelor
de cercetare, au fost formulate urmatoarele ipoteze de lucru:

Ipoteza 1. Necesitatea stringentd in proiectarea de structuri moleculare cu proprietati
antifungice care ar putea servi ca compusi biologic activi pentru obtinerea unor noi medicamente
policomponente, eficiente in tratamentul infectiilor fungice. Pentru realizarea acestui deziderat o
atentie deosebita trebuie acordata sintezei de noi compusi chimici si biologic activi (de exemplu,
chimici cu diverse familii de tiosemicarbazone si de origine naturald) cu evaluarea activitatii lor
antifungice in scopul extinderii arsenalului de preparate antifungice.

Ipoteza 2. Mecanismele implicate in dezvoltarea patogenitatii fungilor constituie un
domeniu de interes stiintific in dezvoltarea de solutii terapeutice antifungice. Agentii fungici

dispun de factori de patogenitate responsabili de patogenitatea infectiilor fungice, de consecintele
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nefavorabile si de deficientele in tratamentul acestora. Astfel, majoritatea antifungicelor
disponibile la moment nu sunt axate pe inhibitia factorilor de patogenitate, cum ar fi formarea
biofilmelor, producerea enzimelor extracelulare s.a. Pentru depasirea acestor neajunsuri sunt
necesare studii privind dezvoltarea de noi medicamente si de strategii in directia diminudrii
factorilor de patogenitate ai agentilor fungici.

Ipoteza 3. In prezent accentul se pune pe elaborarea de antifungice noi, pe baza de
nanoparticule de argint (AgNP) si de materie prima locald cu actiune antifungica, prin metode
ecologice, cost-eficiente. Biosinteza AgNP, caracterizarea, testarea potentialului antifungic
reprezintd o directie de perspectivd ce meritd concentrarea eforturilor cercetatorilor. Astfel,
dezvoltarea de platforme nanostructurate si evaluarea activitatii asupra agentilor fungici poate sta
la baza obtinerii unor noi medicamente eficiente in terapia infectiilor fungice.

Noutatea si originalitatea stiintifica

Pentru prima datd a fost identificatd si fundamentatd stiintific activitatea antifungica,
antioxidantd si imunomodulatoare asupra micetelor levuriforme a unor noi substante biologic
active cu evidentierea proprietatilor lor de inhibitie a expresiei factorilor de patogenitate si cu
brevetarea lor in calitate de produse inovationale cu actiune antifungica. Acesti compusi prezinta
interes sporit prin actiunea eficienta asupra micetelor levuriforme si potentiala aplicabilitate in
industria farmaceutica.

In premiera a fost elaborarat un procedeu nou simplu si eficient de obtinere a
nanocompozitelor pe bazd de nanoparticule de argint stabilizate cu derivati celulozici
(hidroxipropilceluloza, metilceluloza, etilceluloza si acetat de celulozd) cu activitate antifungica
in vitro fatd de speciile de Candida. Aceste nanocompozite pot servi ca suport rational in
extinderea arsenalului de remedii antifungice la concentratii minime inhibitorii cat mai joase si
costuri reduse.

Rezultatele obtinute au permis elaborarea ghidurilor de diagnostic privind standardizarea
in practica laboratoarelor microbiologice a metodelor de izolare, de identificare si de testare a

Problema stiintifica solutionati: A fost evaluata actiunea antifungica a unor noi compusi
chimici, biologici, a nanoparticulelor de Ag generate din derivati celulozici ce servesc ca punct de
plecare pentru trasarea directiei stiintifice aplicative si a principiilor de sinteza a nanocompozitelor
naturale si a produselor inovationale combinate, cu potential de actiune antifungicad la costuri
reduse.

Semnificatia teoretica si valoarea aplicativa a lucrarii. Studiul realizat vine in consens

cu agendele de cercetare strategica ale initiativelor internationale, cu politicile in domeniul
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sanatatii publice, cu obiectivele strategice ale Planului Global de actiune privind rezistenta la

antimicrobiene oferind dovezi fiabile pentru dezvoltarea de alternative antifungice combinate cu

valorificarea acestora Tn vederea obtinerii unor noi forme farmaceutice pentru terapia infectiilor
fungice si crearea unui sistem de supraveghere a rezistentei la antifungice in Republica Moldova.

Rezultatele cercetarii contribuie la suplimentarea dovezilor stiintifice privind metodele de
sintezd a nanoparticulelor de argint din materia prima cost-eficientd, utilizand extracte naturale.

Important de mentionat este si impactul pozitiv asupra mediului inconjurator cu referire la

aplicarea metodelor si tehnologiilor cost-eficiente, ecologice, blande (non-agresive).

Principalele rezultate stiintifice inaintate spre sustinere:

1. Speciile de fungi levuriformi prioritar implicati in etiologia infectiilor fungice;

2. Profiluri de rezistenta la antifungice a tulpinilor clinice de fungi levuriformi;

3. Principalii factori de patogenitate responsabili de invazia fungilor si de dezvoltarea procesului
infectios;

4. Date privind activitatea antifungicd a unor compusi chimici si extracte biologice asupra
tulpinilor de referinta si a izolatelor clinice;

5. Dovezi ale efectelor sinergice generate intre compusii biologic activi care determina
potentierea proprietdtii de inhibare a dezvoltarii celulelor fungice;

6. Rezultate ale actiunii compusilor monocomponenti si policomponenti asupra timpului de
omorare a fungilor levuriformi;

7. Evidente stiintifice cu referire la activitatea compusilor testati separat si in combinatie asupra
expresiei factorilor de patogenitate ai fungilor;

8. Dovezi ale efectului fungistatic si fungicid al nanoparticulelor de argint generate din pululan,
6-carboxipululan si deriviati celulozici;

9. Informatii relevante cu referire la activitatea compusilor biologic activi asupra intensitatii
reactiilor de oxidare cu radicali liberi prin aprecierea unor indici ai stresului oxidativ si ai
sistemului antioxidant;

10. Dovezi fundamentate stiintific a actiunii compusilor biologic activi asupra pattern-ului
inflamator pentru trasarea directiilor de elaborare a preparatelor antifungice eficiente.

Implementarea rezultatelor stiintifice
Au fost elaborate trei ghiduri practice care au fost implementate in cadrul laboratoarelor
microbiologice din domeniul public si privat din tard prin Ordinele Ministerului Sanatatii (MS):

nr. 696/2020 si nr. 26/2021 nr. 652/2021.

Rezultatele studiului, valorificate prin ghiduri si procedee de diagnostic, au fost

implementate in activitatea Laboratorului microbiologic al IMSP Spitalul Clinic Republican
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,»Timofei Mosneaga”, a Laboratorului bacteriologic IMSP Spitalul Clinic Municipal de Copii
»Valentin Ignatenco”, a Laboratorului microbiologic IMSP Spitalul Clinic de Boli Infectioase
»loma Ciorbd”, a Retelei Nationale de laboratoare medicale MedExpert, in activitatea medicilor
din cadrul: IMSP Spitalul Clinic Municipal de Boli Contagioase de Copii si IMSP Institutul de
Ftiziopneumologie ,,Chiril Draganiuc”. Rezultatele cercetarii au fost implementate si In procesul
didactic In urmatoarele subdiviziuni ale Universitatii de Stat de Medicind si Farmacie ,,Nicolae
Testemitanu™: Disciplina de microbiologie si imunologie si Disciplina de igiena, Departamentul
Medicina Preventiva, Catedra de urologie si nefrologie chirurgicald, Catedra de medicind de
laborator, Catedra de boli infectioase, tropicale si parazitologie medicala, dar si in procesul
didactic din cadrul Centrului de Excelentd in Medicina si Farmacie ,,Raisa Pacalo”.

Aprobarea rezultatelor stiintifice

Datele obtinute pe perioada realizarii tematicii tezei au fost diseminate in articole
stiintifice, in articole de tip review publicate in reviste de specialitate recunoscute international, in
monografii s.a. Aceste lucrari stiintifice, elaborate in cadrul prezentei cercetari, au adus contributii
atat la dezvoltarea personala, cat si la progresul stiintific al domeniului de cercetare vizat prin
participarea si prezentarea lor la congrese, conferinte de specialitate si la alte foruri stiintifice
nationale si internationale:
in formd orala:
International Conference titled ,,.Socio-psycho-medical changes in the lifestyles of the
contemporary family”. Bucharest, Romania, 2015: , Biosafety and biosecurity in
microbiological laboratories - challenges and opportunities”.
Esxeronnas Mexaynapoanas Hayuno- [Ipaktudeckas Kondepenus ,,AKTyaabHbIE BOITPOCHI
meaunuHbl’. baky, AsepOaiimkan, 2018: , Biusnue npenapama BioR na nepcucmenmuvle
CBOUCMBA MUKPOOP2AHUZMO8 .
International Scientific Conference on Microbial Biotechnology (4™ edition). Academy of
Sciences of Moldova, Institute of Microbiology and Biotechnology. Chisinau, 2018:
,ZAntimicrobial activity of some copper (I1) coordination compounds with N-(4-(2-((3-methyl-
5-o0x0-1-phenyl)-4,5-dihydro-1H-pyrazol)methylene)hidrazincarbotioamido)phenyl)  aceta-
mide”; ,,Antimicrobial and antifungal activities of iron (I11), cobalt (111), nickel (1I) and zinc
(I1) coordination compounds with 2,4-dihydroxyacetophenone 4-allylthiosemicarbazone”;
,Azachalcone derivatives and their antifungal activity”,; ,, Antimicrobial and antifungal effect
of some biometal coordination compouds with 2-[(3-methyl-5-ox0-1-phenyl-4,5-dihydro-1H-
pyrazol-4-YL)-(phenyl) methylidene] hydrazine carboximida-mide”; ,, Bacteriostatic and
bactericide activities of some 3D metal complexes with 2-[2- (prop-2-en-1-ylcarbamothioyl)-
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10.

11.

hydrazinylidene]propanoic acid”.

Congresul national al specialistilor din domeniul sanatatii publice si al managementului sanitar
din Republica Moldova cu participare internationala ,,O singura sanatate”. Chisinau, 2019:
., Actualitati in diagnosticul infectiilor fungice invazive”.

Conferinta Stiintifica Internationald Sanatatea, medicina si bioetica in societatea contemporana:
studii inter si pluridisciplinare = Health, Medicine and Bioethics in Contemporary Society:
Inter-and Pluridisciplinary Studies: mater. conf. st. internat., ed. a 2-a. Chisindu, 2019:
Rezistenta antimicrobiand ca problema sociomedicald stringentd.

Congresul consacrat aniversarii a 75-a de la formarea USMF , Nicolae Testemitanu”. Chisinau,
2020: ,, Distributia speciilor clinice de Candida si sensibilitatea acestora la antifungice”.
Conferinta stiintificd nationald cu participare internationala ,Materiale avansate 1In
biofarmaceutica si tehnica”. Chisindu, 2021: ,,Synergistic Action of Some Chemical and
Biological Compounds”.

The 1% edition of the National Conference with International participation ,,One Health
Approach in a Changing World”. Chisinau, 2021: ,, Silver nanoparticles as new antifungal
agents against Candida species”; One Health approach and prevention, control of
antimicrobial resistance.

Conferinta Internationala ,,Pandemia de COVID-19 - atitudini, contraverse si provocari in
asistenta perinatala”. Chisinau, 2021: , Rezistenta la antimicrobiene, problema majora de
sanatate publica care necesita eforturi comune”.

Conferinta nationald cu participare internationala ,,Stopati pneumonia: investiti in sanatatea
copiilor” dedicata Zilei Mondiale a Pneumoniei celebrata in 12 noiembrie. Chisinau, 2022:
., Abordarea multidisciplinara in diagnosticul, prevenirea si controlul infectiilor cauzate de
patogenii multirezistenti la antibiotice”.

Conferinta stiintifica nationala cu participare internationala Optimizarea supravegherii
epidemiologice in infectiile nosocomiale. Chisindu, 2017: ,, Infeciile fungice preocupare
actuala pentru comunitatea medicala”.

in expozitii:

The World Exhibition on Inventions, Research and New Technologies. Eureka - Valencia,
Spain 8th of March 2018: ,, Inhibitor of increase and multiplication of fungi”, Medalie de aur.
46E Salon International des Inventions de Genéve. Genéve, 13 Avril, 2018: Diploma for high
scientific and technological level of the invention on behalf of the Scientific Community of
Romania ,,Copper containing agents with antibacterial activity against gram positive

microorganisms”.
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Euroinvent 2018, Iasi, Romania 19 mai 2018: ,,Copper containing agents with antibacterial
activity against gram positive microorganisms”, Medalie de aur si diploma de excelentd;
»Inhibitor of increase and multiplication of the fungi”, Medalie de bronz si diploma de
excelenta.

Inventica 2018, Iasi, Romania 27-29 iunie 2018: ,, Copper containing agents with antibacterial
activity against gram positive microorganisms”, Medalie de aur.

Salonul International de Inventii Inovatii ,,Traian Vuia”. Timisoara, Romania 15 iunie 2018:
,, Copper containing agents with antibacterial activity against gram positive microorganisms”,
Medalie de aur; ,, Inhibitor of increase and multiplication of the fungi”, Medalie de aur.
Inventica 2018, Iasi, Romania 27-29 iunie 2018: ,, Inhibitor of increase and multiplication of
the fungi”, Medalie de aur.

PRO INVENT Editia XVII. Cluj-Napoca, Romania 20-22 martie, 2019: ,, Agentii care contin
cupru cu activitate antibacteriand impotriva microorganismelor Gram-pozitive”. Diploma de
excelenta.

47E Salon International des Inventions de Genéve. Genéve, 12 Avril, 2019: ,, Composés qui
exercent une activé antimicrobienne sélective contre les bactéries gram-pozitiv et Candida
albicans”, Medalie de argint; Diploma on behalf of the Scientific Community of Romania
,,Molecular inhibitors against Candida albicans and gram-positive bacteria”.

Salonul International al Inovarii si Cercetarii Stiingifice Studentesti ,,Cadet INOVA’19”.
Academia Fortelor Terestre” Nicolae Balcescu”, Sibiu, Romania 11-13 aprilie 2019: ,, Inhibitor
of proliferation of gram-positive microorganisms and Candida albicans species ”. Diploma de

onoare a Salonului.

10. Salonul International de Inventii Inovatii ,,Traian Vuia”. Timisoara, Romania 14 iunie 2019:

,,Molecular inhibitors against Candida albicans and Gram-positive bacteria ”’, Medalie de aur.

11. Inventica 2019, lasi, Romania 26-28 iunie 2019: , Molecular inhibitors against Candida

albicans and Gram-positive bacteria”, Medalie de aur.

12. Euroinvent 2023, lasi, Romania 13 mai 2023: ,, Procedure for obtaining materials based on

silver nanoparticles with antifungal activit”, Medalie de aur si diploma Medicine Award:

,, Procedure for obtaining materials based on silver nanoparticles with antifungal activity .

13. Infoinvent Editia a XVI-a, Chigindu, Republica Moldova 20-23 noiembrie 2019: ,, Utilizarea

N-ciclohexil-2-[1-(piridin-2-1L)etiliden]hidrazincarbotioamidei in calitate de inhibitor al
proliferarii microorganismelor gram-pozitive si fungilor din specia Candida albicans”,

Medalie de argint.

14. Inventica 2020, lasi, Romania 29-31 iunie 2020: ,,Water-soluble dicopper complex having
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15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

antimicrobial activity 7, Diploma de Performanta.

The 24th International Exhibition of Inventions Inventica 2020, Iasi, Romania 29-31 iulie 2020:
,Inhibitors of the proliferation of fungi of the species Cryptococcus neoformans”, Medalie de
aur, Diploma de Performanta.

Salonul International de Inventii si Inovatii ,,Traian Vuia”, editia a VI-a. Timisoara, Romania
13-15 octombrie 2020: ,, Noi compusi coordinativi a molibdenului cu activitati biologice
importante”, Medalie de aur.

Euroinvent 2021, Iasi, Romania 22 mai 2021: ,, Inhibitor of the proliferation of fungi of the
species Cryptococcus neoformans ”, Medalie de aur.

Innovation and Creative Education Fair for Youth ICE-USV — Vth Edition. Suceava, Romania,
mai 2021: ,, Inhibitor of the proliferation of fungi of the species Cryptococcus neoformans”,
Medalie de argint.

Inventica 2021, Iasi, Romania 23-25 iunie 2021: ,, Inhibitor of the proliferation of fungi of the
species Cryptococcus neoformans ”, Medalie de argint.

Salonul International de Inventii si Inovatii ,,Traian VUIA'21”, Timisoara, Romania 06-08
octombrie 2021: , Inhibitor of the proliferation of fungi of the species Cryptococcus
neoformans”’, Medalie de aur.

PRO INVENT Editia a XIX-a. Cluj-Napoca, Romania 20-22 octombrie, 2021: , Nou agent
antifungic”, Medalie de aur.

International Exibition INVENTCOR 11" edition, Deva, Romania 16-18 decembrie 2021:
., New molybdenum coordination compounds with important biological activities’, Medalie de
aur.

in forma de poster:

20th Congress of the International Society for Human and Animal Mycology. Amsterdam,
Netherlands, 2018: ,, Burden of Serious Fungal Diseases in Republic of Moldova ™.

First Balkan Conference of Medical Mycology and Mycotoxicology ,,Balkan Fungus 2018,
Timisoara, Romania, 2018: ,Antifungal activity of 2-acetylpyridine{n-(4-aminophenyl)-
acetamid}thiosemicarbazone  and  salicylalde-hyde{  n-(4-amino-phenyl)-acetamid}
thiosemicarbazone ”; ,, Antifungal activity of new copper (I1) complexes with 4-benzoyl-5-
methyl-2-phenyl-2,4-dihygro-3h-pirazol-3-onen(4)-ciclohexylthiosemicarba-zone ”;
,,Antifungal activity of some 3d metal coordination compounds with 2-[2-(prop-2-en-1-
ylcarbamothioy)-hydrazinylidene]-propanoic acid”; ,, Antifungal activity of iron, cobalt, nickel
and zinc coordination with 2-[1-(2,4-dihydroxypheny)ethylidene]-n-(prop-2-en-1-yl)-
hydrazinnecarbothioamide .
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A XXXV-a Conferinta nationala de chimie Calimanesti — Caciulata, Valcea, Romania, 2018.
Synthesis, structure and biological activity of some 3d-metal coordination compounds with n’-
[(3-methyl-5-0x0-1-phenyl-4,5-dihydro-1h-pyrazol-4-yl)(phenyl)methylidene] benzo-
hydrazide.
International Conference Achievements and Perspectives of Modern Chemistry dedicated to
the 60th anniversary from the foundation of the Institute of Chemistry. Chisinau, 2019: ,, Water-
soluble dicopper complex having antimicrobial activity”; ,,Synthesis, antimicrobial and
antifungal properties of copper(ll) coordination compounds with 2,4-dihydroxybenzaldehyde
4-allylthiosemicarbazone containing amines .
Congresul consacrat aniversarii a 75-a de la formarea USMF , Nicolae Testemitanu”. Chisinau,
2020: ,, Particularitatile folosirii antimicrobienelor de catre studentii medicinisti”’; Formarea
biofilmelor — unul din factorii de virulenta ai fungilor.
National Conference with International Participation ,,One Health Approach in a Changing
World”. Chiginau, 2021: ,, Synergistic antifungal effect of new compounds against Candida
albicans biofilms .
2"4 Balkan Conference of Medical Mycology and Mycotoxicology ,,Balkan Fungus 2022
Thessaloniki, Greece, 2022: ,, Synergistic antifungal activity of thiosemicarbazone-metal
complexes combined with Spirulina platensis extacts against Candida spp ”; ,, The vulnerable
characteristics of the fungal infective endocarditis .

Publicatii la tema

Rezultatele studiului au fost reflectate si publicate in 60 de lucrari stiintifice, dintre care
o monografie Tn monoautorat ,, Fungii patogeni si rezistenta la antimicotice” (274 pag.), doua
capitole Tn monografie colectiva, zece articole 1n reviste din baze de date Web of Science si
SCOPUS, cinci articole in diferite reviste stiintifice din strainatate recunsocute, 15 articole in
revistele stiintifice din Registrul National al revistelor de profil, in materialele congreselor,
conferintelor stiintifice, dintre care patru publicatii de monoautorat, noud rezumate in culegeri
de lucrari in cadrul conferintelor internationale, zece rezumate la conferinte internationale din
republica, sase rezumate la conferinte nationale, sase ghiduri, doua lucrari metodico-didactice,
zece brevete de inventie, trei inovatii. Materialele obtinute in urma realizarii tematicii tezei au
fost prezentate la 17 foruri stiintifice internationale, patru foruri nationale cu participare
internationald si la nouad foruri stiintifice nationale.

Sumarul compartimentelor tezei

Lucrarea este expusa in limba romana, pe 241 de pagini de text de baza tehnoredactat la

computer, si include adnotari in limbile romana, engleza si rusa, introducere, sase capitole, in patru
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dintre ele fiind analizate rezultatele cercetarilor personale, concluzii generale, recomandari
practice si bibliografia cu 334 de referinte, 20 de anexe. Materialul iconografic include 38 de
tabele, 80 de figuri si trei formule.

Introducerea include actualitatea si importanta subiectului abordat prin prezentarea datelor
elocvente, conceptelor teoretice, argumentarea ipotezei de cercetare in conformitate cu care au fost
formulate scopul si obiectivele studiului. Este expusa sinteza metodologiei de cercetare si
justificarea metodelor selectate, noutatea si originalitatea stiintificd a rezultatelor obtinute,
semnificatia teoretica si valoarea aplicativa, implementarea rezultatelor stiintifice, participarile la
forurile stiintifice unde au fost prezentate rezultatele studiului si sumarul tezei pe capitole.

Teza cuprinde sase capitole privind studiul bibliografic al subiectului abordat, materiale si
metode de cercetare, dar si rezultate originale.

Capitolul 1. Sinteza datelor si evolutia cercetirilor privind etiologia, clasificarea,
diagnosticul si strategiile terapeutice in infectiile fungice. In baza unei documentiri
comprehensive, care a inclus studii recente din sursele bibliografice nationale si internationale
despre agentii fungici, proritari implicati in dezvoltarea infectiilor fungice, sunt elucidate
principiile de clasificare a fungilor; etiologia, principiile de clasificare si metodologiile de
diagnostic al infectiilor fungice; mecanismele de actiune ale preparatelor antifungice; conceptele
elaborare a unor noi molecule active asupra agentilor fungici. In urma evaluarii informatiilor la
tema de cercetare din literatura de specialiatate trecuta in revista, cu descrierea si interpretarea
datelor, a fost documentat conceptul stiintific, care a servit ca suport teoretico-metodologic al
cercetarii. La finele capitolului sunt expuse concluziile, care reflecta povara globald a infectiilor
fungice si provocarile cu care se confruntd medicina in domeniul de interes al prezentei lucrari.

Capitolul 2. Materiale si metode aplicate in cercetare. Sunt prezentate date cu referire
la metodologia studiului descriptiv, design-ul general al studiului, metodologia cercetarii, metode
si tehnici aplicate la realizarea obiectivelor inaintate. Este descris obiectul de studiu, volumul
esantionului, metodele de investigatie utilizate in conformitate cu cele existente Tn domeniul de
specialitate, materialele primare, metodele statistice de prelucrare si de analiza a rezultatelor
obtinute. Concluziile formulate la finele capitolului reflectd in totalitate stadiul actual al
metodologiei de studiu in domeniu si al proiectarii metodelor pentru cercetarea curenta.

Capitolul 3. Distributia levurilor din genul Candida in functie de biosubstrat,
ponderea factorilor de patogenitate si rezistenta la antifungice. in cele cateva compartimente
sunt descrise rezultatele obtinute la acest capitol al prezentului studiu referitor la: ponderea si

diversitatea speciilor de Candida implicate in unele micoze umane in functie de biosubstraturile
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cercetate; susceptibilitatea acestor specii de Candida la preparatele antifungice; exprimarea
factorilor de patogenitate ai izolatelor clinice; corelarea rezistentei izolatelor clinice la antifungice
cu factorii de patogenitate ai acestora. Capitolul se incheie cu concluzii ce sumarizeaza datele
obtinute in baza prezentarii problematicii abordate pentru acest subiect.

Capitolul 4. Activitatea antifungica a unor compusi noi de origine chimica si biologica
de interes farmaceutic. In acest capitol este abordati problema identificarii unor noi formule
farmaceutice cu actiune antifungica si sunt descrise rezultatele analizei comparative ale activitatii
antifungice a unor noi compusi chimici si biologici. Astfel, la aceasta etapa a studiului a fost
determinata activitatea fungistatica si fungicida asupra micetelor levuriforme prin screening-ul a
980 de compusi chimici si extracte biologice; a fost stabilitd concentratia minima inhibitorie si
minima fungicida atat pe tulpini de referinta, cat si pe fungi izolati din diverse biosubstraturi
umane; a fost evaluata activitatea compusilor monocomponenti si policomponenti asupra
exprimarii factorilor de patogenitate ai izolatelor clinice; au fost modelate experimental in
combinatie compusii care au prezentat o activitate antifungica mai evidentd pentru evaluarea
sinergismului si timpului de ucidere a fungilor; a fost investigata actiunea citotoxica a noilor
compusi fatd de Daphnia magna. In baza datelor obtinute la aceastd etapi a studiului au fost
obtinute doua certificate de inovatie si noud brevete de inventie. Capitolul se incheie cu concluzii
formulate in baza analizei rezultatelor obtinute la tema abordata.

Capitolul 5. Nanoparticulele de argint stabilizate cu diversi derivati naturali si
proprietatile lor antifungice. Acest capitol cuprinde caracteristica noilor nanosisteme antifungice
bazate pe nanoparticule de argint (AgNPs) generate din pululan, 6-carboxipululan si derivati
fata de nanoparticulele cu potentialda actiune antifungica; studierii activitatii antifungice a
nanoparticulelor in urma determindrii unor parametri cantitativi ai efectului indus de AgNPs
stabilizate cu pululan, comparativ cu actiunea derivatilor celulozici, asupra izolatelor clinice si a
tulpinilor de referintd. Concluziile prezentate la sfarsitul capitolului, sunt axate pe rezultatele
originale obtinute la aceasta etapa a studiului.

Capitolul 6. Markerii stresului oxidativ, sistemului antioxidant si pattern-ului
inflamator ca rezultat al influentei compusilor biologic activi. Capitolul cuprinde descrierea
rezultatelor obtinute la: studierea actiunii compusilor monocomponenti si policomponenti asupra
intensitatii reactiilor de oxidare cu radicali liberi in materialul biologic prin aprecierea unor indici
ai stresului oxidativ si ai sistemului antioxidant; evaluarea expresiei unor citokine pro- (IL-6, IL-

1B siTNF-a) si antiinflamatoare (IL-10) sub influenta compusilor chimici si biologici testati,
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separat si in combinatie. La finele capitolului sunt expuse concluziile, in care sunt reflectate ideile
generate din rezultatele investigatiilor efectuate la etapa data a studiului.

Concluziile generale, expuse la finalul tezei, reflecta esenta rezultatelor obtinute si sunt in
corelatie cu scopul si cu obiectivele trasate. Recomandarile inaintate sunt adresate atat directiilor
de cercetare, cat si aplicarii lor in practica medicala.

Cuvinte-cheie: fungi, factori de patogenitate, antifungice, nanoparticule de Ag.
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1. SINTEZA DATELOR SI EVOLUTIA CERCETARILOR PRIVIND
ETIOLOGIA, CLASIFICAREA, DIAGNOSTICUL SI STRATEGIILE
TERAPEUTICE iN INFECTIILE FUNGICE

1.1. Fungii de importantd medicali, caractere generale. Factorii de patogenitate si
relevanta clinica

Fungii se intalnesc pretutindeni in mediul inconjurator. Aceste microorganisme, suficient
diferentiate de alte forme de viatd, sunt considerate un univers aparte [3, 41, 42, 44, 48].

Fungii de importantd medicald constituie o provocare si o problema grava de sanatate
publica si o povara economica majora la nivel global [42, 44, 114, 253, 289].

Pe langa faptul ca provoaca infectii fungice superficiale, invazive, acute sau cronice, a fost
demonstratd corelatia intre colonizarea fungica si evolutia unor boli, precum cancerul pancreatic
si ciroza hepatica [9, 69, 91, 123, 155, 170].
fungilor, datorita dezvoltarii tehnologiilor inovative de diagnostic, implica modificari permanente
ale nomenclaturii acestora [121, 139, 203, 308].

Fungii au fost evidentiati intr-un regn aparte, structura caruia ulterior a fost supusd unor
modificari, tinand cont de complexitatea si de diversitatea acestora [3, 101]. In prezent, regnul
Fungi cuprinde urmatoarele increngaturi: Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota si
Basidiomycota [114, 229, 307, 309, 316].

Increngitura Chytridiomycota cuprinde agenti microbieni cu tal unicelular sau de natura
micelara, al caror perete celular contine chitina. Aceste doua caracteristici au stat la baza includerii
lor in regnul Fungi. Prezenta gametilor sau a meiosporilor flagelati, deci mobili, produsi in
zoosporangi, a generat discutii intre taxonomisti si au determinat atribuirea acestor fungi in regnul
Protista [124, 166, 259, 309, 317].

Fungii, ce apartin increngaturii Zygomycota se pot multiplica atat asexuat, cat si sexuat.
Interes medical prezintd doar doua dintre cele 11 ordine din aceasta increngatura: Mucorales
(genurile Rhizopus, Absidia, mai rar Cokeromyces, Saksenaea, Apophysomyces si
Chlamydoabsidia) si Entomophthorales care include si specii ocazional patogene pentru om:
Basidiobohis ranarum, Conidiobolus incongruus si Conidiobolus coronatus) [48, 115, 278, 300].

Increngitura Ascomycota este cea mai bogata in specii. Prezenta asciilor ca organul de
reproducere sexuata este una din caracteristicile de baza de incadrare a speciilor de fungi in aceasta

increngatura [101, 151, 177, 259, 298].
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Pe baza rezultatelor secventierii genei pentru Subunitatea ribozomala 18S, ascomicetele au
fost clasificate in trei grupe: primare, filamentoase sau unicelulare fara ascocarp si filamentoase
cu ascocarp [44, 146, 241, 259, 309].

Increngitura Ascomycota cuprinde 46 de ordine, dintre care noua includ fungi de interes
medical: Pneumocystidales, Microascales, Ophiostomatales, Sordariales, Hypocreales,
Dothideales, Eurotiales, Onygenales si Saccharomycetales [48, 101, 167, 190].

Increngatura Basidiomycota cuprinde aproximativ o treime din speciile de fungi (>40 000),
repartizate in 18 clase cu 68 de ordine si 241 de familii. Reprezentantii acestei increngaturi joaca
un rol esential in ecosistem, fiind implicati in circuitul nutrientilor. Principala caracteristica a
bazidiomicetelor este prezenta bazidiilor ca organ de inmultire sexuatd. O mare parte din
bazidiomicete sunt fungi filamentosi si doar cateva genuri cuprind specii de micete levuriforme,
majoritatea fiind patogene [3, 123, 141, 275].

Increngitura Deuteromycota (fungi imperfecti, asexuati sau mitosporici) reuneste fungii
fara inmultire sexuatd. Morfologia majoritatii deuteromicetelor este similard cu cea a fazelor
anamorfe ale ascomicetelor si mai rar ale bazidiomicetelor. Studiile moleculare permit studierea
detaliata si atribuirea lor intr-0 increngatura separata [114, 134, 180, 219, 298].

Grupari taxonomice, precum Oomycota si Hyphochytriomycota, acceptate in trecut ca
increngaturi ale regnului Fungi, la moment sunt incluse in subregnul Chromista. Aceasta
modificare a fost motivata prin faptul ca peretele celular al acestora nu contine chitina, fiind format
preponderent din celuloza si B-glucan. Studierea acestor fungi in cadrul micologiei medicale este
motivata de unele considerente clinice. Astfel, cel putin doua specii pot cauza infectii oportuniste
la oameni si la alte animale homeoterme: Pythium insidiosum si Rinosporidium seeberi [46].

Pe parcursul anilor, cercetatorii au identificat mai multe criterii de clasificare a fungilor.
Criteriul morfologic, cel mai simplu, cunoscut si agreat in micologia medicald, se bazeaza pe
caracteristicile structurale ale talului [259, 275, 288, 298].

In functie de aspectele morfologice distingem [3, 101, 259, 275, 298]:

1. Levuri: micete unicelulare care se reproduc prin inmugurire, formand colonii netede, cremoase
ex.: Cryptococcus neoformans (levuri capsulate);

2. Fungi similari levurilor (micete levuriforme): cresc partial ca levurile si partial formeaza celule
alungite asemanatoare hifelor, numite pseudohife, de ex.: Candida albicans;

3. Fungi filamentosi: cresc ca filamente (hife) unicelulare sau pluricelulare si produc o retea
denumita miceliu, pe care se dezvolta spori asexuati, conidii, amplasati sub forma de lanturi
sau 1n hife (conidiofori), ca de exemplu reprezentantii: Aspergillus, Trichophyton si

Zygomycetes;
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4. Fungi dimorfi: in functie de temperaturd se pot dezvolta atat sub aspect de levuri, cat si de
filamente. Levurile se dezvolta in organismul-gazda si in vitro la 37 °C. Formele filamentoase
au fost observate in vitro, in culturi obtinute la temperatura de 25-28 °C.

Majoritatea fungilor, care provoaca infectii sistemice, sunt dimorfi: Histoplasma
capsulatum; Blastomyces dermatidis; Paracoccidioides brasiliensis; Coccidioides immitis;
Penicillium marneffei; Sporothrix schenkii [3, 101, 238, 259, 275].

Un alt crieriu de clasificare a fungilor este faza ciclului de viata (prezenta sau absenta
stadiului sexuat in ontogeneza). Acest criteriu este mai putin important pentru micologia clinica,
dar prezinta o valoare deosebita pentru micologia taxonomica [271, 275, 285].

Fungii se pot reproduce sexuat sau asexuat. La unii fungi, inmultirea sexuatd nu a fost
demonstratd, acestia fiind desemnati ca fungi imperfecti. Majoritatea fungilor, ce cauzeaza
afectiuni la om, sunt fungi imperfecti [115, 123, 271]. Reproducerea sexuatd este descrisa ca un
proces de contopire a doua celule de gen diferit in doud etape distincte: plasmogamia (fuzionarea
citoplasmelor) si cariogamia (fuzionarea nucleilor). Ca rezultat, se formeaza spori. Inmultirea
vegetativa se realizeazd prin portiuni de miceliu, inmugurire si prin spori asexuati specializati.
Acestia din urma se formeaza in organe specializate (conidiile si sporangiosporii) sau direct n
celule hifale sau levurice (blastosporii, clamidosporii si artrosporii) [114, 143].

In functie de faza ciclului de viata, distingem doua forme de fungi [3, 158]:

1. Teleomorfa — forma sexuata, reproductiva a fungilor. Morfologia teleomorfei este baza
clasificarii pentru Ascomycota si Basidiomycota. Fungii teleomorfi sunt fungi perfecti. Ei
produc atat spori sexuati, cat si asexuati.

2. Anamorfa — forma asexuata, vegetativa a fungilor in care acestia produc sporii prin mitoza in
niste structuri numite conidii sau sporangiofori. Fungii anamorfi sunt fungi imperfecti, produc
doar spori asexuati, iar ca exemplu pot servi familia Deuteromycetes.

In functie de calea de infectare a omului, fungii pot fi reuniti in trei grupe: antropofili
(fungii se raspandesc de la o persoana la alta), zoofili (fungii se transmit de la animal la om) si
geofili (fungii se transmit din sol la om) [47, 50, 213, 261, 305].

Factorii de patogenitate ai fungilor implicati in determinarea infectiilor fungice

Lucrérile stiintifice publicate recent In domeniul micologiei medicale pun accent pe
relevanta clinica a factorilor de patogenitate in infectiile fungice, pe estimarea incidentei si a
prevalentei acestor infectii, pe impactul lor social si pe povara economica exercitata asupra
sistemelor de sanatate [65, 147, 178, 205].

In acest subcapitol sunt prezentate cele mai recente studii cu referire la virulenta si factorii
de patogenitate ai fungilor [47, 142, 261, 265].
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Virulenta, descrisd de majoritatea cercetatorilor ca un proces complex constituit dintr-un
sir de mecanisme biochimice, este proprietatea esentiala a agentilor fungici de a provoca un proces
infectios, manifestat prin dezvoltarea bolii in urma patrunderii pe cale naturald sau experimentala
intr-un organism-gazda susceptibil. Aceasta proprietate a aparut ca rezultat al interactiunui dintre
organismul-gazda si cel parazit, si presupune mai multe etape. Mai intai are loc patrunderea si
localizarea in organismul-gazdd, dupa care urmeaza multiplicarea §i elaborarea toxinelor ce
faciliteaza invadarea organismului-gazda, elaborarea raspunsului imun si dezvoltarea rezistentei
la mecanismele de aparare ale organismului-gazda, si, in final, inducerea de leziuni specifice
organismului-gazda [147, 178, 195, 205].

Unii cercetatorii descriu virulenta ca capacitate relativa a unor fungi patogeni de a
determina producerea de leziuni tisulare, generand o stare patologica a organismului receptiv.
Cantitativ, virulenta fungilor exprima gradul de patogenitate pe care un agent fungic patogen il
poate exercita in organismul-gazda. Aceastd caracteristica este dependenta de particularitatile
structurale si fiziologice ale agentului fungic, manifestate prin infectiozitate, agresivitate,
toxigenitate. Factorul de patogenitate este descris ca factor care sporeste virulenta fungilor [50,
65]. Acesti factori s-au dezvoltat in procesul de interactiune dintre factorii de mediu si flora
comensala, insa pot evolua si pe parcursul colonizarii, infectarii organismului-gazda (ex.:
termotoleranta, rezistenta la antifungice) [205, 213, 252, 261].

Pentru speciile de fungi relevante din punct de vedere medical, cei mai comuni factorii de
patogenitate descrisi in majoritatea studiilor sunt: capacitatea de aderare la tesuturi, producerea
enzimelor hidrolitice, polimorfismul, termotoleranta la 37°C, formarea biofilmelor si efectele
imunomodulatoare ce diminueaza rezistenta gazdei [68, 165, 202, 274].

Tranzitia de la forma comensald la parazitism reprezintd o provocare metabolica, fiind
necesard adaptarea la schimbarile de temperatura, a continutului de CO: si a valorilor pH-ului
pentru a supravietui in mediul gazdei. In cazul in care sistemul imun al gazdei nu este capabil si
lupte cu acesti factori de patogenitate, ea devine receptiva si dezvolta boala [65, 71, 178, 252].

Capacitatea angentilor fungici de a adera la tesuturile gazdei si de a elibera enzime capabile
sa le afecteze, le permite sa interfereze direct cu mecanismele de aparare ale gazdei. Adezinele,
structuri specializate, localizate pe suprafata exterioara a peretelui celulei fungice, permit fungilor
sa colonizeze diverse substraturi si sa se ataseze de tesuturile-gazda (in mod special la epiteliu si
la endoteliu) [47, 50, 198, 220].

Elementele structurale fungice de aderenta dispar la cultivarea in vitro, fiind facilitata de
interdependenta sarcinilor electrice ale suprafetelor. Procesul de aderenta reprezinta un beneficiu

pentru fungii patogeni, deoarece i asigura cu nutrienti si evita actiunea anticorpilor si lizozimei.

36


https://wikicro.icu/wiki/Cell_wall
https://wikicro.icu/wiki/Fungi

Celulele, ce au aderat la substrat, se multiplica mult mai intens comparativ cu cele neaderente [50,
178, 213].

La fungii levuriformi a fost detectata proprietatea de aderentd, formarea biofilmelor,
polimorfismul, elaborarea de enzime (ex., proteaze, fosfolipaze, lipaze), variabilitatea
morfologica, efecte imunomodulatoare, care reduc eficacitatea mecanismelor de rezistenta
antifungica ale gazdei; toxicitate, datorata hemolizinei si endotoxinelor, suprimarea membranelor
mucoase ale gazdei si dezvoltarea infectiei mixte [23, 99, 215, 296].

Proprietatea de aderare a speciilor din genul Candida variaza, fiind mai accentuatd la
speciile C.albicans, C. tropicalis, C. dubliniensis si mai putin accentuata la speciile C.glabrata si
C.krusei. A fost demonstrata accentuarea proprietatilor de adeziune ale fungilor la actiunea
antimicrobienelor, hormonilor glucocorticoizi, citostaticelor s.a. [47, 175, 178, 234, 261].

La fungii din genul Candida a fost demonstratd prezenta si a altui factor de patogenitate
cum ar fi proprietatea de formare a biofilmelor asociata rezistentei la antifungice, ceea ce si explica
antrenarea acestui patogen in dezvoltarea frecventa a candidemiei persistente [65, 147].

Aderarea la epiteliul intestinal a celulelor de candide este datorata proteazelor ce actioneaza
asupra proteinelor endoteliale vasculare [99, 214, 216].

Dovezi stiintifice cu referire la DNA-ze atestd ca aceste enzime asigurd reducerea
vascozitatii secretiilor unde se acumuleaza ADN-ul din celulele distruse, favorizand diseminarea
fungilor. Detectarea acestor enzime la fungi demonstreaza virulenta lor [23].

Un rol semnificativ in invadarea sistemului nervos central de catre fungi revine ureazei.
Coccidioides immitis de asemenea produce ureaza si induce cresterea nivelului de alcalinitate in
locul de patrundere, ceea ce-i permite sa disemineze in organismul-gazda. Tulpinile cu deficit de
ureaza nu se pot raspandi [215, 296].

Metodologia de detectare a factorilor de patogenitate in vitro, descrisa de cele mai relevante
publicatii, in special cercetarea exprimarii factorilor asociati elementelor din peretele celular,
producerea de enzime extracelulare (proteaze, lipaze, fosfolipaze si DNA-ze), proprietatea de a
lega ioni de Fe*, dar si rezistenta la compusi cu actiune antifungici, pot fi evaluate prin metode
fenotipice. In prezent au aparut studii care permit evidentierea factorilor de patogenitate prin
tehnici de biologie moleculara [18, 178, 205, 213, 252].

In ultimul timp apar tot mai des cercetiri de biologie moleculard asupra genelor
responsabile de factorii de patogenitate cu functii metabolice specifice. Aceste cercetari sunt
importante, iar posibilele rezultate ar putea fi utilizate in procesul de elaborare a tintelor noi de

antifungice selective sau epitopi de vaccin [47, 50, 65].
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Intelegerea factorilor de patogenitate are o importantd majoria pentru managementul
eficient al infectiilor fungice invazive, pentru decizii argumentate privind diagnosticul, tratamentul
cu acordarea ingrijirilor sigure de sanatate.

In decembrie 2022, OMS a publicat lista fungilor prioritari care necesita actiuni urgente
din partea tarilor, cum ar fi cercetarile fundamentale si aplicative asupra elucidarii metodologiilor
rapide de diagnostic, factorii de patogenitate, mecansimelor de rezistentd, dezvoltarea de noi
molecule antifungice si implementarea strategiilor de prevenire si de control a infectiilor fungice.

1.2. Concepte contemporane privind factorii de risc, etiologia si tipurile de infectii
fungice

In prezent, infectiile fungice invazive sunt declarate ca provocare majora pentru sistemele
de sanatate, incidenta acestora crescand considerabil in ultimile decenii ca rezultat al utilizarii
neargumentate a antifungicelor, corticosteroizilor, medicatiei imunosupresoare, citostaticelor etc.
Peste un miliard de persoane din intreaga lume suferd de infectii fungice, iar contributia lor la
povara bolii la nivel global este in mare parte subestimata [3, 41, 48, 114, 162, 219, 297].

Numarul deceselor atribuibile infectiilor fungice a crescut semnificativ in ultimile decenii.
Astfel, in anul 2020 au fost raportate aproximativ 1,7 milioane de decese [48, 101, 115].

in ultimele doua decenii, spectrul agentilor fungici responsabili de dezvoltarea infectiilor
fungice s-a schimbat pe motivul modificarilor parvenite in randul populatiei susceptibile (ex.,
cresterea numarului persoanelor imunocompromise) si utilizarii neargumentate a preparatelor
antifungice. Microbiota fungica, care populeaza anumite parti ale organismului uman in anumite
conditii pot dezvolta infectii oportuniste, iar uneori si invazive, punand in pericol viata si sandtatea
persoanelor cu sistem imun deprimat [48, 123, 141, 143].

Totodata, pe langa infectiile oportuniste si invazive, persoanele cu dereglari ale statutului
imun dezvolta infectii asociate asistentei medicale cauzate de agenti patogeni fungici, precum
Candida, Aspergillus, Fusarium si Mucorales [7, 61, 62, 230].

Infectiile fungice invazive sunt determinate cel mai frecvent de fungii din genurile
Candida, Blastomyces, Coccidioides, Paracoccidioides, Histoplasma si Cryptococcus. A patra,
cea mai frecventa infectie oportunista inregistrata in cadrul institutiilor medicale spitalicesti este
infectia cu C. albicans [17, 242].

In pofida existentei oportunititilor de tratament, mortalitatea in candidozele invazive,
continuie sa fie Tnalta si constituie ~ 42% din numarul total de cazuri inregistrate [19, 62, 82, 87].

Fungii subregnului Dikarya, din increngaturile Ascomycota si Basidiomycota sunt
principalii agenti etiologici ai infectiillor fungice antropofile. Reprezentantii increngdturii
Ascomycota sunt responsabili de dezvoltarea afectiunilor orofaringiene, otorinolaringiene,
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dermatologice, oftalmologice, renale, genitourinare, cardiace, pulmonare si invazive (Figura 1.1).
Agentii fungici ai regnului Basidiomycota, cum ar fi Cryptococcus si Malassezia, sunt implicati in
dezvoltarea meningitelor invazive si a afectiunilor superficiale ale pielii [19, 82, 156, 294].

Infectiile fungice pot fi clasificate in functie de locul de patrundere a infectiei (superficiale,
subcutanate, invazive, oportuniste), calea de transmitere a agentului patogen (exogena, endogena)
si tipul de patogenitate manifestat de fungi (primare sau oportuniste) [1, 11, 21].

In functie de calea de pitrundere a fungilor, ce poate avea loc prin traversarea
tegumentului, inoculare prin intermediul plagilor sau diseminare, se pot dezvolta afectiuni fungice
superficiale (dermatofite), subcutanate si invazive (sistemice).

Infectiile dermatofite sunt cauzate de infectarea straturilor superficiale ale pielii de catre
agentii dermatofiti. Definirea data este bazatd pe localizarea specificd a afectiunilor si nu pe
apartenenta sistematica a agentilor cauzali, cu toate cd majoritatea dermatofitilor fac parte din
genurile Microsporum, Trichophyton si Epidermophyton [40, 62, 82].

Infectiile fungice superficiale se considera ar fi cele care presupun afectarea in cea mai
mare parte a stratului cornos, exterior al pielii, precum si a membranelor mucoase, unghiilor si
parului. Aceste infectii, inclusiv cele cauzate de Dermatophytes, Trichophyton spp., Microsporum
spp. si Epidermophyton spp., sunt cele mai frecvent inregistrate in lume [26].

La nivel global, se considera ca 20-25% din populatie suferd de micoze superficiale, iar
prevalenta acestora este in crestere continua [176, 219, 253, 259]. Sunt notificate si infectii fungice
cauzate de Candida spp. definite ca candidoze superficiale (mucoase: bucofaringiene, genito-
urinare, cutanate: onix, intertrigo, foliculite s.a.) [1, 11, 294].

Infectiile fungice invazive predominant sunt cauzate de fungii din genurile Candida,
Aspergillus si Mucor, mai rar de fungii din genurile Blastomyces, Coccidioides, Paracoccidioides,
Histoplasma si Cryptococcus spp. [21, 58, 82, 87].

Infectiile fungice invazive se dezvolta in urma diseminarii fungilor in organismul uman
dintr-un focar profund sau dintr-un organ intern (ex., sinusurile paranazale, tractul digestiv,
plamani). Toti acesti fungi, cu exceptia Cryptococcus neoformans, sunt fungi dimorfi, existand
sub forma de filamente in mediul Inconjurator si transformandu-se in levuri in tesuturile-gazda
[102, 111, 156].

Infectiile fungice invazive (IFI) sunt inregistrate mai rar in practica medicald comparativ
cu cele superficiale, insa prezinta o problema stringenta, fiind asociate cu mortalitate inalta, circa

1,5 milioane de decese la nivel global [85, 250].
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Fig. 1.1. Spectrul infectiilor fungice si agentii etiologici ai acestor infectii l1a om

Proportii ingrijoratoare a atins numarul de pacienti susceptibili la infectii invazive
provocate de fungi filamentosi, intalniti in diverse habitate naturale (sol, substraturi organice s.a.).
Cei mai cunoscuti agenti ai micozelor invazive fac parte din genul Aspergillus si Mucor [21, 87].

1.3. Aspecte contemporane in epidemiologia infectiilor fungice invazive

Importanta abordarii principiilor epidemiologice ale infectiilor fungice invazive reiese din
indicatorii de frecventa, de gravitate si evolutia etiologica in dinamica [42, 43]. Date reale despre
incidenta si mortalitatea atribuibile infectiilor fungice invazive sunt dificil de obtinut din cauza

subdiagnosticarii, subraportarii si a diferentelor in cerintele de confirmare a diagnosticului [289].
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Motivele pentru care infectiile fungice invazive au devenit mai frecvente in ultimii 20 de
ani nu au fost incd pe deplin elucidate. Cercetatorii considera ca factorii determinati ce tin atat de
starea pacientului, cat si de mediu inconjurdtor sunt la fel de importanti in patogeneza infectiilor
fungice invazive [43]. Frecventa si severitatea infectiilor fungice invazive depind de multi factori,
inclusiv de utilizarea intensa a imunosupresoarelor, preparatelor anticanceroase, antibioticelor cu
spectru larg de actiune, protezelor si transplanturilor. Imbunititirea nivelului de asistentd medicala
a dus la o crestere a sperantei de viata a pacientilor aflati in stare critica, facandu-i vulnerabili la
aceste infectii [114, 163].

O gama larga de agenti patogeni pot fi asociati cu infectiile fungice invazive, dar speciile
din genul Candida au fost, din punct de vedere istoric, cei mai comuni agenti patogeni [253].
Conform datelor din literatura de specialitate, 90% din infectiile invazive sunt cauzate de speciile
Candida albicans, Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida parapsilosis si Candida krusei.
In conditii normale Candida spp. nu provoaci afectiuni, doar cind persoana devine
imunocompromisa acesti agenti se pot disemina in organele interne [44, 253, 267].

Referitor la infectiile fungice invazive cauzate de speciile din genul Candida spp., studiile
atesta ca manifestari clinice generale: sindrom inflamator sistemic (febra, tahicardie, tahipnee),
alterarea starii generale [163, 225, 272].

Diseminarea infectiei fungice cu specii de Candida pe cale hematogena poate afecta
rinichii, SNC, miocardul, ochii, mai rar plamanii, tubul digestiv si pielea. Intrucat manifestarile
clinice sunt in general reduse, mai putin de jumatate din cazurile de candidoza diseminata sunt
diagnosticate in timpul vietii pacientului [38, 43, 76].

In cazul afectarii SNC, simptomatologia clinica este polimorfa, nespecifici, manifestatd
prin cefalee, redoare de ceafa, confuzie, dezorientare, ceea ce prezinta deficiente in diagnosticul
precoce al acestei afectiuni [43, 267].

La implicarea speciilor de Candida in afectiunile pulmonare apar semnele sindromului de
detresa respiratorie acutd, iar afectarea plamanului este insotitd de simptomatologie minima si
modificari radiologice nespecifice [277, 282, 321].

Afectiunile oculare cauzate de speciile din genul Candida se manifesta prin dureri, pete
negre sau colorate, uneori spumante, vedere neclara, abcese retiniene. Consultul medicului cu
examen oftalmologic poate stabili un diagnostic prezumptiv, confirmat prin cercetari de laborator.

Speciile din genul Candida spp. [128], responsabile de 8-10% din toate infectiile asociate
asitentei medicale, raman agenti patogeni importanti in sectiile de terapie intensiva [163].
Candidemia apare in 17% din cazurile de complicatii infectioase la pacientii din sectiile de terapie

intensiva, dintre care agentul etiologic este C. albicans in 15-60% din cazuri, C. parapsilosis in
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5-—40%, C. glabrata — in 5-—25%, C. tropicalis — in 5-15%, C. krusei — in 3-7% din cazuri. Dintre
agentii patogeni cel mai frecvent izolati din sange, speciile din genul Candida spp. s-au clasat pe
locul patru, dupa speciile Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis si Enterococcus
spp. [42, 321, 329].

Pe baza datelor din sursele evaluate, frecventa candidozei invazive este de 2,6-3,1% 1n
randul nou-nascutilor cu greutate foarte mica la nastere si de 10-16% la nou-nascutii cu greutate
extrem de mica la nastere, in timp ce mortalitatea poate ajunge la 40% [3, 42]. Infectiile fungice
la nou-nascutii prematuri tratati in sectiile de terapie intensiva ocupa locul trei in randul infectiilor
asociate asistentei medicale [114, 299]. Alaturi de candidoza invaziva, acesti pacienti prezinta si
un risc crescut de a dezvolta IFI cauzate de fungii filamentosi si levuri [42, 253, 321].

Datele din literatura arata ca speciile din genul Candida sunt agenti patogeni oportunisti
care reprezintd o cauza majora de morbiditate si mortalitate la nivel mondial. Anume din acest
motiv reprezentantii acestui gen sunt considerati o amenintare serioasa pentru sandtatea publica.
Printre cele mai frecvente afectiuni cauzate de speciile de Candida pot fi enumerate vaginita,
candidoza orala, candidoza cutanata, infectiile invazive s.a. [10, 42, 54, 247, 248, 320, 323, 325].

Aspergiloza pulmonara invaziva autorii o descriu ca afectiune cu o simptomatologie putin
mai specificd, comparativ cu cea candidozica, caracterizata prin febra, tuse seaca, dispnee, dureri
toracale cu caracter pleural, hemoptizie, rar pneumotorax. In stabilirea dignosticului definitiv de
aspergiloza este hotarator examenul radiologic si detectarea opacitdtilor la nivelul plamanilor cu
tendinta la abcedare, infiltrate alveolare, din ce In ce mai difuze, pe masura ce progreseaza
afectiunea. In cazul pacientilor cu imunosupresie severa aceastd maladie se poate complica cu
diseminarea agentului fungic pe cale hematogena cu dezvotarea aspergilozei invazive diseminate,
asociata cu afectarea SNC, cordului, ochilor, rinichilor, tractului digestiv si cu mortalitate foarte
inalta [212, 303].

Analiza celor mai recente dovezi din literatura de specialitate a aratat ca caile de
transmitere a infectiilor fungice invazive sunt: aeriand, prin inhalarea de aerosoli continand conidii
sau apa contaminata cu Aspergillus spp., urmata de aparitia unor mici izbucniri epidemice asociate
unor riscuri de mediu spitalicesc; digestiva, prin ingestia unor alimente mucegdite, cu aparitia de
cazuri sporadice de mucormicoza, descrise uneori chiar la persoane imunocompetente; de contact,
cel mai frecvent asociatd cu transmiterea in colectivitdfi a micozelor pielii si a anexelor pielii
(unghiile, parul), mai rar cu bandaje in coccidiodomicoza; prin instrumentar medical, cateterizari
prelungite si nutritie parenterala totala — Candida spp., Malassezia furfur, Tricophyton spp. [302].

Receptivitatea organismului-gazda este cel mai important factor implicat in determinarea

infectiilor fungice invazive. Conditia de imunosupresie se regaseste in cele cinci mari grupe de
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risc enumerate anterior. Afectarea uneia sau a mai multor bariere de aparare creeaza conditii de
oportunism pentru infectiile fungice invazive [3, 114, 289].

In ultimul deceniu, focarele de infectii fungice invazive asociate asistentei medicale au
devenit mai frecvente, in special cu fungi rari si reemergenti. Agentii patogeni fungici
predominanti implicati in IAAM sunt Candida spp., Aspergillus spp., Mucorales, Fusarium spp.
si alte mucegaiuri, inclusiv Scedosporium spp. [3, 111]. Genul Aspergillus include aproximativ
175 de specii, dintre care doar cateva sunt asociate cu maladii umane, in principal de A. fumigatus,
urmat de A. flavus, A. terreus, A. niger si A. nidulans. Aceste infectii au fost descrise frecvent la
pacientii cu afectiuni hematologice maligne, la 1-15% dintre pacientii care beneficiaza de
transplant de organe parenchimatoase si la cei cu hemodializa intermitenta cronica [34, 42, 111,
114]. In cazul pacientilor cu boalid pulmonari obstructivi cronica, factorii de risc pentru
dezvoltarea aspergilozei sunt cursurile repetate de antibioterapii combinate cu terapia indelungata
de glucocorticosteroizi [289]. Mai multe studii au evidentiat incidenta in crestere a infectiilor
invazive cu Aspergillus asociate cu terapie intensiva [44].

In prezent, infectiile fungice invazive se plaseaza pe locul patru printre cauzele IAAM ale
fluxului sangvin [ 3, 42].

Rolul crescand al infectiilor fungice invazive in etiologia IAAM a dus la introducerea unui
numar semnificativ de medicamente noi in practica clinica si la utilizarea lor pe scara largd, ceea
ce a favorizat dezvoltarea rezistentei antifungice [3].

In conditiile moderne, pentru a preveni un esec global in controlul infectiile fungice
invazive ar trebui sa fie realizate activitati care vizeaza: dezvoltarea unor strategii optime de
combatere a rezistentei antifungice; elucidarea continud a mecanismelor responsabile de
dezvoltarea rezistentei la antifungice; utilizarea rationald a antifungicelor existente in practica

clinicd; supravegherea epidemiologicd directionatd a rezistentei la antifungice, tindnd cont de

.....

antifungice in vederea selectarii mijloacelor optime in managementul infectiilor fungice.

1.4. Diagnosticul de laborator al infectiilor fungice invazive

Anual, la nivel global, se atestd o crestere evidenta a numarului de decese din cauza IFI.
Diagnosticul IFI in sectiile de terapie intensivd prezintd multe provocari si particularitati
distinctive pentru candidoza si aspergiloza invaziva. Detectarea precoce si rapida este cruciala
pentru a reduce rata mortalititii asociate cu aceste infectii. In acest subcapitol vor fi prezentate

metodele de diagnostic pentru detectarea IFI [43, 101, 190, 201, 323].
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Stabilirea unui diagnositic veridic de infectie fungica invaziva depinde in totalmente de
selectarea si de recoltarea corectd a prelevatelor unui specimen clinic. Infectiile fungice sunt
similare din punct de vedere clinic cu infectiile microbiene si, adesea, acelasi specimen este
cultivat atat pentru fungi, cat si pentru bacterii [279, 300].

Diagnosticul infectiei fungice prin metode traditionale, cum ar fi examinarea microscopica
directa a probelor clinice, histopatologia si cultura, s-a dovedit a fi conventional si de o sensibilitate
redusa. Prevalenta crescuta a infectiilor fungice invazive a impus oamenii de stiinta sa dezvolte si
si aplice noi metode de diagnostic, mai sensibile si mai rapide. In prezent, majoritatea
cercetatorilor pun accent sporit pe utilizarea metodelor serologice de detectare a antigenelor [3, 9,
46, 93, 105, 109].

Element-cheie in prelevarea corecta a biosubstraturilor pentru diagnosticul infectiilor
fungice se considera transportarea rapidd a probei la laboratorul clinic. Savantii recomanda
adaugarea antibioticelor, precum penicilind (20U/mL), streptomicind (1,00,000pg/mL) sau
cloramfenicol (0,2 mg/mL), pentru a inhiba si preveni dezvoltarea excesiva a microflorei
frigider la 4 °C pentru cel mult 24 de ore. La aceasta temperatura se pastreaza viabilitatea agentilor
patogeni si se reduce multiplicarea contaminantilor. Specimenele, care nu trebuie refrigerate,
includ sangele, care trebuie pastrat la temperatura camerei sau intr-un incubator la 35°C si LCR,
transportat imediat la temperatura camerei [57, 190, 200, 240, 298].

Investigatii de laborator. Examenul microscopic direct al biosubstraturilor si culturilor
suspecte trebuie realizat de fiecare data cand este necesar un rezultat preventiv pentru a ghida
medicul clinician. Cu atat mai mult ca de multe ori constituie singura cercetare de natura biologica.
Metodele de examinare microscopica directa recomandate sunt amprentele umede (KOH, alb de
calcofluor, cerneala de India); histopatologia si colorarea cu anticorpi fluorescenti [173, 192, 200].

Pentru a distinge celulele fungice este foarte utila o prelucrare cu hidroxid de potasiu. Daca
levurile si hifele se afla in acelasi cdmp microscopic, este probabil sa fie vorba de Candida
albicans. Speciile de Aspergillus.spp. sunt, de obicei, prezente sub forma de hife subtiri septate
care se ramifica in unghiuri ascutite. Fungii Mucorales prezinta structuri hifale neseptate, largi,
asemanatoare unor panglici care se ramifica la 90°; fungii Cryptococcus pot fi identificati dupa
prezenta capsulei. Blasatomyces este o levura cu un model de inmugurire larga, in forma de opt.
Histoplasma capsulatum este un fung foarte mic, amplasat intracelular, iar sferoidul cu endospori
este sugestiv pentru Coccidioides immites [57, 155, 170].

Colorantul alb de calcofluor cu KOH este util pentru a evidentia prezenta celulelor fungice

in probele clinice, deoarece se leagd de polizaharidele B 1-3, B 1-4 prezente in peretii celulelor
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fungice. Colorantul devine fluorescent la expunerea la lungimi de unda mai mici decat cele ale
luminii UV. In prezenta celulelor de levuri, a pseudohifelor si a hifelor, se observi o fluorescenta
de culoare alb-cenusie sau verde-crud stralucitor. Caracterul fluorescentei depinde, de obicei, de
un filtru utilizat care le separa de materialul de fond. Pentru detectarea celulelor fungice preparate
cu alb de calcofluor este necesar un microscop cu fluorescentd, ceea ce, de multe ori, reprezinta
un dezavantaj al utilizarii acestei metode [9, 44, 155].

Coloratia Gram evidentiaza fungii Cryptococcus spp. care prezintd doar o punctiformitate
si se coloreaza slab in unele cazuri, iar izolatele de Nocardia spp. nu se coloreaza sau se coloreaza
foarte slab [46].

Cerneala de India se recomanda pentru a indica prezenta sau absenta capsulelor
polizaharidice extracelulare ale celulelor fungice, in special ale speciei Cryptococcus neoformans
in LCR. Prin intermediul acestui colorant, celulele fungice incapsulate pot fi detectate cu usurinta
pe un fundal intunecat [46, 48, 170, 259, 300].

Lactofenol cotton sau preparat umed cu albastru de anilina este cea mai utilizata metoda in
micologia medicald. Acidul lactic conserva structurile peretelui celular al fungilor si lamelele pot
fi constante pe o perioada indelungata [139, 316].

Una dintre cele mai utilizate metode de coloratie pentru histopatologia fungica este PAS.
Aceastd metoda permite detectarea glicogenului in tesuturi, in peretii celulelor fungice ce-1 contin
in cantitati suficiente [69, 91].

In coloratia cu argint metenamina Gomori (modificarea lui Grocott), gruparile aldehidice
sunt eliberate si identificate prin metoda argintului redus care proiecteaza polizaharidele prezente
in peretii celulelor fungice. Aldehidele determind reducerea complexului de nitrat de argint de
metenamina, care are ca rezultat colorarea brun-negru a peretelui celular fungic. Coloratia de argint
cu metenamind Gomori este mai buna decét alte coloratii utilizate in diagnosticul micologic,
deoarece coloreaza atat celulele fungice vii, cat si cele moarte, spre deosebire de PAS, care le
coloreaza numai pe cele vii [123, 155, 170].

Coloratia cu anticorpi fluorescenti se recomandd pentru detectarea antigenului fungic in
materialul clinic, cum ar fi puroi, sange, LCR, frotiuri de amprenta tisulara si in sectiuni de parafind
din tesuturi fixate in formol. Autorii descriu avantajul acestei tehnici prin detectarea fungilor chiar
daca sunt prezente doar cateva celule, asa cum se atesta in puroiul din sporotricoza [57, 114].

Examinarea histologica a tesuturilor pentru a detecta peretele celular al fungilor raimane un
instrument important pentru a defini semnificatia diagnostica a izolatelor de cultura pozitive,

inclusiv invazia fungica a tesuturilor si a vaselor, precum si reactia gazdei la fungi [300, 308].
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Izolarea culturii de agenti fungici dintr-un biosubstrat a fost intotdeauna diagnosticul-cheie
Culturile sunt incubate la 25-30°C si la 37°C, deoarece multi agenti patogeni fungici se dezvolta
la temperaturi sub 37°C. Dupa ce se noteaza caracteristicile coloniei, cum ar fi culoarea si textura
cresterii, se fac amprente pe lame 1n coloratie cu lactofenol albastru cotton pentru a studia detaliile
morfologice. Pentru fungii care cresc in 7-14 zile sau care au un miceliu aerian in forma de panza
de paianjen, trebuie luata in considerare una dintre speciile dimorfe [48, 134, 155].

Insamntarea sangelui se face imediat dupa prelevarea unei cantititi suficiente. Chiar si o
singurd hemoculturad cu rezultat pozitiv, prelevatd cu respectarea riguroasa a tuturor cerintelor,
indica prezenta infectiei si necesitatea initierii terapiei empirice [57, 101, 123, 155, 286].

In cazul suspectiei unei infectii urinare cauzati de Candida spp., pentru diagnosticul
diferential de alti agenti infectiosi, se recomanda sd se ia In considerare prezenta sau absenta
piuriei, numarul de colonii care permit confirmarea sau excluderea unei infectii urinare cu Candida
spp. De asemenea se va preciza daca pacientii sunt cateterizati sau nu. Infectia urinara cu Candida
spp. va fi confirmata in cazul cand examinarea uroculturii atestd prezenta > 10000 UFC/ml la
nonneutropenici si 1000 UFC/ ml la neutropenici. Majoritatea autorilor mentioneaza ca la pacientii
cateterizati, in urocultura carora au fost izolate specii de Candida, dar lipsesc simptomele clinice,
nu este necesara terapia antifungica, fiind recomandatd doar schimbarea cateterului urinar si
repetarea prelevarii. Izolarea Candida spp. la pacientii necateterizati, care nu au avut in ultima
perioada proceduri cu implicarea pelvisului sau vezicii urinare, este sugestiva de infectie urinara
dezvoltatd pe cale hematogena [42, 305].

Referitor la sputd, la lavajul bronhoalveolar, evidentierea Candida spp. nu are valoare
diagnostica si, in general, nu are consecinte clinice, dacd pacientul nu este simptomatic.
Schimbarea sondei de intubatie §i aplicarea orofaringiana de preparat antifungic poate duce la
sterilizare. Acest criteriu aduce dovezi pentru colonizare si trebuie luat in considerare ca factor de
risc. Prezenta Candida spp. in secretia traheald nu este marker de infectie pulmonara cu acest
agent, iar confirmarea candidozei pulmonare se face prin examen bioptic [57, 69, 91, 123].

Aspergillus spp. poate fi izolat in sputa si la pacientii sandtosi, iar evidentierea acestui agent
in lavajul bronhoalveolar, la pacientii cu risc, confirma diagnosticul.

Diagnosticul serologic se bazeaza pe detectarea fie a anticorpilor, fie a antigenului in serul
pacientului si are mai multe avantaje. In primul rand, este mai sensibild decat metodele de cultura
si ofera rezultate chiar si atunci cand prelevatele sunt in cantitate mica. in al doilea rand, in cazul
in care rezultatele serologice sunt pozitive, acestea pot reduce nevoia de pregétire a culturii pentru

fungii potential periculosi (ex., Coccidioides spp.), fiind minim invaziva. Nivelurile scazute de
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sensibilitate si de specificitate sunt dezavantajele serologiei. Un test serologic negativ nu ar trebui
sd excluda prezenta unei infectii fungice. Punctul slab al serologiei este de a face distinctia intre
infectia prezenta si cea trecutd. In cele din urma, sensibilitatea depinde de tipul de boala si de
momentul efectudrii testului In raport cu procesul bolii, de exemplu, timpuriu fatd de tardiv [123,
155, 171, 177, 203].

Latexaglutinarea, imunodifuziunea, imunoelectroforeza in contracurent, anticorpii
imunofluorescenti, ELISA si Western Blot sunt tehnici serologice recomandate. Testele deosebit
de utile includ detectarea antigenelor specifice agentului fungic, cum ar fi galactomananii,
considerati specifici pentru diagnosticul de aspergiloza. Detectia serica a B-glucanilor este utilizata
ca instrument de diagnostic pentru detectarea unui spectru larg de agenti patogeni fungici, cu
exceptia Mucorales si Criptococcus neoformans [57, 139, 203, 206, 308, 316].

Pentru stabilirea diagnosticului de infectie fungica cauzata de Candida spp. se cerceteaza
compusul manan §i manoproteinele din structura peretelui celular (markeri de infectie invaziva).
Pentru aspergiloza se investigheazad compusul galactomanan in lichidele seroase, urind, lavajul
bronhoalveolar. In cazul criptococozei se pot evidentia antigene sau anticorpii in ser, LCR.
Diagnosticul de histoplasmoza se va pune pe baza evidentierii antigenului polizaharidic de H.
capsulatum in ser, in lavajul bronhoalveolar si in urina [114, 229, 259].

Diagnosticul imagistic, precum ecografia, imagistica prin rezonanta magnetica (RMN),
tomografia computerizata (CT), este recomandat pentru evidentierea focarelor septice abdominale
sau cardiace. In cazul suspectiei afectarii oculare, se va efectua examen oftalmologic [3, 9, 48].

In ultimii ani, majoritatea savantilor recomandai inlocuirea metodelor conventionale cu cele
de biologie moleculara. In general, aceste metode au avut si vor continua si aibd un impact major
asupra diagnosticului si tratamentului adecvat al infectiilor fungice. Parametrii analitici ai acestor
metode trebuie sd fie standardizati pentru a optimiza sensibilitatea si specificitatea si trebuie
efectuate studii comparative pentru a le determina pe cele mai bune de utilizat in laborator. in mod
ideal, testele ar trebui sa fie cat mai simplu de realizat, astfel incat majoritatea laboratoarelor clinice
sa le poata utiliza [101, 110, 134, 190, 254, 281].

Tinand cont de numarul mare de fungi in mediul inconjurator, care pot infecta in special
pacientii imunocompromisi, este necesar un parteneriat strans intre micologia clasica si biologia
moleculara [265, 298, 300].

1.5. Preparatele antifungice: viziuni moderne privind principiile de clasificare si
mecanismele de actiune

Cele mai utilizate preparate antifungice sunt azolii, polienele, echinocandinele, analogii de
pirimidina, alilaminele, tiocarbamatii si morfolinele [19]. Clasele de medicamente si tintele lor in
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celulele fungice, inclusiv si cateva clase de preparte potentiale noi, investigate la moment si
descrise in cadrul unui studiu, sunt reprezentate pe Figura 1.2 [64]. Preparatele antifungice se
considera eficiente cand utilizarea lor in terapia infectiilor fungice, in special invazive, permit
atingerea nivelului eficient al concentratiei acestora la locul infectiei, evitind concentratiile toxice
din plasma si din organe [67, 74, 82, 95, 112].

Autorii definesc termenul de preparat antifungic ca substantd cu actiune farmacologica
fungicida, fungistatica utilizatd pentru tratamentul, profilaxia infectiilor fungice, manifestatand o
toxicitate minima pentru organismul-gazda [53, 84, 97].

Dinamica evolutiei terapiei antifungice s-a dovedit a fi mult mai lentd comparativ cu cea
antibacteriana din cauza incidentei scazute in trecut a infectiilor fungice si a unor similaritati intre
celulele fungice si organismul uman [109, 116, 140].

Domeniul medicinei farmaceutice si subiectele cu referire la cercetarea mecanismelor de
actiune a preparatelor antifungice, a mecansimelor de dezvoltare a rezistentei la actiunea lor, au
drept scop descoperirea de noi compusi cu proprietati antifungice [140].

Nistatina — primul antifungic descoperit in 1951 — face parte din clasa polienelor este
utilizat sub forma topica si orala in tratamentul candidozelor [181, 187].

Nitamicina si amfotericina B, utilizate in tratamentul micozelor sistemice, de asemenea fac
parte din clasa antifungicelor polienice. Griseofulvina, antifungic administrat pe cale orald si
produs in 1959 din Penicillium griseofulvum, s-a dovedit a fi eficient fata de dermatofiti.

Introducerea antifungicelor azolice a marcat dezvoltarea dermatoterapiei. Derivatii azolici
se disting prin spectru larg de actiune, fiind activi pe dermatofiti, levuri si o mare parte dintre
fungii patogeni pentru om [144, 149, 150, 153].

In 1958 a fost elaborat preparatul antifungic amfotericind B deoxicolat care a marcat un
progres major in terapia infectiilor fungice. Acest preparat are o activitate antifungica evidentd,
spectru larg, dar este asociat cu toxicitate renala semnificativa si reactii adverse la administrarea

parenterala [88, 92, 187].
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Fig. 1.2. Clasele de preparate antifungice (marcate cu rosu) si mecanismul de actiune

Flucitozina, analogul pirimidinei elaborat in 1970, este activ impotriva speciilor de

Candida si de Criptococcus. Utilizarea sa este insa limitata din cauza toxicitatii si evolutiei

rezistentei celulelor fungice si supresia maduvei osoase [276, 283].

La mijlocul anilor 1990 a fost dezvoltatda formula de amfotericinda B pe baza de lipide.

Lipsita de efecte secundare, nefrotoxicitatea fiind redusa, este pilonul de baza pentru tratamentul

multor infectii fungice care pun in pericol viata pacientilor [51, 270, 295, 314].
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Azolii, cea mai extinsd clasd de antifungice, au fost dezvoltati pe baza de imidazol
(ex.,miconazol prima data fiind disponibil pe piatd in 1974, clotrimazol - 1975, econazol - 1982,
ketoconazol - 1981, tioconazol - 1983 si sulconazol - 1989) [8, 12, 95, 97].

Azolii de prima generatie (fluconazolul-1990, itraconazolul-1992) au devenit disponibili
in anii 1990. Acesti agenti antifungici au oferit unele avantaje: posibilitatea administrarii orale,
activitate excelentd impotriva unui spectru larg de fungi levurici patogeni. Spectrul de activitate al
itraconazolului include si agenti fungici endemici, cum ar fi Histoplasma capsulatum [59, 100].

Echinocandinele au devenit disponibile la inceputul anilor 2000 (capsofungina in 2001, iar
micafungin asi anidulafungina mai tarziu). Aceste antifungice Se disting printr-o activitate
excelenta Tmpotriva speciilor de Candida, fiind o optiune de tratament si impotriva tulpinilor
rezistente la azoli, si a C glabrata. Prezinta activitate modesta si impotriva speciilor de Aspergillus.
Avantajele echinocandinelor sunt efectele secundare si interactiunile medicamentoase reduse. La
moment este disponibild numai forma parentala a acestei clase de preparate [109, 169, 314, 326].

Incepand cu anii 2000 a fost dezvoltata si introdusa pe piata farmaceutica a doua generatie
de azoli (voriconazol - 2002, posaconazol - 2006, luliconazolul - 2013 si isavuconazol - 2015).
Luliconazolul poate fi utilizat pentru tratamentul topic al infectiei dermatofite. Avantajul major al
acestor agenti este spectrul extins de activitate impotriva fungilor filamentosi. Astfel,
isavuconazolul se distinge printr-o activitate mai larga, proprietati farmacologice imbunatatite
(ex., biodisponibilitatea), niveluri mai previzibile ale preparatului si mai putine interactiuni intre
preparatele medicamentoase [187, 197, 225].

Preparate pe baza de triazol de asemenea au fost dezvoltate, inclusiv fluconazolul si
itraconazolul, prezentand un spectru mai larg de activitate. Triazolii sunt utilizati atat pentru
infectii sistemice, cat si pentru infectii ale mucoasei, In timp ce imidazolii sunt utilizati, in
principal, pentru infectiile fungice ale mucoasei [206, 217, 243, 291].

Numeroase cercetari au indicat la prezenta dificultatilor in distributia preparatului
antimicrobian in organism (locul infectiei fungice), respectiv absorbtia in tractul gastrointestinal
(pentru formularile orale), distributia anatomica, metabolizarea (biotransformarea) si eliminarea.

Astfel, s-a constatat ca amfotericina B si echinocandinele au o absorbtie gastrointestinala
minima si sunt disponibile exclusiv in formule parenterale. In schimb, azolii pot fi absorbiti prin
mucoasa gastrointestinald, desi amploarea variazd in functie de antifungic: fluconazolul si
isavuconazolul sunt absorbite usor cu o biodisponibilitate ridicatid, in timp ce absorbtia
posaconazolului este limitata. Formula noud, imbunatatita a posaconazolului, evitad aceasta limitare
prin eliberarea intarziata a compusului, rezultdnd o biodisponibilitate mai mare cu niveluri mai

previzibile ale preparatului [27, 86, 187, 206, 225].
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O particularitate importantd, ce trebuie luata in considerare, este metabolismul preparatelor
antifungice (ex., rata metabolismului determind durata si intensitatea actiunii farmacologice a
preparatului). Metabolizarea preparatelor antifungice afecteaza si evolutia multirezistentei
fungilor (substraturi sau inhibitori de enzime implicate in metabolismul xenobiotic), fiind o cauza
frecventa a interactiunilor nefaste ale preparatelor antifungice. Polimorfismele sunt frecvente in
enzima CYP2C19 care metabolizeazd voriconazolul. Metabolismul variabil duce la niveluri
imprevizibile ale preparatului ceea ce poate expune pacientii la risc de toxicitate si la esec
terapeutic [5, 13, 14, 19].

Distributia preparatelor antifungice variaza anatomic, de exemplu, patrunderea limitata a
echinocandinelor in lichidul cefalorahidian, in ochi si in urina, si trebuie luata in considerare la
prescrierea acestor preparate [5, 13, 14].

In prezent este cruciala dezvoltarea de preparate antifingice care depasesc sau influenteaza
mecanismele de rezistenta ale fungilor [25, 30, 32, 144].

Studiile publicate 1n ultimii ani descriu principalele criterii de clasificare ale antifungicelor
folosite in medicina: structura chimica, spectrul antifungic, mecanismul de actiune, calea de
administrare sau locul de actiune.

In functie de mecanismul de actiune, toate medicamentele antifungice se divid in:

1. Preparate ce modifica structura, permeabilitatea membranei fungice prin fixarea
selectiva de ergosterol. Din acest grup fac parte polienele (ex., nistatina, amfotericina B) care
reprezintd antifungice ce au in structura un hapten amfoter, constituit dintr-un inel lactonic de
dimensiuni mari, lant de hidrocarburi lipofilice, lant polihidroxil hidrofil. Structura acestor

preparate este redata pe Figura 1.3.

HO OH

Fig. 1.3. Formulele structurale ale polienelor: a) amfotericina B; b) nistatina
Savantii au demonstrat ca actiunea polienelor Se caracterizeaza prin atasarea la nivelul

membranei celulei fungice si schimbarea structurii si permeabilitatii acesteia prin fixarea selectiva
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de ergosterol. Complexul polien-ergosterol formeaza pori in peretele si membrana celulei fungice,
determinand efluxul ionilor de potasiu si al altor componente celulare si, ca rezultat, liza si moartea
celulara [79, 80].

Amfotericina B este frecvent utilizata in terapia candidozelor invazive, iar amfotericina B
suplimentata cu dezoxicolat de sodiu (Figura 1.3) este destinata administrarii parenterale. Unul din
punctele slabe si dezavantajul acestei formule farmaceutice este toxicitatea ridicatd. Mai tarziu au
fost dezvoltate noi formule mai putin toxice, bazate pe combinatii cu lipide carier: complex lipidic
cu amfotericinda B, complex lipidic cu amfotericina; dispersie coloidald si amfotericind B
liposomala [52, 67, 70, 77].

Cercetatorii descriu si un alt mod de actiune al amfotericinei B si a derivatilor acesteia ce
implicd un sistem de reactii oxidative proprii asa ca interactiunile specifice cu lipoproteinele, ceea
ce determind formarea de radicali liberi si cresterea permeabilitdtii membranei celulare.

Nistatina, preparatul antifungic cu structura chimica similara amfotericinei B (Figura 1.3),
prezintd un spectru larg de activitate antifungicd asupra Candida spp., C. neoformans si
Aspergillus spp. Intrucat prezinta o toxicitate inaltd asupra organismului uman, a aparut necesitatea
elabordrii unui nou preparat ce are la baza nistatina incorporata intr-un liposom format din
dimiristol fosfatidilcolina si dimiristol fosfatidilglicerol numit nistatina liposomala [28, 181].

2. Inhibitori ai sintezei ergosterolului sunt reprezentati de compusii antifungici azolici (de
ex., clotrimazol, ketoconazol, fluconazol, itraconazol, posaconazol, voriconazol, miconazol).
Acest grup de preparate inhiba enzima fungica lanosterol 14-alfa-demetilaza care limiteaza viteza
de biosinteza a ergosterolului (element important al membranei celulare ce asigurd integritatea si
cresterea fungilor). Inhibarea lanosterol 14-alfa-demetilazei determina depletia ergosterolului la
nivelul membranei celulare i acumularea in exces a sterolilor 14-a-metilati, ceea ce deregleaza
functia enzimatica care rezulta Cu stoparea cresterii celulare, dereglarea permeabilitatii si rigiditatii
membranei celulei fungice. Biosinteza ergosterolului este blocatd de azoli deoarece se leaga de
fier [79, 83, 168].

Compusii antifungici azolici sunt pe larg utilizati in tratamentul infectiilor fungice
superficiale, profunde si sistemice. In functie de numarul atomilor din inelul azolic, azolii au fost
divizati in imidazoli, cu doi atomi de azot si triazoli, cu trei atomi de azot. Clasa imidazolilor,
constituita din clotrimazol, ketoconazol, econazol, miconazol, oxiconazol, este utilizata frecvent
in terapia infectiilor fungice superficiale. Triazolii, fluconazolul, itraconazolul, posoconazolul,
ravuconazolul si voriconazolul sunt preparate folosite pentru terapia infectiilor fungice invazive

[24, 90, 97, 109, 206].
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3. Inhibitori ai sintezei glucanului din compozitia peretelui celular fungic. Reprezentanti
ai acestui grup sunt echinocandinele — antifungice de semisintezd (de ex., caspofungina,

micafungina si anidulafungina).
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Aceasta clasa de antifungice afecteaza intergritatea peretelui celular prin inhibarea beta-
(1,3)-D-glucanaza — enzima complexa (sintetaza) responsabild de formarea de polimeri ai
glicanului in peretele celular. Beta-(1,3)-D-glucanaza este o componenta importanta a peretelui
celulei fungice care asigurd forma, rezistenta, fiind implicata si in procesele de osmoza, de crestere
si de diviziune a celulei. Astfel, distrugerea acestei componente duce la instabilitate, la liza
osmoticd si, In final, la moartea celulei fungice Studiile au demonstrat cd echinocandinele
manifesta un spectru larg de actiune asupra diverselor specii de Candida, Aspergillus, a fungilor
dimorfici, a speciei Pneumocystis carinii s.a. [106, 107, 117, 128, 206].

4. Inhibitori ai biosintezei ergosterolului si lanosterolului. Acest grup este reprezentat de
alilamine si benzilamine (ex., terbinafina, naftifina, butenafina) care sunt antifungice ce inhiba
enzima implicata in sinteza precursorilor ergosterolului, in special squalen epoxidaza. Ca rezultat
are loc pierderea integritdtii membranei celulare prin acumularea de squalen, scaderea
concentratiei de ergosterol, dereglarea permeabilitatii celulare, fragmentarea elementelor celulare.
Toate aceste schimbari si duc la moartea celulei fungice [24, 28, 36, 136].

Savantii aduc dovezi ca acesti compusi chimici manifestd actiune fungicida si fungistatica
asupra fungilor din genurile Tricophyton si Epydermophyton, Candida si Microsporum — agenti

cauzali ai infectiilor fungice superficiale [149, 153, 156, 171].

co " S>oh L

a) b) c)
Fig. 1.6. Formulele structurale ale alilaminelor si ale benzilaminelor: a) terbinafina, b)
naftifina, c) butenafina
5. Inhibitori ai sintezei acizilor nucleici (de ex. 5-flucitozina). Se caracterizeaza ca
antimetabolit absorbit de celulele fungice prin intermediul citozin permeazei. Dupa patrunderea in
celula fungica, 5-flucitozina este convertita in 5-fluorouracil care inhiba replicarea ARN-ului si
biosinteza proteinelor [29, 172, 188]. Compusul 5-flucitozina este o pirimidina fluorurata care are

un mecanism de actiune diferit de alte antifungice [36, 209, 225, 232, 233].
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Fig. 1.7. Formula structurala a 5-flucitozinei

Studiile realizate cu acest antifungic au demonstrat ca acesta prezinta activitate asupra
speciilor din genurile Candida, Criptococcus, Aspergillus, a fungilor dimorfici. Predominant este
utilizat in asociere cu amfotericina B (eficient in meningita criptococicd) deoarece in monoterapie
fungii foarte repede dezvolta rezistenta [29, 77, 94, 245, 249].

6. Inhibitori ai fusului mitotic, determinand alterarea polimerizarii microtubulilor
citoscheletului fungic (de ex. griseofulvina). Aceste preparate au proprietatea de a inhiba ciclul
mitotic prin atagarea de microtubulii fungici polimerizati si, ca rezultat, se inhiba depolimerizarea,

determinand esecul replicarii celulelor fungice [86, 225, 233, 284].
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Fig. 1.8. Formula structurali a griseofulvinei

7. Preparate ce produc chelatii cationilor metalici polivalenti (eX. ciclopiroxul, tolnaftalul,

taloprogina).
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Fig. 1.9. Formulele structurale ale: a) ciclopiroxulului, b) tolnaftalulului, ¢) haloproginei
Mecanismul de actiune al acestor antifungice nu este completamente elucidat, dar studiile
existente prezintd ipoteze privind interferarea acestor molecule cu integritatea membranei celulei
fungice [52, 56, 64, 119, 233]
8. Alte preparate antifungice ce actioneaza asupra ergosterolului prin inhibitia reductazei

D14 si izomerazei D7-D8 (ex., amorfolina).
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Fig. 1.10. Formula structurala a amorfolinei

In functie de structura chimicd, antifungicele se impart in urmdtoarelor grupe [79, 80]:
1. Azoli (ketoconazolul, clotrimazolul, miconazolul, itraconazolul, voriconazolul s.a.);
2. Alilamine (terbinafina, butenafina);
3. Poliene (amfotericina, nistatina, hamicina);
4. Antimetaboliti (flucitozina);
5. Echinocandine (caspongina, anidulafungina, micafungina s.a);
6. Alte preparate antifungice (ciclopirox, griseofulvina, amorfolina).

Unele grupe structurale de preparate antifungice au tinta si mecanisme similare de actiune.
Astfel, polienele, azolii si alilaminele au drept tintd ergosterolul, asupra caruia actioneazd pe
diferite cdi. Prin urmare, preparatele antifungice, precum azolii si alilaminele, inhiba biosinteza
ergosterolului, in timp ce polienele se leagd de ergosterolul din componenta membranei
citoplasmatice, ceea ce duce la formarea porilor si modificarea permeabilitdtii membranare. 5-
flucitozina inhiba metabolismul pirimidinic si sinteza ADN-ului, iar echinocandinele au activitate
asupra peretelui celular, blocand sinteza de $-1,3-D glucan, ce reprezinta componentul structural
principal al peretelui celular la fungi.

In functie de modul si locul de actiune, antifungicele sunt divizate in trei grupe [29, 233]:
a) preparate cu actiune topica (locala in infectii fungice superficiale);
b) preparate cu actiune sistemica (in infectii fungice invazive);
C) preparate cu activitate mixta.

In functie de spectrul antifungic, se cunosc preparate cu [84, 117]:

= spectru larg: amfotericina B, natamicina, ketoconazol, miconazol, econazol, fluconazol,
itraconazol, terbinafina, naftitind, amarolfina, cicloprix.
= spectru ingust: griseofulvina, clotrimazol, flucitozind, haloprogin, tolnaftat.

Terapia infectiilor fungice invazive intotdeauna a fost dificild, fiind asociata cu efecte secundare
(ex., insuficienta renala, anomaliile electrolitice, reactii adverse la perfuzie), ceea ce limiteaza
frecvent posibilitatea utilizarii acesteia [29, 84]. La moment, la nivel global, o preocupare
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stringenta a industriei farmaceutice este dezvoltarea de noi molecule active pe un spectru mai
extins de agenti fungici, in special active asupra speciilor cu grad 1nalt de rezistentd, mai bine
tolerate, cu reactii adverse reduse. Autorii mai multor studii atesta ca una dintre deosebirile, care
pot fi exploatate in design-ul farmaceutic al elaborarii preparatelor antifungice, este prezenta unui

sterol specific in membrana celulard a levurilor, precum ergosterolul (la mamifere colesterolul)

[57, 114].

Tabelul 1.1 Mecanismele de actiune ale preparatelor antifungice

Clasa de | Mecanism de actiune Antifungice
antifungice
Actioneaza asupra caii de sinteza a ergosterolului | Imidazolii cu | Miconazol
prin inhibarea 14-sterol demetilazei — enzima | doi atomi de | Econazol
dependentd de citocromul P450, blocand astfel o | azot Ketoconazol
Azoli etapa in biosinteza de ergosterol din structura Clotrimazol
membranei celulare fungice —
Triazolii  cu | Itroconazol
trei atomi de | Fluconazol
azot Voriconazol
Inhibitori ai biosintezei ergosterolului Terbinafina,
Alilamine Naftifina,
Butenafina
Actioneaza prin legarea la nivelul membranei | Amfotericina B
Poliene celulare,- @tqminﬁnd mogiiﬁcare;a stru-cturii si a | Nistatina
permeabilitatii membranei fungice prin legarea
selectiva de ergosterol
Determina o sinteza incorectd a moleculelor de | Flucitozina
Antimetaboliti ADN

Echinocandine

Inhibitorii sintezei glucanului din compozitia
peretelui celular fungic

Caspofungina
Micafungina
Anidulafungina

Alte preparate
antifungice

Actioneaza la nivelul fusului mitotic, determinand
alterarea polimerizarii microtubulilor
citoscheletului fungic

Griseofulvina

Chelatii cationilor metalici polivalenti

Ciclopiroxul

Blocheaza sinteza ergosterolului prin inhibitia
reductazei D14 si izomerzei D7-D8

Amorolfina

Ca tinta specifica pentru actiunea preparatelor antifungice sunt descrise, in majoritatea

studiilor, manoproteinele si B-glucanii, elemente ale peretelui celular fungic.

1.6. Actualititi in abordarea rezistentei la preparatele antifungice

Dezvoltarea rezistentei agentilor fungici patogeni la preparatele disponibile este o
problema clinica emergenta in terapia infectiilor fungice [33, 57, 114, 123, 237].
Rezistenta fungilor la preparatele antifungice este rezultatul luptei continud pentru

dominare. Flexibilitatea, plasticitatea genomica a fungilor le-a permis supravietuirea in conditii
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extreme de mediu, inclusiv si la preparatele antifungice. Astfel, plasticitatea fenotipica adaptiva,
mutatiile in genele tinta, urmate de selectie, aneuploidia cromozomiala, reproducerea sexuata si
transferul orizontal de gene sunt fortele motrice ale dezvoltarii rezistentei antifungice [176, 182,
233].

Prescrierea, administrarea irationald, excesiva a antifungicelor, practicile deficitare de
control al infectiilor atdt In medicina umana, cat si in cea veterinard, au transformat in timp
rezistenta la antifungice intr-o amenintare grava la adresa sanatatii publice [5, 182].

In pofida masurilor intreprinse la nivel global, prevalenta infectiilor fungice cauzate de
fungii rezistenti la mai multe clase de antifungice are o tendinta de crestere, in schimb ritmul de
dezvoltare a unor clase noi de preparate antifungice a incetinit [217, 223, 224, 229, 233].

Infectiile fungice grave au nevoie de strategii terapeutice adecvate, eficiente si de succes
pentru fiecare pacient. Arsenalul antifungicelor fiind limitat, rezistenta la cateva dintre ele are
impact foarte negativ asupra managementului pacientilor cu infectie fungica [225, 245, 262, 273].

Majoritatea statelor se confruntd cu aceasta problema in procesul de management al
pacientilor cu infectii fungice, si anume cu fenomenul de majorare evidenta a ponderii agentilor
fungici multirezistenti, ceea ce presupune prelungirea perioadei de spitalizare si o ratad inalta de
mortalitate. Centrul pentru Prevenirea si Controlul Bolilor evidentiazd importanta cresterii
gradului de constientizare a acestui subiect si necesitatea studiilor ce tin de cercetarea
mecanismelor de rezistenta la antifungice care sunt mult mai putine comparativ cu mecanismele
de rezistenta la antibacteriene [287, 290].

Rezistenta la azoli a speciilor de Candida si de Aspergillus este una dintre cele mai mari
provocdri pentru succesul terapiei antifungice, urmatd de rezistenta la echinocandine si
multirezistenta in randul unor specii de Candida spp. (C. albicans, C. lusitaniae, C. tropicalis, C.
parapsilosis), in special, C. glabrata [12, 95,100, 225, 236, 291, 301, 315].

Diseminarea izolatelor de Aspergillus fumigatus rezistente la azoli, amenintarile emergente
cum ar fi Candida auris rezistenta la mai multe preparate, necesita masuri urgente [103, 104, 111,
327].

Lista agentilor patogeni fungici prioritari (eng., WHO fungal priority pathogens list - WHO
FPPL), publicata in decembrie 2022, a fost elaboratd pe baza mai multor criterii, semnificatia
fiecaruia pentru ierarhizarea acestor patogeni a variat considerabil. Astfel, ponderea cea mai mare
s-a atribuit rezistentei la antifungice (38,5%), urmata de cauza deceselor (13,9%), tratamentul
bazat pe dovezi (11,9%), accesul la diagnostic (10,4%), incidenta anuald (8,5%)

complicatii/sechele (8,4%). Prin aceasta listd se urmareste concentrarea si impulsionarea in
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continuare a cercetarilor, a interventiilor politice pentru a consolida raspunsul global la infectiile
fungice si la rezistenta antifungica.

Pe masurd ce fungii implicati in dezvoltarea candidozei orale si vaginale devin tot mai
rezistenti la tratament, cresc si riscurile de aparitie a unor forme mai invazive de infectii in randul
populatiei generale. Raportul OMS propune actiuni si strategii pentru factorii de decizie,
profesionistii din domeniul sanatatii publice si alte parti interesate, care vizeazd imbunatatirea
raspunsului general la acesti agenti patogeni fungici prioritari, inclusiv prevenirea dezvoltarii
rezistentei antifungice. Printre domeniile principale de actiune se numara: (1) consolidarea
capacitdtii de diagnostic de laborator si de supraveghere; (2) investitii durabile in cercetare,
dezvoltare si inovare; si (3) interventii de sandtate publica pentru prevenire si control [16, 78].
Mecanisme de rezistentd la preparatele antifungice

Savantii au demonstrat ca pentru a evita efectele (fungicide, fungistatice) preparatelor
antifungice, agentii patogeni evolutiv au dezvoltat diverse mecanisme de rezistenta [12, 113, 232].

Din punct de vedere clinic, rezistenta este un fenomen determinat de incapacitatea
preparatului antifungic de a inactiva celula fungica, inclusiv la doze maxime. Rezistenta clinica nu
este asociatd in permanenta cu rezistenta in vitro, manifestata prin cresterea CMI catre un anumit
antifungic. In vivo, rezistenta la un preparat antifungic poate fi caracterizata si categorisita ca
primara (intrinsecd, innascutd) sau secundard (dobanditd in urma adaptarii la preparatele
antifungice prin diferite mecanisme de rezistentd) [112, 116, 122, 145, 150, 232].

In prezent, in literatura se descriu patru mecanisme importante care determind rezistenta
la antifungice a agentilor microbieni: reducerea acumularii preparatului in interiorul celulei
fungice; eliminarea antifungicelor prin pompe de eflux; reducerea afinitatii preparatului fata de
tinta sa; modificarea metabolismului in scopul evitarii efectului preparatului antifungic [195, 232].

Unii cercetatori au descris mecanismele celulare de rezistenta la antifungice pentru levuri.
Un astfel de mecanism este substitutia tulpinilor fungice sensibile cu tulpini rezistente de alte
specii de fungi (ex., substituirea C. albicans cu C. glabrata), ce atesta o rezistentd primara la azoli.
Aceste tulpini prezintd 0 problema serioasd pentru pacientii cu sistemul imun deprimat care
necesita preparte antifungice pentru terapia infectiilor cauzate de Candida.spp. [207, 217, 232].

Un alt mecanism celular ce determina rezistenta antifungica este aparitia in cadrul
populatiei existente a unor clone de agenti microbieni cu rezistentd la antifungice ce pot fi preluate
din mediu sau dezvoltate de la microflora normala prin achizitionarea de mecanisme de rezistenta
[39, 45, 224, 227, 229, 232].

Majoritatea studiilor promoveazd un alt mecanism celular frecvent inregistrat ce vizeaza

dobdndirea rezistentei secundare la un anumit antifungic ca rezultat al perioadelor lungi de
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expunere la acest preparat. Este bine cunoscut faptul ca frecventa mutatiilor genetice in
organismul uman este mai mica decat la nivelul unei populatii de fungi aflate sub presiunea
preparatelot antifungice. Astfel, mutatia intr-o celula fungica face aceastd tulpina dominanta in
populatie, exercitand impact negativ asupra eficientei antifungicelor [225, 226, 228, 232, 246].

Rezistenta naturala (adaptarea epigenetica) se Intalneste la fungii care In mod constant sunt
supusi nivelurilor subinhibitorii ale preparatului antifungic, prea mici pentru a ucide populatia
fungica, dar care pot dezvolta o rezistenta temporara la preparatele antifungice. Acest mecanism
celular este caracterizat prin exprimare tranzitorie a unor gene care pot determina rezistenta
temporard. Este un fenomen reversibil si in absenta presiunii induse de catre antifungic, celula
fungica revine la fenotipul initial sensibil [232, 244, 249, 263].

In literaturd este descris si un mecanism de rezistentd celular ce vizeaza modificdrile
serotipului celular observat la tulpinile de C. albicans care prezinta doua serotipuri A si B, in
functie de markerii carbohidrati de la suprafata membranei [232, 283, 284, 287, 291].

Mecanismele moleculare ce determina rezistenta la antifungice sunt extrem de diverse si
specifice fiecarui preparat antifungic. Astfel, un mecanism molecular important de dezvoltare a
rezistenta la antifungice a fungilor miceliali este procesul mutagen sau superexpresia enzimelor
implicate in biosinteza ergosterolului: enzima lanosterol 14a-demetilaza citocrom P450-
dependenta (cunoscuta ca Ergll la levuri si ca Cyp51A) [232, 290, 293].

In urma cercetarilor au fost evidentiate si alte mecanisme prin care o tulpini devine
rezistentd la azoli, si anume scdderea afinitatii enzimei 14-a-sterol dimetilaza citocrom P-450
dependenta pentru azoli. Acest fenomen are la baza mutatiile punctiforme care inhiba legarea
preparatelor antifungice, precum azolii, la nivelul enzimei [46, 232, 295].

Un mecanism molecular responsabil de rezistentd antifungica este si supraexprimarea
enzimei 14-sterol dimetilaza citocrom P-450. Acest fenomen este posibil ca urmare a cresterii
numadrului de copii ale enzimei-tinta. Unii cercetdtori au demonstrat ca cresterea de 20 de ori a
nivelului acestei enzime cauzeaza o crestere de cinci ori a valorii CMI la fluconazol. A fost
la amfotericina B, cat si la azoli [14, 46, 314, 315].

Reducerea concentratiei intracelulare a preparatului antifungic este un alt mecansim
molecular manifestat prin diminuarea nivelului de acumulare a azolilor in celula fungica prin
accelerarea efluxului acestuia. Patrunderea azolilor in celula este un mecanism pasiv, prin urmare

alterarile peretelui celular, prin modificarea glicozilarii proteinelor de suprafata, au ca rezultat
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Modificari ale fazei lipidice si de asimetrie la nivelul membranei celulare este un
mecanism molecular responsabil de rezistenta la antifungice ce are la baza modificarea fluiditatii,
asimetriei membranei, transportului moleculelor prin membrane in urma interactiunii dintre
fosfolipide si steroli [83, 89, 98, 232].

1.7. Strategii inovative in design-ul preparatelor antifungice

Design-ul unor noi antifungice se bazeaza pe mai multe premise, pornind de la ideea ca
fungii prezinta un regn foarte important al lumii vii, iar numarul total de specii este estimat de a fi
la un nivel de aproximativ 3,8 milioane. Dintre acestea doar aproximativ 300 sunt specii patogene
pentru oameni si animale [182, 225]. Emergenta fenomenului de rezistenta la antifungice este o
amenintare globala penru sanatatea publica atat din tarile cu venituri mici, cat si in cele bogate.

Agentii fungici patogeni multirezistenti circuld frecvent in institutiile medicale, iar
eradicarea lor in multe cazuri este dificila si costisitoare [159, 182, 206, 313] in specia pentru
speciile din genul Candida. Astfel, 90% din izolatele de Candida auris dezvolta rezistenta la
preparatele antifungice de prima linie. Sunt rezistente la antifungice si speciile Candida albicans,
Candida krusei si Candida glabrata. Si alti agenti fungici clinic relevanti au dezvoltat rezistenta
multipla la agentii antifungici, de exemplu, Aspergillus fumigatus [136, 168, 193, 233, 268].

Rezistenta in crestere la preparatele din grupul azolilor si echinocandinelor, precum si
toxicitatea ridicata a polienelor este o provocare care pune la ordinea zilei cautarea de terapii
principial noi si de preparate antifungice cu alte mecanisme de actiune, decat cele generale
cunoscute. Prin urmare, diminuarea numarului de medicamente antifungice eficiente clinic a
stimulat interesul pentru dezvoltarea de noi clase de compusi chimici cu proprietati antifungice, in
special, a celor active fata de fungii care pot provoca imbolnaviri severe atat la oamenii cu
imunitate compromisa, cat si la cei sanatosi [13, 73, 87, 232].

Strategiile farmaceutice inovative conventionale presupun combinarea limitarilor legate de
tratamentul si de statul clinic al pacientului, si anume lipsa specificitatii sau selectivitatii agentului
antifungic ales, administrarea inadecvatd a terapiei recomandate si dezvoltarea efectelor
farmacologice secundare. In incercarea solutionirii acestor provociri, comunitatea academici la
nivel mondial si national au realizat studii si intreprins un sir de actiuni si masuri focusate pe
sinteza de compusi chimici inclusiv din grupul carbazonelor (ex., tiosemicarbazone si
aminoguanizone), biologici, produse nanotehnologice pentru elaborarea si implementarea de noi
formule active, cu eficacitate terapeutica sporita [30, 93, 99, 110, 137, 312].

Mai multi ani la rand se lucreaza in directia elaborarii agentilor antifungici care contin
metale coordonate cu diferiti liganzi, inclusiv baze Schiff, amine, tiosemicarbazone, bis

thiosemicarbazon si complecsii lor metalici [127, 136, 133, 138]. Tiosemicarbazonele sunt un grup
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de compusi cu proprietdti medicinale si farmacologice cunoscute, recunoscute pentru activitate
antifungicd, antitumorald, antivirald, antimicrobiand si  antiparazitara.  Scheletul
tiosemicarbazonelor consta din trei ioni de azot, dintre care doi hidrazinici si unul amino,
tiocarbonilul S si gruparile substituente variabile R1, R2 si R3. Ca ligand, tiosemizarbazonele se
pot coordona ca chelate NS neutre, bidentate sau mai frecvent ca chelate NS bidentate anionice la
deprotonarea azotului azometinic. Motivul ligandului tiosemicarbazonic poate fi modificat pentru
ainclude un donator suplimentar de heteroatomi care isi extinde denticitatea de la doi la trei, adesea
ca chelati N2S sau ONS. Bistiosemicarbazonele rezulta fie din coordonarea ionilor metalici a doi
chelati NS bidentati individuali, fie din coordonarea unui singur chelat tetradentat N2Sp.
Complexele metalice rezultate se caracterizeaza prin proprietati medicinale si farmacologice
valoroase [125, 132, 133].

Studiile care abordeazd in mod specific mecanismele de actiune antifungica a
tiosemicarbazonelor arata ca cele mai frecvent intalnite situsuri de actiune a acestor compusi sunt:
inhibarea sintezei ergosterolului, interactiunea fizico-chimicd cu sterolii membranei celulei
fungice, dereglarea permeabilitatii si fluiditatii, rigiditatii exostructurii si a formei celulelor cu
inhibarea sintezei macromoleculare, cum ar fi biogeneza componentelor membranei
citoplasmatice [6, 127, 152, 232].

Recent, un grup de cercetatori a realizat o analiza a publicatiilor cu referire la activitatea
antifungica a peste 700 de compusi tiosemicarbazonici, inclusiv a complexelor lor metalice cu
cuprul, nichelul, zincul, mercurul, cadmiul, paladiul, platina s.a. S-a observat cd complexele
metalice depasesc foarte des liganzii fard metal in ceea ce tine de activitatea fungistatica a
compusilor. Aceastd proprietate a fost atribuita dispersiei de sarcind la chelare, care creste
lipofilitatea complecsilor, favorizand patrunderea lor prin invelisurile celulare fungice. Nu doar
prezenta metalului, dar si natura lui determind nivelul de activitate antifungica a complexelor
tiosemicarbazonice [26, 124, 132, 137].

Cel mai frecvent studiate sunt complexele tiosemicarbazonice de cupru (II) si de zinc (IT),
in primul rand pentru ca acestea sunt cele mai active. Aceasta afirmatie nu este generald, fiind
intalniti si compusi cu aceste metale lipsiti de activitate antifungica sau cu activitate antifungica
joasa. Activitatea compusilor cu cupru determinata, cel mai probabil, de activitatea lor redox cu
potentiale de reducere accesibile din punct de vedere biologic. Complecsii de zinc cu
tiosemicarbazonele nu au activitate redox centrata pe metal, ceea ce sugereaza existenta altor
mecanisme implicate [125, 132, 133, 135].

Conform rezultatelor publicate, mai multe tiosemicarbazone si complexele lor metalice pot

fi considerate potentiali agenti antifungici. Astfel, de Araujo Neto si colaboratorii au realizat
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sinteza a 12 derivati ai 2-(5-nitro-tiofen)-tiosemicarbazonei N-substituite (L1-12). Compusii au
prezentat o activitate antifungica destul de buna, in special impotriva Cryptococcus neoformans la
0 valoare a CMI de 0,06 pg/mL, asociata cu o citotoxicitate moderata. Compusii sintetizati nu au
capacitatea de a se lega de ergosterolul din membrana fungilor si nu actioneaza prin inhibarea
sintezei peretelui celulelor fungice [268].

O serie de noi derivati 2,3-dihidro-4H-1-benzoselenin-4-ona ai (tio)semicarbazonei au fost
proiectati si sintetizati prin utilizarea abordarii hibridizarii moleculare. Activitatea lor antifungica
a fost evaluata in vitro impotriva a cinci tulpini patogene de fungi levuriformi. In comparatie cu
precursorii de sintezd, moleculele hibride din acest studiu au aratat o imbunatatire semnificativa a
activitatilor antifungice, valorile CMI fiind intre 0,25 si 8,00 pg/mL fata de Candida albicans,
Cryptococcus neoformans [125, 126, 133, 137, 186, 218, 324].

Tiosemicarbazonele 3-acetilcumarine substituite, avand un fragment d-glucoza, sintetizate
de cercetatori, au manifestat activitate antifungica fatda de Candida albicans si fata de
Sacharomyces cereviseae cu valoarea CMI de 0,78 uM [135, 137, 182, 318]. La testarea derivatilor
de tiosemicarbazone chelati cu fierul in calitate de compusi antifungici de catre Duan si
colaboratori s-a constatat ca acesti compusi exercita activitate antifungica cu spectru larg cu o
potentd comparabild sau superioara celei a fluconazolului. Rezultatele obtinute arata ca acesti
compusi inhiba respiratia mitocondriald, in principal, prin intarzierea activitdtii complexului I al
lantului respirator mitocondrial prin chelarea fierului si reducea in continuare a potentialul
membranei mitocondriale si sinteza de ATP la 13 tulpini de Candida albicans. Activitatea acestor
compusi se manifestd la valori ale CMI de 0,125 pg/ml [127, 182, 268].

Mai multi derivati tiosemicarbazonici cu Zn (II) au fost testati pentru a stabili activitatea
antifungica a liganzilor liberi si a compusilor sintetizati impotriva Candida albicans (ATCC
90028), Candida tropicalis (ATCC 13803) si Candida glabrata (ATCC 2001). Dintre compusii
cu metal au fost identificati reprezentanti pentru care valorile obtinute ale CMI sunt de la 3,18
pana 25,95 uM, ceea ce este un rezultat promitator, compusii fiind foarte activi impotriva tulpinilor
evaluate [157, 182, 228].

Trebuie mentionata si sinteza unui nou ligand cu proprietati de chelare multi-dentata tert-
butil-calixarene functionalizate la 1, 3 pozitii ale marginii inferioare cu doua fragmente terminale
de 2-hidroxibenzeleden-tiosemicarbazoni. Au fost obtinuti si derivatii lor cu metalele (Co?*, Ni?",
Cu?" si Zn?") si evaluati activitatea biologicd, inclusiv cea antifungici. Activitate semnificativa
fata de Candida albicans a manifestat atat ligandul (CMI = 31,25 pg/mL si CMF = 125 pg/mL),
cat si derivatul siu cu Co?* (CMF = 62,5 pg/mL) [4, 66, 127, 129, 228].
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Prin reactia 4-(naftalen-1-il)tiosemicarbazidei cu aldehidele aromatice fluorosubstituite au
fost obtinuti mai multi derivati noi ai tiosemicarbazonelor. Dintre speciile patogene testate,
Candida zeylanoides a fost cea mai sensibila levura la compusii testati. Toti compusii au prezentat
0 activitate antifungica remarcabila impotriva C. zeylanoides cu o valoare a CMI de 250 pg/mL
egald cu cea a ketoconazolului. Rezultatele investigarilor microbiologice au aratat ca efectele
antifungice ale compusilor asupra C. zeylanoides nu depind de substituenti, fiind mai degraba
determinate de ligand. Cativa compusi din acest grup au prezentat activitate antifungicad inalta
impotriva Candida glabrata cu o valoare a CMI de 125 pg/mL comparativ cu cea a
ketoconazolului, care este de 62,50 ug/mL, efectul fiind determinat de pozitia substituentului fluor
pe inelul benzenic. Exemplele prezentate demonstreaza clar, ca compusii chimici cu segment
tiosemicarbazonic in structura lor poseda activitate antifungica foarte pronuntata in raport cu fungii
levuriformi patogeni. In acelasi timp, intensitatea efectului este determinati de foarte multi factori,
cum ar fi particularitatile biologice ale patogenului, apartenenta lui sistematica, structura
compusului, tipul de substituienti introdusi in moleculd, prezenta metalelor coordonate in aceste
structuri, tipul metalului, concentratia compusului s.a. [125, 129, 182].

Pentru evidentierea compusilor chimici noi cu efecte antifungice fata de speciile de interes
este necesar in continuare de a efectua screening-uri masive, iar pentru compusii evidentiati ca
potentiali agenti antifungici sunt necesare cercetari in vederea identificarii tintelor si mecanismelor
de actiune [37, 55, 63, 75, 132].

La combinarea glabridinei si fluconazolului, ambele in concentratii subterapeutice, a fost
inregistrat un efect sinergic puternic impotriva C. albicans si C. tropicalis rezistente la
medicamente. A fost observat si efectul antifungic sinergic al licofelonei, care este un inhibitor
dublu microzomal al prostaglandinei E2 sintetaza/lipoxigenaza in combinatie cu fluconazolul
impotriva tulpinilor rezistente de C. albicans. Licofelona (16 pg/mL) poate functiona sinergic cu
fluconazoluul (1 pg/mL) impotriva C. albicans rezistentd la fluconazol. Combinatia de doua
medicamente a inhibat formarea biofilmului de C. albicans timp de 12 ore si a redus expresia
genelor fosfolipazei extracelulare si a genelor specifice biofilmului genelor legate [52, 72, 292].

Combinatia de doud preparate a inhibat tranzitia de la forma de crestere levuriforma la
forma de crestere hifala si a scazut activitatea aspartil proteinazei secretate, fara a afecta activitatea
pompelor de eflux. Interactiunea uleiurilor eterice de menta cu azolii asigurd o activitate fungicida
impotriva candidelor si o activitate fungistatica impotriva dermatofitilor. Studiile de interactiune
cu azolii au indicat, in principal, profiluri sinergice intre itraconazol si uleiurile de menta fata de
Candida spp., Cryptococcus neoformans si Trichophyton mentagrophytes. Resveratrolul poate

reduce doza de ketoconazol si itraconazol la 1/64 din doza terapeutica a acestor antifungice
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conventionale. Activitatea antifungica sinergicd a resveratrolului combinat cu azoli a fost
verificata asupra unui grup de izolate clinice de C. albicans, iar strategia de combinare a
imbunatatit susceptibilitatea la azoli a trei izolate rezistente la fluconazol [21, 70, 111, 206, 322].

Strategia combindrii compusilor cu efect antifungic de natura biologica si chimica, care
actioneaza n baza diferitor mecanisme, este o metodologie buna pentru a identifica combinatii
sinergice, capabile sd asigure efecte terapeutice pronuntate in lipsa toxicitatii fata de celulele care
nu sunt tinta terapiei [114, 117, 148, 179].

Dezvoltarea continua a preparatelor antifungice ofera optiuni de supravetuire a pacientilor
cu infectii fungice, in special invazive, prevalenta carora a crescut semnificativ in ultimii ani [119,
150, 182, 225].

Agentii antifungici utilizati apartin la sapte clase de medicamente: poliene, azoli, alilamine,
candine, morfoline, tiocarbamati si analogi de pirimidina. Toti acesti agenti vizeaza cresterea
celulard si mecanismul lor de actiune constd in inhibarea biosintezei ergosterolului; inhibarea
sintezei ADN-ului sau ARN-ului; inhibarea sintezei glucanului, chitinei sau mananului [150].
Dezvoltarea de preparate antifungice tintite pe factorii de patogenitate ai fungilor are avantaje fata
de alte strategii, deoarece mareste numarul de tinte potentiale care pot fi implicate in descoperirea
noilor substante antifungice; permite mentinerea microflorei gazdei naturale, care este de cea mai
mare importanta, in special in infectiile cu C. albicans; exercita un nivel scazut de presiune
selectiva si, prin urmare, minimizeaza dezvoltarea rezistentei la antifungice [35, 232, 119, 182].

Majoritatea speciilor din genul Candida pot secreta o serie de exoenzime, de exemplu
fosfolipaza, esteraza, hemolizina, proteinazaa s.a., necesare pentru a coloniza si ataca organele-
gazda. A fost demonstrat ca marea majoritate a tulpinilor clinice de C. albicans produc hemolizine,
fosfolipaza si proteinaza. Alti reprezentanti ai genului Candida de asemenea produc fosfolipaza si
proteinaza [154, 222].

Deosebire exista intre specia Candida albicans si Candida non-albicans in ceea ce tine
producerea de hemolizina, sintetizata de peste 80% din tulpinile studiate. Cu toate deosebirile
observate, evidentierea ori elaborarea de compusi noi si combinatii ale lor, care au drept tinta de
actiune factorii de patogenitate ai fungilor, raimane una dintre cele mai de perspectiva cai pentru a
obtine preparate antifungice principial noi. Cele mai recente studii elucideaza actiunea anumitor
compusi chimici si naturali asupra factorilor de patogenitate la C. albicans si alte specii de
Candida. Majoritatea studiilor atesta ca potentialele tinte pentru terapia antifungica sunt mananele,
chitina, a- si B-glucanii si enzimele cdilor de biosinteza a ergosterolului [27, 52, 189, 191, 221].

La mijlocul anilor 80 ai secolului trecut a demarat o noua directie de cercetare — dezvoltarea

de noi bionanotehnologii care sa sugereze abordari inovationale in vederea imbunatatirii
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1.

formulelor farmaceutice existente si solutii cost-eficiente. Savantii din Intreaga lume afirma ca
introducerea nanotehnologiei in diferite ramuri ale medicinei va permite solutionarea unui sir de
probleme, inclusiv a moleculelor antifungice eficiente [239, 266, 304].

In ultimele decenii au fost realizate o multitudine de studii interdisciplinare in diverse
domenii (biologie, chimie, biofizica, farmacologie) prin intermediul carora s-a efectuat
conlucrarea cu domeniul nano in scopul obtinerii de noi nanosisteme cu potentiale efecte
atractive pentru producerea preparatelor destinate terapiei antiinfectioase datoritd urmatoarelor
proprietati: biocompatibilitate intrinsecd, efecte toxice minime asupra celulelor sdndtoase,
activitatea biocida sau biostatica impotriva celulelor patogene si modul de manifestare unic datorat
nanodimensionalitatii [239, 304].

Nanosistemele constituie o alegere de perspectivd pentru crearea de noi molecule cu
eficacitate antifungica pe motivul biocompatibilitatii intrinseci, efectelor toxice reduse asupra
celulelor care nu sunt tinta terapiei, activitate antifungica eficienta s.a. [5, 31, 266].

Nanoparticulele de argint in calitate de antifungicee pot fi utilizat separat sau in combinatie
cu alte medicamentele cu efect terapeutic antifungic promitator. Interactiunea nanoparticulelor de
argint cu sistemele biologice se produce in trei zone, precum cea a reactiilor oxidative, a sistemului
inflamator si de transport a unor substante catre tesutul tinta [36, 60, 266].

In pofida eforturilor considerabile la nivel global in directia dezvoltirii de noi molecule
antifungice, se atestd o insuficienta stringenta a acestora pe piata farmaceutici. In scopul limitarii
urmarilor asociate rezistentei la antifungice si a lupta cu astfel de agenti microbieni, cercetarea la
nivel mondial se axeaza pe bidirectionalitatea relatiei dintre fungii patogeni si organismele-gazda.
In acest sens este evidentd necesitatea cercetdrilor in vederea dezvoltirii unor noi molecule,
formulari antimicrobiene optimizate, terapii alternative noi bazate pe cercetarea mecanismelor de
rezistenta la antifungice.

1.8. Concluzii la capitolul 1

In rezultatul analizei de sintezi a referintelor bibliografice din literatura de specialitate
accesibila putem puncta urmatoarele concluzii:

Fungii patogeni, prin cauzarea a peste un miliard de infectii umane si mai mult de un milion de
decese anual, reprezinta o povara globala enorma.
Infectiile fungice invazive sunt emergente si au o incidenta inaltd, sporind morbiditatea si

mortalitatea prin aceste infectii in randul persoanelor imunocompromise.
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10.

Virulenta fungilor este determinata de o gama variata de factori de patogenitate care favorizeaza
patrunderea lor in organismul uman, evitarea mecanismelor de aparare ale acestuia si raspandirea
in tesuturile, in organele si in sistemele de organe ale acestuia.

Identificarea rapida si corecta a agentilor fungici, cu elucidarea mecanismelor de rezistenta a
acestora, are o importanta clinicd majora in stabilirea unui diagnostic promt si instituirea unei
terapii empirice.

Fortificarea capacitatilor laboratoarelor de diagnosticare a fungilor patogeni va influenta pozitiv
managementul infectilor fungice invazive.

Utilizarea excesiva si necontrolata a antifungicelor la tratarea infectiilor fungice la oameni si la
animale accelereaza dezvoltarea rezistentei la aceste preparate care este 0 amenintare tot mai
mare pentru sanatate la nivel global.

Raportarea catre laboratoare a datelor despre agentii fungici prioritari si de interes pentru
sanatatea publica trebuie armonizate la rigorile europene si adaptate la necesitatile sistemelor
nationale de supraveghere a maladiilor transmisibile.

Prevenirea si reducerea incidentei infectilor fungice la nivel national si global poate fi realizata
si prin diminuarea incidentei afectiunilor ce necesita transplant, chimioterapie, antibioterapie,
terapie hormonala si a imunosupresiei.

Nanoparticulele de argint se regasesc in topul celor mai explorate nanomateriale ce servesc ca
baza in dezvoltarea de biomateriale avansate si de cdispozitive eficiente pentru domeniul
medical.

Industria farmaceutica este in cautarea de noi molecule active asupra unui spectru larg de agenti
fungici, in special asupra speciilor cu un grad inalt de rezistentd, mai bine tolerate de organismul

uman, cu mai putine reactii adverse.
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2. MATERIALE SI METODE APLICATE iN CERCETARE

2.1. Caracteristica generala si etapizarea cercetarii

Cercetarea a fost realizata in perioada 2014-2021, in cadrul Disciplinei de microbiologie si
imunologie, in Laboratorul microbiologic al Agentiei Nationale pentru Sanatate Publica, in
Laboratorul de biochimie al Universitatii de Stat de Medicina si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu”,
in Laboratorul de Chimioterapie Antimicrobiand, Universitatea de Stiinte Agricole si Medicina
Veterinara ,,lon lonescu de la Brad” si 1n Institutul de Chimie Macromoleculara ,,Petru Poni”, lasi.

Metodologia cercetarii a fost aprobatd de citre Comitetul de Eticad a Cercetarii USMF
,Nicolae Testemitanu”, avizul nr. 67 din 12 mai 2017.

Cercetarea a fost realizatd sub indrumarea si ghidarea consultantilor stiintifici: Rudic
Valeriu, dr. hab. st. biol., prof. univ., acad., Om Emerit al Republicii Moldova (specialitatea 313.02
Microbiologie, virusologie medicald) si Gulea Aurelian, dr. hab. st. chim., prof. univ., acad, Om
Emerit al Republicii Moldova (specialitatea 141.01. Chimie anorganica; 141.02. Chimie
coordinativa).

Proiectarea cercetarii a fost efectuatd in baza directiilor trasate de obiectivele prevazute
pentru realizarea scopului prestabilit. In vederea cercetirii produselor inovationale cu actiune
antifungica asupra unor agenti cauzali ai micozelor umane s-a planificat un studiu analitic, care
prevede cateva etape, ce difera prin metodologia aplicata si profunzimea investigatiilor, fiecare, in
functie de obiectiv, a determinat rationamentul de studiu prevazut spre realizare. Astfel, au fost
obtinute dovezi, ce au stat la baza atingerii scopului cercetarii realizate pe etape, conform designlui
redat in Figura 2.1.

Etapa |-a. Stadiul actual al cunoasterii problemei cercetate in lucrare. La aceasta etapa
fiecare aspect al prezentei cercetari a fost supus cunoasterii prin analiza studiilor efectuate de alti
cercetdtori atat din tara, cat si de peste hotare. A fost realizata sinteza literaturii de specialitate din
domeniul ce vizeaza cercetarea prin prezentarea critica a rezultatelor studiilor stiintifice si
expunerea principalelor puncte de vedere ale lucrarilor consacrate domeniul abordat. Totodata, a
fost stabilit scopul si obiectivele studiului, precizat volumul esantionului de studiu si elaborat
planul general de cercetare. A fost formulata ipoteza de cercetare, stabilite modalitétile si metodele
de investigare, si de colectare a datelor.

Etapa a Il-a. Evaluarea diversitditii speciilor de fungi implicate in etiologia micozelor
umane. S-a initiat acumularea materialului de cercetare, identificarea speciilor si a profilului de
rezistenta la antifungice, Stabilirea diversitatii agentilor fungici implicati in dezvoltarea patologiei

infectioase. A fost cercetatd exprimarea factorilor de patogenitate ai izolatele clinice de fungi,
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analizate datele privind sensibilitatea la preparatele antifungice si stabilite patternurile de

rezistenta.
* Argumentarea prin fundamentarea teoretici a lucririi
Sinteza lteraturil Stabilirea scopului Precizarea volumul Elaborarea planului Stabilirea modalitigilor st
| de specialitate din sh oblectivelor eyantionului de general sia ipotezei DA 3¢ Mrvetigare
tani domeniu studiulul studin de cercetare #de clectare 2 daleler
etapii

* Colectarea datelor )
Evalmrea diversitifii Analiza setivititii Evaluarea actinni dnergice Obinerea Determinarea
i speciilor de fungi antifangice 3 a efectulul antifungic a nanoparticulelor de efectulul
implicatis in etiologta compujiler ¢himie compigilor testafi asupra Ag s evaluarea imunomodulater al
¥ micozelor umane 5 biologic wol Tungilor selectati activitafii antifungice compusllor testafi
etapa J
* Prelucrarea statistica a rezultatelor obtinute
MS-Excel SPSS Statistics Version 27 '
"l 2019 (testului Shapiro-Wilk, testul Friednian, corectia
o tap:?l Benjanini Hochberg) _)
~
X * Evaluarea rezultatelor obtinute in functie de obiectivele si ipotezele propuse
etapa y/

* Fundamentarea stiintifica a activititii antifungice, antioxidante si
imunomodulatoare a unor medicamente policomponente noi asupra

v . o P
fungilor levuriformi

etapi

Fig. 2.1. Designul cercetarii

Etapa a l11-a. Analiza activitatii antifungice a compugsilor chimici si biologici noi. Initial
a fost cercetata activitatea antifungica a compusilor noi asupra tulpinilor de referinta si a izolatelor
clinice de fungi levuriformi calitativ, prin metoda difuzimetrica, si cantitativ, prin cea a dilutiilor
succesive in medii lichide. A fost determinatd concentratia minima inhibitorie i minima fungicida
a acestor compusi. Ulterior, in conformitate cu rezultatele obtinute, au fost selectati compusii care
au prezentat activitate antifungica in concentratii mici. A fost studiata si actiunea sinergica a
compusilor chimici si biologici noi, influenta acestora asupra factorilor de patogenitate ai fungilor.
A fost investigata actiunea citotoxicd a compusilor noi fata de Daphnia magna.

Etapa IV-a. Evaluarea actiunii sinergice a efectului antifungic al compugilor testati
asupra fungilor selectati pentru cercetare. Pentru inceput s-a evaluat actiunea sinergica a
compusilor chimici si biologici asupra tulpinilor de referintd, identificand combinatiile de compusi
care au potentiat efectul antifungic. Ulterior a fost determinat timpul de omorare a fungilor sub
actiunea compusilor separat si in combinatie. Au urmat experimentele privind determinarea

activitatii compusilor noi asupra expresiei unor factori de patogenitate (fosfolipazei, proteinazei si
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hemolizinei) si de persistentd a fungilor (actiunea anticomplementard, antilizozim). A fost
determinata influenta compusilor noi asupra capacitatii de aderenta a fungilor la substratul inert si
actiunea antibiofilm a acestora.

Etapa V-a. Obtinerea nanoparticulelor de Ag si evaluarea activititii antifungice. La
aceastd etapd au fost realizate cercetdri asupra sintezei nanoparticulelor de Ag de diferite
dimensiuni si concentratii stabilizate cu diversi derivati naturali. Ulterior, s-a efectuat screening-
comparativ cu cele stabilizate cu derivati celulozici. Apoi a fost testatd cantitativ activitatea
antifungicd in vederea determindrii concentratiei minime inhibitorii $i a concentratiei minime
fungicide pe tulpini de referinti si pe izolate clinice. In final, au fost determinate modificarile
viabilitati, a caracterelor morfologice ale celulelor fungice sub actiunea nanocompozitelor.

Etapa VI-a. Determinarea efectului imunomodulator al compugilor testati. Au fost
efectuate cercetari de determinare a efectului imunomodulator al compusilor chimici si biologici
separat i in combinatie. S-a studiat influenta acestora asupra unor indicatori biochimici si a nivelul
uiseric al unor citokine pro- (IL-1pB, IL-6, TNF-a) si antiinflamatoare (IL-10).

Etapa VIl-a. Evaluarea statistici a rezultatelor obtinute, formularea concluziilor
generale §i argumentarea stiintificd a recomandarilor si strategiilor de interventie.

Rezultatele obtinute au fost prelucrate statistic si evaluate in functie de obiectivele, si
ipotezele propuse in cadrul acestei cercetdri cu formularea de concluzii generale care reflecta
rezultatele obtinute si exprima valoarea aplicativa a lucrarii in recomandarile expuse.

Calcularea esantionului s-a efectuat dupa formula 1.

Tabelul 2.1. Numairul de tulpini de fiecare specie pentru valori medii

D Numarul pentru fiecare grup
0.2 527
0.3 235
0.4 133
0.5 86
Z,=5% 0.6 60
0.7 44
Zp=90% 0.8 34
D = (M1~ M,):DS 0.9 27
1.0 23
1.2 16
1.4 12
1.6 10
1.8 8
2.0 7
2.5 5
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Inlocuind datele, obtinem numarul total de tulpini clinice pentru testare — 602.

Volumul esantionului va fi constituit din tulpinile de Candida albicans, Candida tropicalis,
Candida glabrata, Candida parapsilosis, Candida krusei, Candida kefyr si Candida dublinensis
izolate de la pacientii cu infectii micotice.

2.2. Obiectele de studiu

Tulpinile tip provin din colectii internationale American Type Culture Collection (ATCC):
Candida albicans ATCC 90028, Candida parapsilosis ATCC 22019, Candida krusei ATCC 6258,
Candida albicans ATCC 10231, Candida albicans ATCC 14053, Candida lusitaniae ATCC
34449, Candida glabrata ATCC 2001, Cryptococcus neoformans ATCC 13690, Saccharomyces
cerevisiae ATCC 4098, Meyerozyma guilliermondii ATCC 626.

Tulpinile de fungii izolate din hemoculturi, de la pacientii cu infectii invazive, apartin la
19 specii din cinci genuri: Candida cu 15 specii reprezentate de 94 de tulpini. Majoritatea izolatelor
din hemoculturi au fost oferite pentru testare de Universitatea de Stiinte Agricole si Medicina
Veterinara ,,Jon Ionescu de la Brad”. n studiu au fost incluse si izolate clinice din: urind, secretii
vaginale, aspirat bronsic, secretii otice, tub endotraheal, secretii oftalmice s.a. colectate in cadrul
sistemului de supraveghere a rezistentei la antimicrobiene.

Compusii coordinativi. In calitate de compusi chimici cu potentiale efecte antifungice au
fost testati compusii coordinativi ai tiosemicarbazonelor sintetizati in Laboratorul de cercetari
stiintifice ,, Materiale Avansate in Biofarmaceutica si Tehnica” al Universitatii de Stat din
Moldova de citre un grup de autori ghidat de academicianul Aurelian Gulea. In calitate de
precursori de sinteza ai compusilor chimici au fost utilizati reactivi de puritate inaltd ,,Sigma-
Aldrich”. In total au fost testati 980 de compusi coordinativi ai clorurilor, bromurilor, nitratilor,
percloratilor, sulfatilor si acetatilor de cupru, fier, cobalt, nichel si zinc cu N(4)-ciclohexil, hexil-,
tert-butil-, etoxicarbonil-fenil, alil-metoxifeniltiosemicarbazone si S-alchilizotiosemicarbazone 2-
formilpirininelor si aldehidelor salicilice substituite, acidului piruvic, aminoguanizona pirazolonei
si complecsii cu liganzi micsti, care contin amine aromatice, azometine (Anexa 1). Intr-un final,
au fost selectati 22 de compusi, care au prezentat activitate antifungica in concentratii mai mici
asupra tulpinilor tip.

Pentru descrierea mai concisa a rezultatelor cercetdrii, compusii au fost repartizati in noua
grupe, 1n functie de compozitie si structura lor:

1) Compusi coordinativi ai cuprului si nichelului cu tiosemicarbazone N(4) substituite cu

urmatoarele formule generale:
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Unde: M = Cu, Ni; R! = -CgH11, -(CH2)sCHs, -C(CHs)s, -CeH4-COOC,Hs, -CsHa(OCHs), -
CH2CH=CHa; R? = H, CHs, CsHs, X = CI', Br, NO3, CH3COO"; A = C3HsNa, (CH3)2(CsHsN)
2) Compusii coordinativi ai sulfatului de cupru(ll) cu metoxifeniltiosemicarbazone 2-

benzoilpiridinei cu formula generala:

NH_ . _— SO,

3) Compusi coordinativi ai cuprului cu 4-alil-S-alilizotiosemicarbazona 2-formilpiridinei

cu formula generala:

R?
S—~ °N
N/ X

N-Cu SN
/\°N

(XX \ Y7

Unde: X =CI, Br
4) Compusii coordinativi ai cuprului (IT) cu N(4)-ciclohexiltiosemicarbazona aldehidei

salicilice cu formula generala:
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Unde: X = CI', NOz", CH3COO"

5) Compusii coordinativi ai nitratului de cupru(ll) cu 4-alil-tiosemicarbazona aldehidei 3,5-

dibromosalicilice cu formulele:

H2C§ _CH, C
CH °NH °N CH Br H |

H si CHs
6) Compusi coordinativi ai cuprului si cobaltului cu 4-alil-S-alchiltiosemicarbazone

aldehidelor 3,5-dibromosalicilice cu formulele generale:
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7) Compusii coordinativi ai unor

dihidroxiacetofenonei cu formulele generale:
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metale 3d cu 4-aliltiosemicarbazona 2,4-
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8) Compusii coordinativi ai unor metale 3d cu 4-aliltiosemicarbazona acidului piruvic cu

formula generala:

| N e CH,
HO P
N N\\ CH,
o\\c u'/
— s
W =
NH
HCx

si

unde: M =Cu, Zn;

” CHs
NH_ NH
CHs g \\<S 'I\I O—O
AN P o-MZs y
< HN-N =0 O:Q(N\ > NH
/< \ 7 NH N\
NH \S/C\U—O CHs /
X L n .
) s
\ CHs;
N
N—N7 \=0
/ é:u O
NH s
A

Unde: M = Co, Fe; X = CI', NOs"; A = C3HsN3, (CHs3)2(CeHsN)

9) Compusii coordinativi ai cuprului(Il) cu aminoguanizona pirazolonei cu formula

CHs
=0
/
O/N
O o N
NH
X~ 1\
HN —/

\
NH,

generala:

Unde: X =CI, NOs
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Materialul utilizat pentru determinarea toxicitdti prin testul imobilizdarii acute a fost
specia de crustaceu Daphnia magna.

Materialele utilizate pentru sinteza nanoparticulelelor de argint — pululan

Pululan (TCI Europe, Mw = 150 kDa), 2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxil (TEMPO),
hipocloritul de sodiu (NaClO, 9% clorit, Compania de Chimie, Iasi, Romania), bromura de sodiu
(99% Alfa Aesar, Bucuresti, Romania) si azotatul de argint (AgNO3) (>99% Sigma-Aldrich,
Bucuresti, Romania) au fost folosite fara o purificare suplimentara. Fluconazol, mediu RPMI1640,
acid 3-(N-morfolino) propansulfonic (MOPS), glucoza si dimetilsulfoxid (DMSO, analytical
grade, >99,9%) au fost achizitionate de la Sigma-Aldrich. Toate solutiile au fost preparate cu apa
bidistilata.

Materialele utilizate pentru sinteza nanoparticulelelor de argint — derivati celulozici

Azotatul de argint (AgNOz) (299% SigmaAldrich, Bucuresti, Romania),
hidroxipropilceluloza (HPC, 80 kDa), metilceluloza (MC, viscozitate 4.000 cP), etilceluloza (EC,
48,8% ethoxyl basis, viscosity 310 cP) si acetatul de celuloza (CA, average Mn ~ 50.000) au fost
achizitionate de la Sigma-Aldrich Chemicals. Toate substantele utilizate au fost de puritate
analiticd, nefiind necesard o purificare suplimentara. In toate sintezele s-au utilizat drept solventi
apa bidistilata si dimetilsulfoxidul (DMSO, analytical grade >99,9%).

Compusii biologici (PCM1, PCM2, ES1, ES2, ES3) au fost oferiti pentru testare de
Laboratorul de Ficobiotehnologie din cadrul Institutului de Microbiologie si Biotehnologie al
Academiei de Stiinte a Moldovei si de Laboratorul de cercetari stiintifice ,, Ficobiotehnologie ” al
Universitatii de Stat din Moldova. Initial au fost testati 25 de compusi biologici, fiind selectati
cinci care au prezentat o actiune antifungica asupra tulpinilor tip in concentratii mai mici.

Compusul biologic PCM1, utilizat in acest studiu, reprezinta un pigment carotenoid cu
mixoxantofild obtinut in concentratie de 0,149 mg/ml in solutie apoasa de alcool etilic de 80%, iar
compusul PCM2 in concentratie de 0,214 mg/ml in solutie apoasd de alcool etilic de 80%. Acesti
compusi au fost obtinuti pe cale biotehnologica din Spirulina platensis CNMN CB-02 — tulpina de
cianobacterie din Colectia Nationala de Microorganisme Nepatogene a Institutului de
Microbiologie si Biotehnologie al ASM.

Compusul ES1 reprezinta un complex aminoacid/oligopeptidic care contine aminoacizi
neesentiali (glicina, alanina, serina, cisteina, tirozina, acidul aspartic, acidul glutamic, prolina) si
esentiali (arginina, fenilalanina, histidina, izoleucina, leucina, lizina, metionina, treonina,

triptofanul, valina), In stare liberd combinati in oligopeptide (pand la 10 kDa), macro- si
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microelemente functionalizate biologic. In cercetarea curenta, pentru testiri s-a utilizat extractul
ES solutie alcoolica, cu concentratia extractului de 10 mg/ml si a alcoolului de 50%.

Compusul ES2 este o combinatie sinergica dintre complexul aminoacid/oligopeptidic,
polizaharide sulfatate, proteine, macro- si microelemente functionalizate biologic, derivate din
spirulind. Pentru testare in vitro s-a utilizat forma ES2 solutie alcoolica, Cu concentratia extractului
de 20 mg/mL si concentratia alcoolului de 45%.

Compusul ES3 reprezinta o combinatie sinergica dintre fosfolipide, polizaharide sulfatate,
complexul aminoacid/oligopeptidic, proteine, macro- si microelemente functionalizate biologic,
derivate din spirulind, cu concentratia extractului de 20 mg/mL si a alcoolului de 45%.

2.3. Metode de cercetare

La realizarea acestui studiu, pentru atingerea scopului si obiectivelor propuse, au fost
utilizate metode standardizate, ajustate cercetarii realizate (Figura 2.2.):
istorice, descriptive, bibliografico-analitice, logice — la studierea teoretica a bibliografiei;
metode de determinare a activitdatii antifungice a compusilor chimici, biologici si a
nanoparticulelor de argint prin metoda difuziunii in geloza, metoda dilutiilor succesive, metoda
standardizada pentru levuri EUCAST EDef 7.2;
metode biochimice pentru determinarea activitatii enzimelor (superoxid dismutaza, catalaza,
activitatea antioxidanta totald, glutation S-transferaza, glutation peroxidaza si glutation reductaza),
capacitatii antioxidante totale si a continutului produselor finale ale peroxidarii lipidelor
(dialdehida malonica si produsii proteici de oxidare avansata).
metode culturale: izolarea agentilor fungici, determinarea factorilor de patogenitate: DNA-ze,
hemolizine, fosfolipaze, proteaze, esteraze, actiunea anticomplimentarda si antilizozim,
si biologici asupra tulpinilor de referintd si a izolatelor clinice, separat si in combinatie;
evidentierea posibilelor efecte impotriva formarii biofilmelor ale compusilor chimici si biologici
separat si in combinatie;
analiza imunoenzimatica (abreviat ELISA, eng. enzyme-linked immunosorbent assay), utilizata
pentru evaluarea efectelor imunomodulatorii induse de actiunea compusilor testati prin analiza de
citokine pro- si antiinflamatoare: interleukina-1B (IL-1B), factorul de necroza tumorala alfa (TNF
a), interleukina-6 (IL-6) si interleukina-10 (IL-10).
epidemiologice — la evaluarea indicatorilor epidemiologici prin realizarea analizei descriptive,
comparativa si analitica.
analiza comparativa a activitatii antifungice a compusilor chimici si biologici, separat si in

combinatie, asupra tulpinilor de referinta si clinice, determinarea efectului de sinergism;
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v’ Statistica: volumul cercetarii si interpretarea rezultatelor studiului au fost bazate pe metode
statistice traditionale, asigurand gradul de reprezentativitate a datelor acceptate pentru studii in
medicind. Baza de date a fost supusd prelucrarii statistice cu ajutorul programelor existente

acceptate pentru astfel de studii (MS-Excel 2019 si SPSS Statistics Version 27).

o Istorice;
o Deseriptive;
¢ Bibliografico-analitice;
o Logice.
[
A 4
1. MS-Excel 2019 Teoretice
2. SPSS Statistics Version 27: 3 I —
» {cstului Shapiro-Wilk; —— Metode de I Metoda dgiu{{m in gclozéz
o corectia Benjamini _1> Statistice determinare a /= o Metoda dllugulor.succesnv'e;
Hochberg; activititii antifungice ' ® Metode standardizate
# Friedman chi-square. \ EUCAST.
3. R Studio.

o Metode | Uv-Vis:

.
o Descriptiva; A [ gise / o FTIR;
o Comparativ; D Epidemiologice [ de S-Sk o TEM.
o Anliics. [ . cerecetare * STEM

\
\

N aplicate /
Evaluarea efectelor 1 J o Indicii proceselor de peroxidare

imunonodulatorii induse Biochimice % (DAM, LD, PPOA)
de actiunea compusilor _N\ S | 1 Indicii sistemului antioxidant
- / Imunoenzimatice | _‘

o ; SOD, GPO, GR, GST).
Sl el ISy N : :
antiinflamatoare N Bacteriologice

(culturale)
\ ry
//v\\\
n =

o [zolarea agentilor fungici;
¢ Determinarea factorilor de
patogenitate;

preparatele antifungice.

Fig. 2.2. Metodele de cercetare folosite in prezentul studiu

Examenul microscopic a fost realizat pentru a identifica forma si dimensiunile
componentelor structurale ale levurilor: blastospori, pseudohife, hife, eventual artrospori, prezenta
sau absenta capsulei, modul de inmugurire. Urmatoarea etapa a presupus obtinerea culturii pure
de fungi. Pentru aceasta, materialul de examinat a fost epuizat pe gelozd Sabouraud cu
cloramfenicol si gentamicind (mediu care a permis dezvoltarea levurilor si inhibitia multiplicarii
altor contaminanti). Placile au fost expuse in termostat la temperatura de 37°C timp de 48-72 ore.
Ulterior, coloniile dezvoltate, specifice conform aspectelor culturale genului de levuri, au fost

verificate la puritate. In acest scop s-au efectuat frotiuri colorate Gram si s-au examinat la
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microscop, la necesitate s-au facut repicari in vederea purificarii culturii primare. Identificarea s-
a realizat prin metode microbiologice clasice si confirmate prin tehnica MALDI-TOF (eng. Matrix
Assisted Laser Desorption lonization Time-of-Flight) [46].

Determinarea susceptibilitatii la antifungice a levurilor prin sistemul VITEK 2

Patternul de susceptibilitate al tulpinilor luate in studiu s-a efectuat prin utilizarea cardului
VITEK 2 care reprezintd o versiune miniaturizatd pentru determinarea CMI prin tehnica de
microdilutie. Suspensia de fungi destinatd testarii a fost supusd diluarii pana la concentratie
standardizatd in solutie salind 0,45% prealabil de a fi rehidratat cardul cu mediul de cultura ce
contine agent antifungic, ulterior fiind introdus in incubatorul de citire. In interiorul
echipamentului a fost posibild monitorizarea cresterii din fiecare godeu de pe card pand la 36 de

ore. La finalul incubarii au fost stabilite valorile CMI pentru fiecare agent antifungic din

componenta cardului [118].

ooooo

.....

bazeaza pe raportarea unei valori a CMI obtinute indirect prin calcule, sistemul Sensititre permite
utilizarea metodei de referinta recomandate de OMS, cu determinarea directd a CMI. Stabilirea
CMI permite nu numai luarea unor decizii terapeutice argumentate, dar si ghideaza epidemiologii
la stabilirea masurilor eficiente de prevenire si control a raspandirii infectiilor asociate asistentei
medicale si a rezistentei la antifungice. Utilizarea acestui sistem exclude necesitatea confirmarii
prin retestari sau utilizarea altor teste fenotipice. Prin acest studiu a fost reconfirmatd semnificatia
metodologiei date in obtinerea rezultatelor veridice intr-un timp util, redus si la costuri mai mici.
A fost utilizata placa standard ce contine un numar mai mare de antifungice in diferite dilutii,
precum: amfotericina B, anidulafungina, micafungina, fluconazol, itraconazol, posaconazol,
voriconazole, 5-fuorocitozina, caspofungind. Initial a fost preparat inocul din trei-cinci colonii
(cultura pura, de 24-48 ore) izolate de pe mediul de cultura Sabouraud, ulterior panelurle au fost
inoculate automat si introduse in incubatorul de citire al instrumentului. Rezultatele au fost citite
automat prin tehnologii bazate pe fluorescenta. Interpretarea a fost efectuata in baza standardului
EUCAST EDef 7.2. [15, 113].

Sinteza i caracterizarea nanoparticulelor de argint din polizaharide (derivati celulozici,
pululan si 6-carboxipululan)

Nanoparticulele de argint (AgNPs) generate din pululan si 6-carboxipululan. Pentru
sinteza nanoparticulelor de argint s-au utilizat patru seturi de probe prin variatia concentratiei de
pululan/pululan oxidat, obtinandu-se trei probe in cazul pululanului si o proba in cazul pululanului

oxidat. Astfel, s-au utilizat trei concentratii diferite de pululan (1%, 5% si 7%) si o concentratie de
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pululan oxidat (1%) care s-au amestecat cu o solutie apoasa de azotat de argint (AgNO3) proaspat
preparata in apa bidistilata sub agitare magnetica, obtinandu-se o concentratie finala a AgNOs de
5 mM (AgNPs/P-1%), de 5 mM (AgNPs/PO-1%), de 0,5 mM (AgNPs/P-5%) si de 1,6 mM
(AgNPs/P-7%). Dupa amestecarea solutiilor, probele au fost lasate la agitat timp de cateva ore (~
6 ore), la temperatura camerei (25°C), observandu-se schimbarea culorii amestecului de la incolor

la galben.
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Fig. 2.3. Oxidarea selectiva a gruparilor OH primare ale pululanului la grupari carboxilice

prin intermediul sistemului TEMPO/hipoclorit de sodiu/bromura de sodiu, in apa la pH 10

(A); schema simplificata a generarii AgNPSs in prezenta pululanului/pululanului oxidat (B)

Oxidarea pululanului la 6-carboxipululan in prezenta radicalului TEMP s-a efectuat in
urmatoarele conditii: intr-un balon cu fund rotund de 250 ml, cu trei gaturi, prevazut cu agitator,
se adauga 50 ml apa distilata, 0,5 g de pululan, 0,1 mM/g TEMPO si 1 mM/g NaBr si amestecul
obtinut se agitad la temperatura camerei. O solutie de 8% NaOCI (10 mM/g pululan), adusa la pH

10 prin adaugarea unei solutii de HCI 0,5 M, este adaugata in amestecul de reactie. Valoarea pH-
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ului a fost atent monitorizata cu ajutorul unui pH-metru si mentinuta la valoarea 10 prin picurarea
unei solutii de NaOH 0,5 M. Dupa 2 ore, reactia a fost stopatd cu 5 ml de etanol, iar amestecul a
fost precipitat cu 500 ml de etanol si mentinut la rece timp de 24 h. Precipitatul format a fost
recuperat prin centrifugare si solubilizat cu apa distilata. Solutia de polimer a fost dializata intr-o0
celuld Amicon, echipatd cu un rezervor umplut cu apa distilatd (conductivitate mai mica de 3
uS/cm™), prin intermediul unei membrane de ultrafiltrare Milipore Amicon din polietersulfoni
(cut off: 10,000 g/mol). Prin dializa solutiei de pululan sunt indepartati oligomerii i impuritatile.
Dializa a fost opritda in momentul in care conductivitatea solutiei filtrate a fost mai mica de 10
uSm2, polimerul fiind recuperat prin liofilizare (Liofilizator Martin Christ, Alpha 1-2 LD) [36].

Reactia de oxidare a pululanului in prezenta sistemului TEMPO/NaB1r/NaOCI poate fi
privita ca un proces in trepte:

a) Formarea hipobromitului de sodiu (NaOBr) in mediul de reactie, in prezenta
hipocloritului de sodiu (NaOCI) si a bromurii de sodiu (NaBr);

b) Formarea ionului oxoamoniu in mediul de reactie;

c) Oxidarea grupelor alcoolice primare la grupe carboxilice, cu formarea intermediara a
grupelor aldehidice [36, 60].

Nanoparticule de argint (AgNPs) generate din derivati celulozici a presupus utilizarea
unui derivat celulozic, precum hidroxipropilceluloza (HPC), metilceluloza (MC), etilceluloza
(EC) si acetatul de celuloza (CA), si a unei solutii de azotat de argint. Pentru prepararea solutiilor,
drept solventi s-au utilizat fie apa bidistilata, fie dimetilsulfoxidul, in functie de derivatul celulozic
utilizat. Pentru fiecare derivat celulozic s-a preparat o solutie de concentratie 1%, care ulterior s-a
amestecat cu o solutie de azotat de argint de concentratie 0,01 M, solutiile fiind agitate Impreuna
timp de 2 ore la temperatura camerei. Metodologia pentru fiecare tip de derivat celulozic este
redatd mai jOs:

- nanoparticulele de argint pe baza de metilceluloza (AgNPs-MC) au fost obtinute la
temperatura mediului ambiant, utilizand apa bidistilata ca solvent, azotatul de argint ca precursor
si metilceluloza ca agent de reducere a precursorului metalic si de stabilizare a nanoparticulelor de
argint in mediul de reactie. Astfel, pentru sinteza nanoparticulelor s-a preparat o solutie de
concentratie 1% metilceluloza (MC) in apa bidistilata. Solutia de azotat de argint a fost preparata
prin dizolvarea azotatului de argint in DMSO, concentratia solutiei de azotat de argint fiind de
0,01 M. In solutia de polimer s-au adaugat 2,5 ml de solutie de AgNO3z 0,01 M, volumul final al
solutiei de amestec fiind de 12,5 ml. Solutia a fost lasata timp de 2 ore sub agitare continud, la

temperatura mediului ambiant, in lipsa oricarui agent suplimentar de reducere sau de stabilizare.
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O prima indicatie a formarii nanoparticulelor de argint a fost modificarea culorii solutiei initiale
de la incolor la maro-inchis [36, 60].

- nanoparticulele de argint pe baza de hidroxipropilceluloza (AgNPs-HPC) au fost obtinute
la temperatura mediului ambiant, utilizand apa bidistilata ca solvent, azotatul de argint ca precursor
si hidroxipropilceluloza ca agent de reducere a precursorului metalic si de stabilizare a
nanoparticulelor de argint in mediul de reactie. Astfel, pentru sinteza nanoparticulelor s-a preparat
o solutie de concentratie 1% hidroxipropilceluloza (HPC), utilizandu-se apa bidistilata drept
solvent. Solutia de azotat de argint a fost preparata prin dizolvarea azotatului de argint in apa
bidistilatd, concentratia solutiei de azotat de argint fiind de 0,01 M. In solutia de polimer s-au
adaugat 2,5 ml de solutie de AgNO3 0,01 M, volumul final al solutiei de amestec fiind de 12,5 ml.
Solutia a fost lasata timp de 2 ore sub agitare continua, la temperatura mediului ambiant, in lipsa
oricarui agent suplimentar de reducere sau de stabilizare. O primd indicatie a formarii
nanoparticulelor de argint a fost modificarea culorii solutiei initiale de la incolor la maro-deschis.

- Nanoparticulele de argint pe baza de etilceluloza (AgNPS-EC) au fost obtinute la
temperatura mediului ambiant, utilizdnd dimetisulfoxidul (DMSO) ca solvent, azotatul de argint
ca precursor si etilceluloza ca agent de reducere a precursorului metalic si de stabilizare a
nanoparticulelor de argint in mediul de reactie. Astfel, pentru sinteza nanoparticulelor s-a preparat
o solutie de concentratie 1% etilceluloza (EC), folosind dimetilsulfoxidul drept solvent. Solutia de
azotat de argint a fost preparata prin dizolvarea azotatului de argint in DMSO, concentratia solutiei
de azotat de argint fiind de 0,01 M. In solutia de polimer s-au adaugat 2,5 ml de solutie de AgNO3
0,01 M, volumul final al solutiei de amestec fiind de 12,5 ml. Solutia a fost lasata timp de 2 ore
sub agitare continua, la temperatura mediului ambiant, in lipsa oricdrui agent suplimentar de
reducere sau destabilizare. O prima indicatie a formarii AgNPS a fost modificarea culorii solutiei
initiale de la incolor la galben-pai.

- nanoparticulele de argint pe baza de celuloza (AgNPs-CA) au fost obtinute la temperatura
mediului ambiant, utilizand dimetilsulfoxidul (DMSO) ca solvent, azotatul de argint ca precursor
si acetatul de celuloza ca agent de reducere a precursorului metalic si de stabilizare a
nanoparticulelor de argint in mediul de reactie. Astfel, pentru sinteza nanoparticulelor s-a preparat
o solutie de concentratie 1% acetat de celulozd (CA), utilizdnd dimetilsulfoxidul in calitate de
solvent. Solutia de azotat de argint a fost preparata prin dizolvarea azotatului de argint in DMSO,
concentratia solutiei de azotat de argint fiind de 0,01 M. In solutia de polimer s-au adiugat 2,5 ml
de solutie de AgNO3 0,01 M, volumul final al solutiei de amestec fiind de 12,5 ml. Solutia a fost

lasata timp de 2 ore sub agitare continud, la temperatura mediului ambiant, in lipsa oricdrui agent
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suplimentar de reducere sau de stabilizare. O prima indicatie a formarii nanoparticulelor de argint
a fost modificarea culorii solutiei initiale de la incolor la galben-deschis.

Formarea tuturor tipurilor de nanoparticule de argint a implicat urmatoarele etape:
reducerea precursorului (azotatul de argint) de cétre derivatii celulozici prin intermediul grupelor
hidroxilice reducatoare, disponibile de-a lungul lantului polizaharidic, responsabile de reducerea
ionilor de argint (Ag*) la atomi liberi de argint (Ag®); nucleatia atomilor liberi; cresterea
nanoparticulelor de argint si stabilizarea lor prin interactiunea cu moleculele de derivat celulozic
care, prin intermediul grupelor hidroxilice, formeaza un invelis protector la suprafata particulelor,
stabilizandu-le.

Caracterizarea nanoparticulelor de Ag generate din derivati celulozici s-a realizat prin:
- Spectroscopia in domeniul ultraviolet si vizibil (UV-Vis) a fost utilizata pentru confirmarea
initiala a nanoparticulelor de argint sintetizate, folosind spectrofotometrul UV-vizibil JascoV-550,
in domeniul lungimii de unda de 200-600 nm;

- microscopia electronicda de transmisie cu scanare (STEM) a permis studierea morfologiei,
suprafetei si dimensiunii nanoparticulelor de argint sintetizate, utilizand microscopul electronic de
transmisie cu scanare si Supra Zeiss cu rezolutie de 1 nm la 30 kV cu detector Oxford EDS de 20
mm. Astfel, 1 ul de proba a fost aplicat pe suport si uscat in conditii atmosferice inainte de analiza;
- microscopie electronica de transmisie (TEM): imaginile TEM au fost efectuate cu microscopul
electronic Hitachi High-Tech HT7700 (Hitachi High-Technologies Corporation, Tokyo, Japonia),
folosind cate 1 pul solutie de AgNPs plasatd direct pe o retea de cupru acoperita cu carbon si lasata
sa se usuce inainte de analiza TEM, in conditii atmosferice. Nu este necesara acoperirea probelor
pentru acest tip de instrument ca urmare a utilizarii unui obiectiv de inaltd rezolutie care este
incorporat in acest aparat. Determinarea dimensiunii nanoparticulelor a fost efectuata cu ajutorul
programului UTHSCSA Image Tool Version 3.00 (UTHSCSA Dental Diagnostic Science, San
Antonio, TX, SUA);

- metoda imprastierii luminii in regim dinamic (DLS). Potentialul zeta ({) si dimensiunea medie a
particulelor au fost masurate prin intermediul aparatului Zeta Sizer model Nano ZS (Malvern
Instruments, UK), dotat cu un laser He-Ne. Tehnica DLS aplica ca principiu de masurare a
dimensiunii particulei difractia luminii laser (633 nm) si electroforeza laser cu efect Doppler

pentru determinarea potentialului zeta, folosind formula:

¢=2
¢ Formula (1)
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unde: x — mobilitatea electroforetica determinata la 25°C, 7 — viscozitatea solutiei analizate, & —
constanta dielectrica.

Rezultatele prezinta o reproductibilitate buna cu o abatere de la diametrul mediu de maxim
5% [36, 60].

Caracterizarea nanoparticulelor de argint (AgNPs) pe baza de pululan si 6-
carboxipululan a fost efectuata cu ajutorul urmatoarelor tehnici:
- spectroscopie FT-IR. Spectrele de absorbtie in infrarosu al probelor analizate au fost inregistrate
cu ajutorul spectrometrului Bruxer Vertex 70, in intervalul de scanare 4000 cm™ si 500 cm™, la o
rezolutie de scanare cuprinsa intre 2 si 32. Probele au fost analizate dupa o pastilare prealabila in
KBr.;
- spectroscopia de dispersie energetica a razelor X (EDX). Studiile morfologice de suprafata si
analiza elementala a probelor s-a realizat cu ajutorul unui microscop electronic tip Quanta 200
(FEI) cu sistem de analiza elementarla EDX [36, 60].

Evaluarea activitatii antifungice a compusilor chimici, biologici, nanoparticulelor de Ag

Determinarea activitatii antifungice a compusilor chimici, biologici si a nanoparticulelor
de Ag asupra tulpinilor incluse in cercetare s-a realizat prin metode calitative (metoda
difuzimetricd) si cantitative (metoda microdilutiilor seriale binare).

Metode calitative. Initial, activitatea antifungica a compusilor chimici si biologici a fost
determinatd prin metoda godeurilor, descrisa in standardul CLSI (eng. Clinical&Laboratory
Standards Institute). Astfel, in geloza Miieller-Hinton au fost modelate godeuri cu diametrul de
8+0,1mm, respectand distante egale intre godeuri si marginea gelozei. Inoculul de cultura de fungi,
pregatit in corespundere cu standardul de turbiditate 1 MacFarland, a fost distribuit pe geloza
Miieller-Hinton cu un tampon steril. Compusii testati si martorii pozitivi au fost plasati in cantitati
egale in godeurile prealabil modelate, expuse in termostat la temperatura de 37°C timp de 48-72,
la temperaturi optimale (in functie de specie) pentru 5-7 zile. Zona de inhibitie totala a cresterii
culturilor de levuri s-a masurat cu exactitate de 0,1 mm si diametrul a fost interpretat conform
standardelor in vigoare [83, 84, 255].

In cazul compusilor biologici, rezultatele au fost interpretate dupi ce a fost eliminat efectul
inhibitor indus de solvent (etanol).

Screening-ul calitativ al activitatii antifungice a nanoparticulelor de argint s-a realizat
folosind metoda difuzimetrica adaptata. Suspensii de tulpini fungice cu turbiditatea echivalenta
standardului 1 McFarland au fost inoculate in panza pe mediu agarizat (Potato Dextrose Agar si

Mueller Hinton), iar solutiile nanoparticulelor in DMSO (10 mg/mL) au fost distribuite sub forma
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de spot. Placile inoculate au fost incubate timp de 5-7 zile la 22°C, rezultatul pozitiv fiind indicat
de aparitia unei zone de inhibitie a cresterii culturii de fungi in vecinatatea spotului cu AgNPs.

Diametrul zonei de inhibitie a fost convertit in unitati arbitrare: ,,0” indicand lipsa activitatii
antifungice, valoarea ,,1” fiind atribuitd intervalului 1-10 mm si ,,2” pentru zonele de inhibitie a
cresterii cu dimensiunea diametrului cuprinsa intre 11 si 20 mm.

Metode cantitative. Evaluarea activitatii antifungice a compusilor chimici, biologici si
AgNPs asupra tulpinilor de referinta si a izolatelor clinice de fungi s-a efectuat prin metoda
microdilutiilor seriale binare tehnica modificata (standardul EUCAST E.Def. 7.3.2 pentru levuri)
[113].

Testarile pe compusii luati in studiu au fost efectuate in mediul RPMI 1640 (eng. Roswell
Park Memorial Institute). Din fiecare compus a fost preparata o solutie stoc, care contine o
concentratie de 200 de ori mai mare decat cea mai mare concentratie finala, care trebuie testata
prin dizolvarea unei cantitati adecvate de compus in DMSO. Solutiile compusilor testati au fost
preparate printr-o dilutie in serie de doua ori pornind de la solutiile stoc, in vederea atingerii
urmadtoarelor concentratii finale: 40, 20, 16, 12, 8, 4, 2, 1, 0,5 si 0,25 mM. Microplacile cu 96 de
godeuri, care contin dilutiile in serie a compusilor testati, au fost preparate si depozitate la — 20°C
pani la utilizare. Din tulpinile de fungi testate s-au preparat inocul ajustat la 10° UFC/mL. Ulterior,
fiecare godeu a fost inoculat cu aceasta suspensie fungica.

In cazul nanoparticulelor de Ag s-au efectuat dilutii seriale binare in mediul RPMI 1640 in
volum final de 100 pl. S-au realizat dilutii in serie pentru AgNPs generate din pululan, 6-
carboxipululan si pentru toti cei patru derivati celulozici cu AgNOs3 (hidroxipropilceluloza,
metilceluloza, etilceluloza si acetat de celuloza), variind de la 2 pana la 0,0312 mM. Concentratia
finala de DMSO nu a depasit 1%. S-a folosit martorul de crestere al levurilor si martorul sterilitatii
pentru a asigura fiabilitatea testarilor.

Monitorizarea cresterii s-a realizat spectrofotometric prin determinarea densitatii optice la
lungimea de unda 450 nm, utilizand cititorul de microplaci ELISA-96 dupa 24 sau 48 de ore (in
functie de specie) de incubare la 35°C. CMI a fost considerata cea mai scazutd concentratie minima
inhibitorie fara crestere vizibild a levurilor testate. Concentratia minima fungicidd (CMF) a fost
evaluata prin inocularea a 10 pL din godeurile care nu au prezentat crestere pe placile cu
Sabouraud Dextrose Agar (SDA), urmat de expunere in termostat la temperatura de 37°C timp de
24-48 de ore. Valoarea CMF a fost consideratda cea mai scazutd concentratie care nu a prezentat
crestere sau cu mai putin de trei colonii, in cazul subculturilor asa cum se reflecta prin rezultatele
densitatii optice. C. parapsilosis ATCC 22019 si fluconazolul au fost utilizate pentru controlul

calitatii fiecarui test.
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Derivatii celulozici, pululanul si pululanul oxidat, precum si compusii chimici si biologici
au fost testati pentru activitatea lor antifungica folosind metodologia descrisa.

Evaluarea capacititii de omordire a fungilor

Testul evaluarii capacitatii de omorare a fungilor (eng. killing assays), realizat in vitro, a
dat posibilitate de a evidentia prin masurare modificarile aparute la speciile de levuri intr-o anumita
perioada de timp la actiunea unor substante cu potential efect antifungic [20].

Montarea testului s-a realizat prin obtinerea mai intai a unei suspensii din cultura de fungi
de 24-72 h in corespundere cu standardul de turbiditate 1 MacFarland. Suspensia obtinuta a fost
adaugata in cantitati egale (100uL) in patru eprubete: 1) bulion Miieller-Hinton (martor crestere);
2) bulion Miieller-Hinton suplimentat cu CMI2s compusul biologic; 3) bulion Mieller-Hinton
suplimentat cu CMI2s compus chimic; 3) bulion Miieller-Hinton suplimentat cu CMI2s compus
biologic suplimentat cu CMIzs compus chimic.

Eprubetele au fost termostate la temperatura de 35°C timp de 48 de ore. La intervale de
timp stabilite (0, 4, 8, 12, 16, 20 si 24 ore), s-au repicat cate 100uL din fiecare eprubeta pe mediul
de cultura. Ulterior, placile au fost termostate la temperatura de 37°C timp de 48 de ore, dupa care
s-a stabilit, prin numarare, UFC/placa, apoi UFC/mL (numarul de colonii dezvoltate pe mediu de
cultura multiplicat cu factorul de dilutie). Experimentele s-au realizat in trei repetitii, iar datele au
fost prelucrate.

Evaluarea sinergismului cu ajutorul metodei ,,tabla de sah”

Evaluarea sinergismului antifungic al preparatelor combinate (compus chimic + compus
biologic) a fost realizat cu ajutorul metodei tablei de sah, dupa care s-a calculat indicele FIC (eng.
Fractional Inhibitory Concentration) [235]. Aceasta metodd a permis evidentierea efectului
antifungic al compusilor testati in combinatie. Evaluarea interactiunii compusilor s-a efectuat dupa
valoarea indicelui FIC: 1) efect sinergic — actiunea compusilor testati in combinatie scade CMI la
unul sau la ambii compusi comparativ cu CMI a compusilor testati separat; 2) efect aditiv —
actiunea compusilor testati Tn combinatie este egald cu suma efectelor compusilor testati separat;
3) efect indiferent — actiunea compusilor testati in combinatie este echivalenta cu efectul oricarui
compus testat separat; 4) efect antagonist — actiunea compusilor in combinatie este mai redusa
comparativ cu suma efectelor compusilor testati separat.

Tehnica efectuarii. Solutiile stoc si dilutiile duble ale fiecarui compus au fost preparate
prealabil in conformitate cu standardul EUCAST. Experimentele s-au realizat in placi cu godeuri.
Astfel, in fiecare godeu s-au introdus cate 50 uL. de mediu lichid Miieller-Hinton. Primul compus
din combinatie a fost diluat serial de-a lungul axei ordonatelor (y), iar cel de-al doilea de-a lungul

axei absciselor (x). Tulpina de fungi testata a fost utilizatd pentru a prepara o suspensie, in
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conformitate cu standardul de turbiditate 1 McFarland, ulterior in fiecare godeu al microplacii cu
96 de godeuri, cu exceptia primei coloane, s-au introdus cate 100 uL de suspensie fungica, apoi
placile au fost expuse in termostat la temperatura de 35°C timp de 24-48 ore [84]. Sinergismul a
fost evaluat in baza concentratiei inhibitoare a fractiunilor, calculata in conformitate cu CMI a

compusilor combinati si CMI a fiecarui compus 1n parte, obtinute in paralel in acelasi test, conform

formulei 2:
YFIC =FIC (A) + FIC (B) Formula (2)
unde,
FIC (A) _ cMI (A) in' cor'nl.)inagie
CcMI (A4) individual
si
FIC (B) _ CMI (B) in combinatie

CMI (B) individual

Interpretarea rezultatelor

Valoarea indicelui FIC este utilizatd pentru a clasifica interactiunea celor doi compusi
testati.

* Y'FIC < 0,5 — efect sinergic;

* 0,5 <>FIC <1 — efect aditiv;

* 1 <YFIC <4 — efect indiferent;

* Y'FIC > 4,0 — efect antagonist.

Evidentierea factorilor de patogenitate de natura enzimaticd la tulpini clinice de levuri

Determinarea exprimdrii activititii hemolitice s-a efectuat conform metodei descrise de
Manns si colab., cu unele modificari [210].

Principiul testului s-a bazat pe suplimentarea mediului SDA dupa sterilizare, cand a atins
temperatura de 45°C, cu 5% sange de berbec defibrinat.

Initial a fost obtinuta cultura purd prin epuizarea culturii de fungi levuriformi pe suprafata
mediului SDA, care contine cloramfenicol si glucoza 3%. pH-ul final a fost ajustat la 5,6+0,2.
Placile au fost incubate la 37°C timp de 48 de ore intr-o atmosfera de 5% CO-. Din cultura obtinuta
s-a preparat suspensia de 108 UFC/mL in solutia salind tamponati cu fosfat (0,1 M, pH 7,2),
determinata turbiditatea cu densimetrul electronic. 10 ul de suspensie microbiana de 16-18 ore
(108 celule/ml) a fost epuizati pe suprafata mediului, iar plicile incubate la 37°C timp de 24 de
ore. Prezenta zonei distincte translucide in jurul coloniei indica o activitate hemolitica pozitiva
(Hz). Experimentul a fost efectuat in trei repetitii pentru fiecare izolat si calculat Hz conform
metodelor acceptate, unde, Hz corespunde raportului dintre diametrul coloniei in mm la diametrul

coloniei plus haloul format in urma activitatii enzimatice. Conform sistemului dat, Hz = 1,00 atesta
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lipsa de activitate enzimatica. Cu cat valoarea Hz este mai mica, cu atat activitatea enzimatica a
tulpinii este mai inalta. Rezultatele obtinute au fost convertite in scoruri (Tabelul 2.2.).

Tabelul 2.2. Activitatea enzimatica in functie de valoarea Hz si scorul atribuit [46]

Hz Activitatea enzimatica Scorul
1,00 lipsa 1
>0,63< 0,99 moderata 2
<0,63 Inalta 3

Determinarea exprimadrii activititii fosfolipazei extracelulare [46].

Principiul tehnicii s-a bazat pe epuizarea pe suprafata mediului geloza salina cu galbenus
de ou a 10pl de suspensie de culturd de fungi de 16-18 ore (108UFC/ml), resuspendati preventiv
in solutia salind tamponata cu fosfat. Placile au fost incubate la 37°C timp de 24 de ore. Dupa
recomandarea autorilor acestui procedeu, adaugarea galbenusului de ou in mediu s-a efectuat dupa
sterilizare, cand mediul a atins temperatura de 50°C. Placile au fost incubate la 37°C timp de 48
de ore. Zona de precipitare din jurul coloniei corespunde producerii de fosfolipaza (Fz) [46]. Fz
corespunde raportului dintre diametrul coloniei in mm la diametrul coloniei plus haloul format in
urma activitatii enzimatice. Conform sistemului dat, Fz = 1,00 atesta lipsa activitatii enzimatice.
Cu cat valoarea Fz este mai micd, cu atat activitatea enzimatica a tulpinii este mai inalta.
Rezultatele experimentelor au fost convertite in scoruri (Tabelul 2.3.).

Tabelul 2.3. Activitatea enzimatici in functie de valoarea Fz si scorul atribuit [46]

Fz Activitatea enzimatica Scorul
1,00 lipsa 1
>0,63< 0,99 moderata 2
<0,63 Inalta 3

Determinarea exprimarii proteazei [46].

Principiul metodei s-a bazat pe utilizarea placilor de agar care contin albumind serica
bovina, pH-ul ajustat la 4,0, incubate la 37°C timp de 7 zile. Activitatea proteazelor a fost
determinatd si calculata conform procedeului. Cercetarile au fost efectuate in trei repetitii pentru
fiecare izolat si calculata conform metodelor acceptate. Valorile medii Pz au fost grupate in trei
clase, conform Tabelului 2.4. Pz corespunde raportului dintre diametrul coloniei in mm Ia
diametrul coloniei plus diametrul haloului de precipitare format in urma activitatii enzimatice.
Conform sistemului dat, Pz = 1,00 atestd lipsa activitatii enzimatice. Cu cat valoarea Pz este mai
micd, cu atat activitatea enzimatica a tulpinii este mai nalta. Rezultatele experimentelor au fost

convertite in scoruri (Tabelul 2.4.).
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Tabelul 2.4. Activitatea enzimatica in functie de valoarea Pz si scorul atribuit [210]

Pz Activitatea enzimatica Scorul
1,00 lipsa (negativa) 1
>0,63< 0,99 moderata 2
<0,63 inalta 3

Evidentierea esterazei. Gradul de activitate al esterazei a fost determinat folosind mediul
de cultura cu adaos de Tween 80. Mediul de baza contine 10 g de peptona, 5 g de clorura de sodiu,
0,1 g de clorura de calciu, 15 g de agar si 1000 ml de apa distilatd. Dupa ce mediul se sterilizeaza
prin autoclavare, se adauga 5 ml de Tween 80 steril. Apoi, 10 microlitri de suspensie de levuri din
genul Candida (10° UFC/ml) sunt inoculate sub formi de spot si incubate la 30°C timp de 10 zile.
Pentru interpretarea rezultatelor, se masoard diametrul coloniei (a) si diametrul coloniei plus zona
de precipitare (b). Activitatea esterazelor a fost exprimata ca valoare Ez (a/b) [210].

Evidentierea DNA-azei. DNA-aza fost determinata la tulpinile de candide utilizand mediul
de culturad ce contine ADN si albastru de toluidina. La scindarea AND-ului din mediu de catre
enzima DNA-aza, produsele de degradare rezultate se coloreaza in roz-rosu. Tulpinile de levuri
supuse testarii au fost inoculate sub forma de spot si incubate la 30°C timp de 24 ore. Pentru
interpretarea rezultatelor se masoard diametrul coloniei (a) si diametrul coloniei plus zona de
precipitare (b). Activitatea DNA-azelor a fost exprimata ca valoare Ez (a/b) [46].

Testul producerii de biofilm

Metoda cantitativa — metoda microtitrarii a fost utilizata pentru evidentierea si evaluarea
procesului de producere a biofilmului de catre tulpinile de fungi izolate din biosubstraturi [275].
Tulpina de fungi a fost cultivata in bulion tripticaza de soia si ulterior ajustata la etalonul de
turbiditate 1 McFarland. In fiecare trei godeuri, din placa cu 96 de godeuri, s-au adaugat cate
200uL de suspensie de fungi. In godeurile pentru martor negativ s-a addugat doar 200 pL de bulion
tripticaza din soia. Placile insamantate au fost incubate la temperatura de 35°C timp de 48 de ore.

Tabelul 2.5. Evidentierea capacititii de aderare a fungilor la suprafati si de formare a

biofilmului
Nr. Calcularea valorii Media rezultatelor valorilor Abilitatea de formare a
d/o limita DO biofilmului
1 DO >4DO0c DO > 0,220 Biofilm puternic
2. 2D0Oc < DO <4DOc 0,112 <D0 <0,220 Biofilm moderat
3. DOc < DO <£2DOc¢ 0,056 <D0 <0,112 Biofilm slab
4 DO <DOc DO <0,056 Lipsa biofilmului
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Ulterior, continutul godeurilor a fost eliminat si fiecare godeu a fost clatit de cateva ori cu
250 pL de solutie fiziologica sterila, dupa care a fost 1asata sa se usuce la temperatura camerei.
Apoi, placa a fost colorata timp de 30 min cu 170 pL solutie de cristal violet de 1%.

A urmat etapa de spalare a placilor sub jet de apa, uscarea la temperatura camerei si eluarea
colorantului prin adaugarea a 150 pL acid acetic glacial 33%. Eluentul a fost transferat pe alte
placi cu 96 de godeuri, iar densitatea optica (DO) a fost citita cu un cititor ELISA la o lungime de
unda de 590 nm. Proprietatea de formarea a biofilmului la tulpinile de fungi testate a fost evaluata
si categorisitd in baza adsorbtiei de citre celule a colorantului cristal violet (Tabelul 2.5.). In
calitate de tulpini-martori ale producerii de biofilm au fost utilizate tulpinile de referinta Candida
albicans ATCC 14053.

Evaluarea activitatii antilizozim a fungilor

Tulpinile de levuri au fost insamantate pe geloza in panta timp de 18-24 de ore la
temperatura de 37°C, a urmat inocularea in bulion Sabouraud si termostatarea timp de 6 ore la
temperatura de 37°C. Densitatea optica a culturii in bulionul Sabouraud a fost ajustatd pana la
1x108UFC/ml.

Concomitent a fost pregatitd suspensia de lizozim in bulion cu concentratia de 12,5ug/mL,
concentratiile mai mari de lizozim vor inhiba dezvoltarea, iar concentratiile mai mici nu permit
testarea acestui factor. In placa de microtitrare cu format de microplaci cu 96 de godeuri s-au
introdus cate 100uL de bulion cu lizozim in concentratie de 12,5ug/mL si 25uL de suspensie de
fungi. Ca martori, in doud godeuri s-au adaugat cate 100uL de bulion Sabouraud si 25uL de
suspensie de fungi. Placa de microtitrare a fost expusa in termostat timp de 4 ore. Dupa expirarea
timpului de incubare s-a masurat densitatea optica. Rezultatele au fost citite cu ajutorul cititorului
ELISA, iar densitatea optica (DO) s-a masurat la lungimea de unda de 600 nm [47, 214, 260].

Activitatea antilizozim (AAL) a tulpinilor cercetate a fost evaluatd dupa valoarea
coeficientului actiunii antilizozim (K):

v grad mic de exprimare a AAL: K<0,49;
v grad mediu de exprimare a AAL: K 0,5-2,49;
v' grad inalt de exprimare a AAL: K>2,5.

Evaluarea activitatii anticomplementare a fungilor

Pentru determinarea activitatii anticomplementare a fungilor initial au fost pregatite toate
componentele pentru montarea testarii [333]. Ulterior, pe suprafata gelozei de 1,5%, cu pipeta
Pasteur, s-a introdus suspensia de fungi (densitatea optica a suspensiei de fungi in conformitate cu

standardul de turbiditate 1,0 Mac Farland). Placile inoculate au fost expuse in termostat la
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temperatura de 37°C timp de 24-48 ore, apoi inactivate timp de 10 min in vapori de cloroform,
dupa care mediul de cultura s-a acoperit, pe o suprafata orizontala, cu al doilea strat care continea
1,5 ml de geloza si 1 pl de complement (titrat in sistemul hemolitic pana la activitatea de 15
UH/50ml, 5-15 UA/50ml, 5 UH/50ml. A urmat expunerea acestora in termostat la temperatura de
37°C timp de 1 ord pentru a realiza actiunea anticomplementara a fungilor si a produselor vitale.
Dupa incubare, placile au fost acoperite cu al treilea strat de geloza de 0,7% care continea 0,1 ml
de suspensie de fungi din cultura indicator (conform standardului 0,5 Mac Farland) cu o
sensibilitate crescuta la actiunea fungicida a sistemului complement. Placile au fost incubate la
temperatura de 37°C timp de 18-24 de ore, pentru inactivarea complementului de catre fungi.
Activitatea anticomplementarda a fost stabilitd In baza prezentei zonelor de crestere a culturii
indicator in jurul culturilor de fungi testate, unde s-a produs inactivarea complementului.

Studierea actiunii compusilor chimici si biologici asupra exprimarii factorilor de
patogenitate ai fungilor

Pentru a studia efectul compusilor chimici si biologici asupra exprimarii factorilor de
patogenitate, culturile de fungi levuriformi de 24 de ore au fost coincubate cu compusul testat la
concentratiile de 75,0%, de 50,0% si de 25,0% CMI, stabilite prin microtitrare in bulion, intr-un
raport de 1:9 la temperatura de 35°C timp de 24 ore. In scopul excluderii probabilititii actiunii
compusilor testati asupra componentelor tehnicii utilizate, culturile au fost supuse centrifugarii
timp de 15 min la 3000 turatii pe minut, dupa care supernatantul a fost separat de celule fungice.
Martori au servit aceleasi tulpini de fungi levuriformi, cultivate in bulion Sabouraund si incubate
in aceleasi conditii. Exprimarea enzimelor de patogenitate a fost determinatd conform metodelor
descrise mai sus [333].

Determinarea toxicitatii acute cu testul de imobilizare a crustaceului Daphnia magna

Pentru determinarea toxicitatii compusilor chimici s-a efectuat testul de imobilizare a
crustaceului Daphnia magna conform metodologiei europene standardizate (OECD) [241].

Principiul metodei de testare. Femelele tinere de dafnii (animale-parinti), in varsta de mai
putin de 24 ore la inceputul testului, sunt expuse la compusul testat intr-o serie de concentratii
diferite, pe o perioada de 24 de ore. Durata testului a fost de 48 de ore. La sfarsitul testului, s-a
evaluat cum diferite concentratii ale compusului testat, in conditii identice, exercita diferite efecte
asupra capacitatii de inot a dafniilor. Pentru fiecare concentratie testata s-au folosit cateva dafnii,
repartizate in trei repetitii, iar mobilitatea lor s-a inregistrat tim dep 48 de ore. Pe baza datelor
obtinute s-a determinat valoarea CLso. La citirea si interpretarea rezultatelor au fost considerate

imobile dafniile care nu erau capabile sa Tnoate 15 s dupd o agitare usoara a vasului. Concentratia
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letala medie (CLso) a reprezentat concentratia compusului testat care induce imobilizarea a 50%
din dafnii.

Determinarea citokinelor prin analiza imunoenzimaticd. Aceasta metoda, caracterizata
printr-o sensibilitate si specificitate inalta, a fost utilizatd pentru evaluarea -efectelor
imunomodulatorii induse de actiunea compusilor testati (chimici, biologici si in combinatie).
Principiul metodei consta 1n utilizarea anticorpilor anticitokinici adsorbiti pe suprafata godeurilor
placii ELISA, care se leaga cu antigenul, ce reprezinta citokinele din proba biologica, si formeaza
complexul Ag-Ac. Testul a fost realizat in conformitate cu metodologia indicata in instructiunea
producatorului Vector Best (Federatia Rusa) pentru IL1B, IL6, IL10 si TNFa. Proba a fost
distribuita in godeurile microplacii, la fel si martorii (pozitiv si negativ), dupd care au urmat:
incubarea, spdlarea pentru indepartarea elementelor nefixate, adaugarea conjugatului si incubarea
repetata, apoi spalarea repetata, pentru indepartarea excesului de conjugat, adaugarea substratului
cromogen si incubarea, si, in final, addugarea solutiei pentru stoparea reactiei. Citirea si
interpretare rezultatelor s-a efectuat in primele 15 min dupa stoparea reactiei, la lungimea de unda
indicata de producator (540nm) [46].

Metode de determinare a indicatorilor biochimici

Determinarea intensitatii reactiilor de oxidare cu radicali liberi in biosubstratul biologic s-
a realizat prin dozarea unor indici ai proceselor de peroxidare, precum: activitatea dialdehidei
malonice (DAM), unul din produsele finale ce determina cresterea permeabilitatii membranelor
cu dereglarea functionalitatii celulei; activitatea lactat dehidrogenazei (LD); produsele proteice de
oxidare avansata (PPOA); activitatea superoxid dismutazei (SOD); activitatea glutation
peroxidazei (GPO); activitatea glutation reductazei (GR), activitatea glutation S transferazei
(GST) conform metodologiilor standardizate redate mai jos. Metodologia si procedeele mentionate
anterior privind evaluarea nivelului activitatii enzimelor si a continutului de substante au fost
executate dupa tehnici standardizate, armonizate si adaptate pentru aplicarea in cadrul
Laboratorului de biochimie al USMF ,Nicolae Testemitanu” pentru spectrofluorimetrul cu
microplaci Synergy H1 (Hydrid Reader) (BioTek Instruments, SUA) si spectrofotometrul Power
Wave HT (BioTek Instruments, SUA) [334].

Determinarea nivelului dialdehidei malonice s-a efectuat cu ajutorul procedeului descris
de catre cercetatorii studiului, cu unele modificari [130, 131, 288].

Principiul testului de determinare a nivelului DAM se bazeaza pe determinarea
spectrofotometrici a complexului trimetinic format in urma interactiunii DAM cu acidul
tiobarbituric. Continutul de DAM s-a calculat in baza coeficientului molar de absorbtie

¥=1,56x10° mol/cm™ si s-a exprimat in pmol/L supernatant sau pmol/s.g Hb in lizatul eritrocitar.
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Acest compus este un marker recunoscut al stresului oxidativ ce indica direct nivelul de degradare
al lipidelor in celule.

Studierea produselor proteice de oxidare avansata. Printre indicii biochimici care au fost
analizati in contextul modificarilor oxidative ale proteinelor induse de stresul oxidativ sunt
produsele proteice de oxidare avansata [131].

Principiul testului se bazeaza pe apreciere/masurarea valorii absorbantei probei de cercetat
la 340 nm dupa prelucrarea acesteia cu o solutie de acid acetic. Calculul se efectueaza dupa curba
de calibrare construita in baza dilutiilor succesive ale solutiei standard de cloramina-T, cuprinse
intre 0-100 umol/l, si se exprima in umol/l echivalente de cloramina-T.

Determinarea activitidtii superoxid dismutazei s-a efectuat conform procedeului descris de
Capeillere-Blandin C. si coaut., modificat de Gudumac V. si coaut. [279, 331].

Principiul testului se bazeaza pe inhibitia reducerii sarii de tetrazoliu nitroblue (NBT) in
sistemul ce contine fenazinmetosulfat si NADH sub actiunea SOD. Gradul de inhibitie a acestui
proces depinde de activitatea enzimei care se exprima in unititi conventionale. In calitate de unitate
a activitdtii SOD se ia cantitatea de enzima necesara pentru inhibitia cu 50% a reactiei de reducere
a NBT. Activitatea enzimei se raporteaza 1n unitati conventionale la 1L supernatant sau in unitati
conventionale/g Hb in lizatul eritrocitar.

Determinarea activitatii glutation peroxidazei s-a efectuat prin metoda in care glutadion
peroxidaza joaca rol de catalizator al reactiei de oxidare a glutationului de catre hidroperoxidul de
cumen. In prezenta glutation reductazei si NADPH, glutationul oxidat este convertit in forma
redusd, iar NADPH este oxidat in NADP®. Scaderea absorbantei la lungimea de unda de 340 nm
este proportionald cu activitatea glutation reductazei [278, 330].

Principiul testului se bazeaza pe capacitatea enzimei de a oxida glutationul intracelular
redus (GSH) in prezenta peroxidului de hidrogen. Paralel are loc oxidarea coenzimei NADPH in
NADP, fapt ce duce la micsorarea absorbantei mediului de reactie la 340 nm, proportionald cu
activitatea enzimei. Calcularea activitatii enzimei se efectueaza reiesind din coeficientul molar de
absorbtie al NADP-ului (la 37°C si 340 nm & = 6,22 pmol -om?) si se exprima in pmol/(s'L)
supernatant sau umol/s.g Hb in lizatul eritrocitar.

Determinarea activitdtii catalazei a fost realizatda conform metodei descrise de autorii
studiului, cu unele modificari efectuate de Gudumac V. si coaut. [24].

Principiul testului se bazeaza pe proprietatea enzimei de a scinda peroxidul de hidrogen cu
formarea de H2O si de O». Peroxidul de hidrogen formeaza cu molibdatul de amoniu un compus
complex de culoare galbena. In procesul reactiei se micsoreaza cantitatea de peroxid de hidrogen,

fapt ce determind decolorarea mediului de reactie. Gradul de decolorare este direct proportional
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cu activitatea enzimei in proba de cercetat. Activitatea catalazei s-a exprimat in umol/s la 1 L
supernatant sau pmol/s.g Hb in lizatul eritrocitar.

Determinarea activitatii antioxidante totale s-a efectuat conform procedeului elaborat de
un grup de autori , cu unele modificari realizate de Gudumac V. si coaut. [131,332].

Principiul testului se bazeaza pe degradarea radicalului 2,2-azinobis (3-ctilbenzotiazolina
6 sulfonat) (ABTS) la interactiunea acestuia cu compusii testati, atat hidrofili, cat si lipofili, cu
proprietati antioxidante, deoarece acest radical este solubil in apa si in mai multi solventi organici.
Degradarea radicalului ABTS este monitorizata prin masurarea descresterii absorbantei la 734 nm
si se exprima in umol/L supernatant sau pumol/s.g Hb 1n lizatul eritrocitar .

Determinarea activititii glutation reductazei s-a efectuat conform metodei descrise de
autorii studiului si modificata de Gudumac V. si coaut. [131, 330].

Principiul testului rezida in capacitatea enzimei de a reduce glutationul oxidat in glutation
redus. Oxidarea coenzimei nicotinamid dinucleotid fosfat redus (NADPH) in nicotinamid
dinucleotid fosfat (NADP) duce la micsorarea absorbantei mediului de reactie la 340 nm si aceasta
micsorare este proportionald cu activitatea enzimei. Activitatea GR a fost exprimata in umol/s/L
supernatant.

Determinarea activitatii glutation S transferazei s-a efectuat conform metodei propuse de
un grup de cercetatori si modificata de Tagadiuc O. si coaut. [ 144, 280].

Principiul testului s-a bazat pe capacitatea enzimei GST de a cataliza reactia in care este
utilizat GSH si un substrat electrofil, fapt ce duce la cresterea absorbantei mediului de reactie la
346 nm, proportionald cu activitatea enzimei. Activitatea GST a fost exprimatd in umol/s/L

supernatant.

2.4. Procesarea si analiza matematico-statisticd a materialului

Volumul cercetarii si interpretarea rezultatelor studiului au fost bazate pe metodele
statistice actuale, asigurand gradul de reprezentativitate a datelor acceptate pentru studii in
medicina [269].

Rezultatele experimentale obtinute au fost supuse analizei prin aplicarea urmatoarelor
statistici descriptive: media, mediana, abaterea standard, abaterea intercuartild, valoarea minima
si ceea maxima, vizualizate prin graficul jitterplot in combinatia cu boxplot. Testul Friedman a
fost folosit in capitolul de evaluare comparativa dintre loturile studiate si lotul martor, deoarece
unele date la compartimentul dat nu au avut distributie normala (testate prin testul Shapiro Wilk),
numarul unitatilor statistice fiind relativ mic. Avand in vedere designul cercetarii, analiza post-hoc

impune o libertate aparte in sensul identificarii efectelor studiate. In acest scop, pentru a compara
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datele din loturile studiate a fost utilizata corectia Benjamini Hochberg. Baza de date si protocolul
analizei statistice pot fi consultate in repozitoriul GitHub

(https://github.com/arnautoleg/Burduniuc Olga).

2.5. Concluzii la capitolul 2
Pentru atingerea scopului si obiectivelor propuse a fost stabilit designul cercetarii, proiectate sapte
etape si subetape consecutive, in conformitate cu cerintele metodologiei aplicate in cercetérile
medicale.
in studiile experimentale au fost utilizate tehnici si protocoale de cercetare standardizate la nivel
national si international, testate in practicd in studii similare, care corespund principiilor
contemporane de cercetare.
Metodele adecvate principiilor moderne de cercetare (microbiologice, biochimice, imunochimice
s.a.) au permis evaluarea efectului antifungic al compusilor chimici si biologici testati asupra
expresiei unor factori de patogenitate ai fungilor levuriformi cu stabilirea actiunii lor sinergice.
In calitate de inhibitori ai agentilor fungici patogeni au fost testati compusi chimici reuniti in noua
grupe: 1) compusi coordinativi ai cuprului si ai nichelului cu tiosemicarbazone N(4); 2) compusi
coordinativi ai sulfatului de cupru(ll) cu metoxifeniltiosemicarbazone 2-benzoilpiridinei; 3)
compusi coordinativi ai cuprului cu 4-alil-S-alilizotiosemicarbazona 2-formilpiridinei; 4) compusi
coordinativi ai cuprului (I1) cu N(4)-ciclohexiltiosemicarbazona aldehidei salicilice; 5) compusi
coordinativi ai nitratului de cupru (1) cu 4-alil-tiosemicarbazona aldehidei 3,5-dibromosalicilice;
6) compusi coordinativi ai cuprului si ai cobaltului cu 4-alil-S-alchiltiosemicarbazone aldehidelor
3,5-dibromosalicilice; 7) compusi coordinativi ai unor metale 3d cu 4-aliltiosemicarbazona 2,4-
dihidroxiacetofenonei; 8) compusi coordinativi ai unor metale 3d cu 4-aliltiosemicarbazona
acidului piruvic; 9) compusi coordinativi ai cuprului(ll) cu aminoguanizona pirazolonei.
In scopul dezvoltarii de noi sisteme cu eliberare controlata si tintita de preparate antifungice s-au
obtinut nanoparticule de Ag cu dimensiuni reduse (<100 nm), utilizand derivati naturali pe baza
de polizaharide (ex., pululan, celuloza) printr-o metoda eficienta, relativ usoara (coprecipitare) cu
posibilitate de internalizare celulara si studierea ulterioara a potentialei actiuni antifungice.
Evidentierea activitdtii antifungice a compusilor testati a fost realizatd pe sapte tulpini de referinta
din colectiile internationale si pe 50 de izolate clinice prin stabilirea parametrilor calitativi si
cantitativi.
Pentru elucidarea mecanismelor de actiune antifungica si aprecierea adecvata a proprietatilor
farmacologice ale compusilor testati au fost determinati un sir de indicir biochimici si imunologici,
precum markerii stresului oxidativ, sistemului antioxidant si patternului inflamator sub influenta
compusilor biologic activi.
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8. Rezultatele cercetarii au fost supuse analizei statistice detaliate cu utilizarea metodelor
matematice, cu posibilitatea de aprecierec a veridicitatii datelor si de formulare a concluziilor si a

recomandarilor practice.
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3. DISTRIBUTIA LEVURILOR DIN GENUL CANDIDA iN FUNCTIE DE
BIOSUBSTRATURI, PONDEREA FACTORILOR DE PATOGENITATE SI
REZISTENTA LA ANTIFUNGICE

3.1. Prevalenta si spectrul speciilor de Candida implicate in micozele umane

Infectiile cauzate de levuri din genul Candida sunt unele dintre cele mai raspandite infectii
fungice. Acest compartiment include analiza datelor ce tin de diversitatea speciilor de micete
levuriforme depistate in prelevatele clinice colectate din unele institutii medicale din Republica
Moldova in perioada anilor 2018-2022. Datele au fost receptionate pe suport de hartie in baza fisei
de insotire a tulpinii izolate de catre laboratoarele microbiologice din cadrul sistemului de
supraveghere RAM si in conformitate cu criteriile stabilite de protocoalele internationale.
Verificarea datelor, inclusiv a dublarilor, validarea, in special in baza corectitudinii si
completitudinii setului de variabile, a fost urmitoarea etapa. In cazul depistirii dublarilor, datele
au fost eliminate Tn baza metodologii existente. Ca rezultat al procedurilor descrise mai sus, in

studiu au fost selectate 4478 de izolate clinice. Repartizarea agentilor fungici levuriformi

.

X

53
y

identificati dupa apartenenta de specie poate fi urmarita pe Figura 3.1.

3,7

= C. albicans = C. glabrata = C. krusei = C. tropicalis = C. parapsilosis = Alte

Fig. 3.1. Structura principalelor specii de Candida din izolatele clinice (%)

Din numarul total de izolate clinice, in 2754 s-a dovedit a fi prezentd specia Candida
albicans, ceea ce reprezinti o pondere de 61,5% (I 95% 59,4-63,7) care confirma c aceasta specie
ste cea mai frecvent implicata in patologia infectioasa fungica. Reprezentantii Candida non-
albicans au fost identificati in 38,5% (I 95% 36,4-40,7) din izolatele clinice. Dintre speciile de
Candida non-albicans, in 56,8% (I 95% 54,7-59,0) (n=946) din cazuri au fost izolate tulpini de
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Candida glabrata. Cu toate ca frecventa izolarii acestei specii din biosubstraturile clinice este
destul de inalta, in comparatie cu cea a speciei Candida albicans este de trei ori mai mica. Pe locul
trei se situeaza specia Candida krusei, care a fost izolata in 31,8% (I 95% 29,7-34,0) (n=418) din
izolatele clinice. Speciile de Candida parapsilosis si Candida tropicalis pot fi clasate pe locul
patru, cu 5,3% (11 95% 3,2-7,5) (n=58) si 2,4% (11 95% 0,3-4,6) (n=24) din cazuri, respectiv. Alte
12 specii de Candida au fost identificate in 3,7% (I 95% 1,6-5,9) din cazuri, multe dintre ele fiind
izolate intr-o singura proba. Rezultatele obtinute sunt in consens cu cele publicate la nivel mondial
cu referire la agentii cauzali ai diferitor tipuri de candidoze.

Diversitatea biosubstraturilor si numarul de probe sunt prezentate pe Figura 3.2. Cele mai
multe probe biologice au fost prelevate din ciile respiratorii, in 64,1% (If 95% 62,0-66,3) din care
au fost izolate si identificate 11 specii de Candida. Cea mai des intalnita specie in probele din caile
respiratorii a fost C. albicans, in 64,3% (Il 95% 62,3-66,5) din cazuri, urmati de Candida glabrata,
prezenta in 24,5% (Il 95% 22,4-26,7) din cazuri. In 10,2% (II 95% 8,1-12,4) din cazuri a fost
izolata specia Candida krusei, iar in 0,4% (I 95% 1,8-2,6) — Candida tropicalis. Celelalte sapte
specii (Candida famata, Candida kefyr, Candida dublinensis, Candida lambica, Candida
norvegensis, Candida parapsilosis, Candida lipolytica) au fost izolate din unul pana la patru
prelevate biologice recoltate din caile respiratorii.

Speciile din genul Candida au prevalat si in 16,7% (I 95% 14,6-18,9) din probele de
secretii vaginale. Din cele cinci specii de Candida identificate, intaietatea a revenit speciei
Candida albicans cu 90,7% (Ii 95% 88,6-92,9) din cazuri, urmata in ordinea descresterii ponderii
de Candida krusei si de Candida glabrata cu 4,2% (11 95% 2,1-6,4) si cu 4,8% (11 95% 2,7-7,0),
respectiv. Altor doui specii le-au revenit, dupa cum urmeaza: Candida ciferii —0,7% (I 95% 1,5-
2,9) (n=5) si Candida kefyr — 0,3% (I 95% 1,9-2,5).

Al treilea biosubstrat, dupa prevalenta reprezentantilor genului Candida, a fost urina —
9,2% (I1 95% 7,1-11,4). in probele de urina au fost izolate si identificate sapte specii de Candida:
Candida albicans — 43,2% (I1 95% 41,1-45,4) (n=168); Candida glabrata — 29,8% (Ii 95% 27,7-
32,0) (n=116); Candida krusei — 22,1% (IT 95% 20,0-24,3) (n=86). Alte patru specii de Candida
au fost identificate in 4,9% (I1 95% 2,8-7,1) (n=19) din probele de urina: Candida tropicalis — in
3,1% (IT 95% 1,0-5,3) (n=12); Candida parpsilosis — in 0,7% (If 95% 1,5-2,9) (n=3);Candida
famata — in 0,7% (11 95% 1,5-2,9) (n=3) si Candida lipolytica —in 0,3% (If 95% 1,9-2,5) (n=1).

Specii din genul Candida au fost identificate si in 4,0% (If 95% 1,9-6,2) din probele de
mase fecale, din care au fost izolate trei specii: Candida albicans — 47,7% (I1 95% 45,6-49,9),
Candida glabrata — 44,8% (Ii 95% 42,7-47,0) si Candida krusei — 7,6% (I1 95% 5,5-9,8) cazuri.
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In 0,5% (I 95% 1,7-2,7) din probele de lichidul peritoneal au fost izolate aceleasi specii
de Candida: Candida albicans — 59,1% (I 95% 57,0-61,3), Candida glabrata — 22,7% (I 95%
20,6-24,9) si Candida krusei — 18,2% (I 95% 16,1-20,4).

In 17 probe de sange au fost identificate cinci specii de levuri din genul Candida: 52,9%
(11 95% 50,8-55,1) (n=9) — Candida albicans, 23,5% (11 95% 21,4-25,7) (n=4) — Candida glabrata,
11,8% (11 95% 9,7-14,0) (n=2) — Candida parapsilosis si cate 5,9% (Il 95% 3.,8-8,1) (n=1) —
Candida tropicalis si Candida krusei fiecare.

In 89 de probe prelevate din plagi, au prevalat doua specii de candide: in 57,3% (If 95%
55,2-59,5) (n=51) — Candida albicans, iar in 20,2% (I 95% 18,1-22,4) — Candida glabrata.

Alte sapte specii de candide au fost identificate in 20 de probe prelevate din plagi: Candida
parpsilosis — 7,9% (11 95% 5,8-10,1), Candida krusei — 6,7% (11 95% 4,6-8,9), Candida famata —
3,4% (11 95% 1,3-5,6), Candida lusitaniae, Candida guilermondii si Geotrichum candidum —1,1%
(11 95% 1,1-3,3) fiecare.

In 38,2% (11 95% 36,1-40,4) din 123 de alte tipuri de probe biologice a fost izolatd Candida
albicans, in 36,6% (II 95% 34,5-38,8) — Candida parapsilosis, in 9,5% (Il 95% 17,4-21,7) —
Candida glabrata, iar alte cinci specii — Candida lipolytica, Candida lusitaniae, Candida rugosa,
Candida brocorensis si Candida metapsilosis — au fost izolate in 1-2 probe.

Evaluarea distributiei pe grupe a speciilor identificate in functie de biosubstratul analizat
este reprezentatd pe Figura 3.2. Astfel, 25,9% (11 95% 23,8-28,1) din biosubstraturile analizate din
care au fost izolate tulpini de Candida au constituit secretiile vaginale, 21,9% (I 95% 19,8-24,1)
— sputa/aspirat bronsic, 14,1% (If 95% 12,0-16,3) — urina, 7,0% (Il 95% 4,9-9,2) — masele fecale,
3,3% (11 95% 1,2-5,5) — secretiile otice, 3,2% (I1 95% 1,1-5,4) — exsudat din plagi. Cele mai putine
specimene biologice din care au fost izolate levuri din genul Candida au fost prelevatele din
catetere —0,9% (I 95% 1,3-3,1) si sangele — 0,6% (11 95% 1,6-2,8). 24,7% (11 95% 22.6-26,9) din
totalul de probe analizate au fost categorisite ca altele, fiind reprezentate de lichid amniotic, tub
endotraheal, bila, secretii oftalmice s.a.

Analizand ponderea speciilor de Candida in structura biosubstraturilor cercetate s-a
observat ci Candida albicans mai frecvent a fost izolatd din secretiile vaginale — 38,0% (I 95%
35,9-40,2), urmatae de sputd/ aspirat bronsic — 22,5% (Ii 95% 20,4-24,7), urina — 10,0% (Ii 95%
7,9-12,2). Din masele fecale Candida albicans a fost izolata in 6,1% (11 95% 4,0-8,3) din cazuri,
din exsudatul din plagi — 3,0% (I 95% 0,9-5,2), din sange si din caterere — 0,5% (If 95% 1,7-2,7)
si 0,9% (I1 95% 1,3-3,1), respectiv. 17,5% (Il 95% 15,4-19,7) dintre tulpinile de C. albicans au
fost izolate din grupul biosubstraturilor catalogate ca altele.
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Candida glabrata, cel mai frecvent a fost izolata din biosubstraturile catalogate ca altele —
31,3% (11 95% 29,2-33,5). Aceasti specie a mai fost identificata si in 24,9% (I 95% 22,8-27,1)
din n probele de sputi si de aspirat bronsic, in19,2% (Il 95% 17,1-21,4) din probele de urina, in
12,8% (11 95% 10,7-15,0) din probele fecale, in 5,6% (If 95% 3,5-7,8) din probele de secretii
vaginale si in 3,0% (I 95% 0,9-5.2) din probele de exsudat din plagi si de Secretii otice. Candida
glabrata a fost izolatd mai rar din probele de sange — 0,7% (I 95% 1,5-2,9) si din varful cateterelor
—1,2% (11 95% 1,0-3,4).
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Fig. 3.2. Distributia speciilor de Candida in functie de biosubstrat

Specia Candida krusei a fost izolata in 40,5% (II 95% 38,4-42,7) din biosubstraturile
clasificate ca altele, in 25,5% (Ii 95% 23,4-27,7) din probele de urina, in 17,8% (Ii 95% 15,7-20,0)
din probele de sputi si de aspirat bronsic si in 8,9% (I1 95% 6,8-11,1) din secretiile vaginale. in
probele din masele fecale, de exsudat din plagi, din varful cateterelor si de sange C. krusei a fost
prezenti in 3,9% (11 95% 1,8-6,1), 1,8% (11 95% 0,4-4,0), 1,2% (11 95% 1,0-3,4) si 0,3% (I 95%
1,9-2,5) din probe, respectiv.

In acest studiu, Candida tropicalis cel mai frecvent a fost izolati din probele de urina —
48,0% (11 95% 45,9-50,2), mai rar in sputi si in aspiratul bronsic — 24,0% (If 95% 21,9-26,2), in
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sange -8,0% (11 95% 5,9-10,2) si in diverse biosubstraturi clasificate ca altele — in 20,0% (I 95%
17,9-22,2). Nu a fost identificata in exsudatul din plagi, in secretiile vaginale si otice, in catetere
si in masele fecale.

Specia Candida parapsilosis mai frecvent a fost izolata din secretiile otice — 77,2 % (I
95% 75,1-79,4), urmand, in ordine descrescatoare a ponderii, exudatele din plagi — 12,3% (11 95%
10,2-14,5), probele de urina — 5,3% (II 95% 3,2-7,5), sputi/aspirat bronsic, singe si specimene
clasificate ca altele — cate 1,8% (I1 95% 0,4-4,0) din probe.

Distributia speciilor de Candida in functie de substraturile biologice este neuniforma.
Astfel, unele specii au fost izolate din toate biosubstraturile clinice, ex. C. albicans si C. glabrata,
in timp ce altele au fost depistate numai in anumite biosubstraturi, ex. C. dublinensis, C.
norvegensis si C. lumbica care au fost izolate doar din probele prelevatele din tractul respirator.

3.2. Evaluarea sensibilititii la preparatele antifungice a levurilor din genul Candida

Tulpinile de fungi levuriformi din genul Candida au fost testate in vederea determinarii
itraconazol si 5-fluorocitozina. Rezultatele obtinute au fost interpretate in baza a trei criterii:

sensibile (S), sensibile la doze inalte (SSD) si rezistente (R). Rezultatele obtinute sunt prezentate

pe Figura 3.3.
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Fig. 3.3. Sensibilitatea la antifungice a izolatelor de Candida din biosubstraturile clinice
Dintre agentii antifungici testati, amfotericina B a prezentat cea mai mare activitate
antifungica, urmata de itraconazol, 5-fluorocitozina si fluconazol. Ponderea tulpinilor sensibile la
actiunea dozelor terapeutice de amfotericind B, in functie de specie, a variat intre 100 (IT 95%

97,9-102,2) si 96% (I 95% 93,9-98,2), tulpinile sensibile la itraconazol intre 100 (I 95% 97,9-

101



102,2) si 76% (11 95% 73,9-78,2), la 5-fluorocitozina intre 96 (I 95% 93,9-98,2) si 82,7% (11 95%
80,6-84,9), iar la fluconazol intre 100(If 95% 97,9-102.2) si 74,9% (I 95% 72,8-77,1).

Din totalitatea izolatelor de Candida studiate, 97,6% (I 95% 95,5-99,8) s-au dovedit a fi
sensibile (S) la amfotericina B si 2,4% (I 95% 0,3-4,6) rezistente (R). In mod similar, profilul
antifungic (S, SSD, R) pentru fluconazol a fost: 88,0% (I 95% 85,9-90,2) — S, 7,2% (I1f 95% 5,1-
9,4) — SSD si 4,8% (11 95% 2,7-7,0) — R. Pentru itraconazol — 95,2% (If 95% 93,1-97,4) — S, 4,8%
(11 95% 2,7-7,0) — R, iar pentru 5-fluorocitozina — 90,9% (I 95% 88,8-93,1) — S, 4,1% (If 95%
2,0-6,3) — SSD si 5% (I1 95% 2,9-7,2) — R.

Profilul de sensibilitate al izolatelor de Candida la preparatele antifungice testate poate fi
urmarita pe Tabelul 3.1.

In acest studiu, 98,0% (II 95% 95,9-100,2) din izolatele de C. albicans au prezentat
sensibilitate la amfotericina B, iar rezistente s-au dovedit a fi 2,0% (I1 95% 0,2-4,2). Concentratia
de preparat, care asigura inhibitia a 50,0% din cele 1693 de izolate cercetate a fost de 0,25 pg/ml,
iar concentratia care a asigurat inhibitia a 90,0% dintre acestea a fost de 0,5 pg/ml. Aproape aceeasi
repartizare pe grupe de sensibilitate s-a observat la aceasta specie si fata de itraconazol: au fost
sensibile 95,3% (II 95% 93,2-97,5) din izolate, iar 4,7% (11 95% 2.6-6,9) — rezistente. Valorile
concentratiilor minime inhibitorii MIC50 si MIC90 au fost egale si au constituit 0,006 ug/ml.

Profilul de rezistenta al speciei Candida albicans la 5-fluorocitozina si la fluconazol a
inclus si un numadr de izolate cu sensibilitate doar la dozele inalte de preparat, iar valorile obtinute
pentru toate cele trei categorii de sensibilitate au fost foarte apropiate. O diferenta nesemnificativa
a fost semnalati intre ponderea izolatelor sensibile la 5-fluorocitozini si la fluconazol — 93,7% (1i
95% 91,6-95,9) si 92,3% (I 95% 90,2-94,5), respectiv, precum si intre valorile ratelor sensibilitatii
dependenti de doza — 2,1% (If 95% 0,1-4,3) si 3,0% (I 95% 0,9-5,2), respectiv si a rezistentei —
4.2% (Ii 95% 2,1-6,4) si, respectiv, 4,7% (Ii 95% 2,6-6,9) cazuri. Concentratia de fluconazol ce
asigura inhibitia a 50,0% dintre izolatele cercetate de Candida albicans a fost de 0,5 pg/ml, iar
concentratia care a asigurat inhibitia a 90% dintre acestea a fost de 1,0 pg/ml. In cazul 5-
fluorocitozinei aceste valori au fost de 0,03 si de 0,06 pug/ml, respectiv.

Izolatele de Candida gabrata in proportie de 97,2% (I 95% 95,1-99,4) au fost sensibile la
amfotericina B, in timp ce 2,8% (I 95% 0,7-5,0) dintre acestea au fost rezistente. Concentratia de
preparat, care asigura inhibitia a 50% dintre cele 603 de izolate de C. glabrata cercetate a fost de
0,5 pg/ml, iar concentratia care a asigurat inhibitia a 90% dintre acestea a fost de 1,0 pg/ml.
Fluconazolul si 5-fluorocitozina si-au exercitat actiunea in doze foarte mici. Astfel, pentru
fluconazol concentratia de preparat, care asigura inhibitia a 50% din izolate, a fost de 0,001 pg/ml,
fiind egala cu MIC90.
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Tabelul 3.1. Sensibilitatea la antifungice a speciilor de Candida izolate din biosubstraturile

c

linice

Preparatul antifungic

Concentratia minima
inhibitorie (CMI) pg/ml

Numarul/% izolatelor in fiecare

categorie, interpretarea*

Range | MICso | MICy S SSD R
n | % n | % [ n| %
Candida albicans (n=1693)
Amfotericina B 1-1 0,25 0,5 1636 98 - - 34 2
Fluconazol 2-4 0,5 1 1541 | 92,3 51 3 78 | 4,7
0,06 - 0,06 0,06
Itraconazol 0,06 1591 | 95,3 - - 79 4,7
5-fluorocitozina 0,06-0,25 | 0,03 0,06 1565 | 93,7 | 35 2,1 70 | 4.2
Candida glabrata (n=603 )
Amfotericina B 1-1 0,5 1 584 97,2 - - 17 | 2,8
0,001 - 0,001 | 0,001 450 | 749 | 119 | 198 | 32 | 53
Fluconazol 16
Itraconazol ND - - - - - -
0,006- 0,001 | 0,006
5-fluorocitozind 0,12 497 | 82,7 | 59 9,8 45 | 75
Candida krusei (n=337)
Amfotericina B 1-1 0,25 0,5 294 | 95,8 - - 13 | 4,2
Fluconazol ND - - - - - -
Itraconazol ND - - - - - -
5-fluorocitozini ND - - - - - -
Candida parapsilosis (n=57)
Amfotericina B 1-1 0,25 0,5 57 100 - - - -
Fluconazol 2-4 1 2 55 96,5 - - 2 3,5
0,125 - 0,06 | 0,125
Itraconazol 0,125 57 100 - - - -
5-fluorocitozini ND - - - - - -
Candida tropicalis (n=25)
Amfotericina B 1-1 0,25 0,5 24 96 - - 1 4
Fluconazol 2-4 0,5 1 24 96 - - 1 4
0,06 - 0,03 0,06
Itraconazol 0,06 19 76 - - 6 24
5-fluorocitozina ND 24 96 - - 1 4
Candida dublinensis (n=2)
Amfotericina B 1-1 1 1 2 100 - - - -
Fluconazol 2-4 0,5 1 2 100 - - - -
0,06 - 0,06 0,06
Itraconazol 0,06 2 100 - - - -
5-fluorocitozina ND - - - - - -

*S - sensibil; SSD - sensibil la doze inalte de antifungic; R - rezistent
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Pentru 5-fluorocitozind, concentratia de preparat, care asigura inhibitia a 50% de izolate de
C. glabrata cercetate, a fost de 0,001 pg/ml, iar concentratia, care a asigurat inhibitia a 90% dintre
acestea, a fost de 0,006 pg/ml. Profilul de sensibilitate fata de fluconazol pentru aceasta specie
include 74,9% (11 95% 72,8-77,1) de izolate sensibile, 19,8% (If 95% 17,7-22,0) — cu sensibilitate
dependentd de doza si 5,3% (I 95% 3,2-7,5) — rezistente. In cazul 5-fluorocitozinei, ponderea
grupurilor de sensibilitate printre izolatele de Candida glabrata a fost urmatoarea: 82,7% (I 95%
80,6-84,9) — S, 19,8% (I1 95% 17,7-22,0) — SSD si 5,3% (I 95% 3,2-7,5) — R.

Din izolatele de C. krusei testate la sensibilitatea fatd de amfotericina B, 95,8% (IT 95%
93,7-98,0) s-au dovedit a fi sensibile, in timp ce 4,2% (If 95% 2,1-6,4) au prezentat rezistenta.
Concentratia de preparat, care asigurd inhibitia a 50% din izolate, a fost de 0,25 pg/ml, iar
concentratia, care a asigurat inhibitia a 90% dintre acestea, de 0,5 pg/ml.

Analizand sensibilitatea fatd de preparatele antifungice a izolatelor de Candida

parapsilosis (n=57) s-a constatat ca toate manifesta sensiblitate la amfotericina B si la itraconazol.
Concentratia de amfotericind B, care asigura inhibitia a 50% dintre izolatele speciei de C.
parapsilosis, a fost de 0,25 pg/ml, iar concentratia care a asigurat inhibitia a 90% dintre acestea
de 0,5 pg/ml. Pentru itraconazol, CMI50 a fost de 0,06 pg/ml, iar CMI190 — de 0,125 pg/ml. 96,5%
(11 95% 94,4-98,7) de tulpini de C. parapsilosis au fost sensibile la fluconazol si 3,5% (I 95% 1,4-
5,7) — rezistente.
(n=25), sensibilitate la amfotericina B si la fluconazol au demonstrat 96,0% (II 95% 93,9-98,2)
din izolate, iar rezistente la ambele preparate doar 4,0% (Il 95% 1,9-6,2). Concentratia de
amfotericind B, care a asigurat inhibitia a 50% dintre izolatele cercetate de C. tropicalis, a fost de
0,25 png/ml, iar concentratia care a asigurat inhibitia a 90% dintre acestea de 0,5 pg/ml. Pentru
fluconazol, CMI50 a fost de 0,5 pg/ml, iar CMI90 — de 1,0 pg/ml. 76,0% (I 95% 73,9-78,2) din
izolatele acestei specii au prezentat sensibilitate la itraconazol, iar 24,0% (II 95% 21,9-26,2) —
rezistentd. Pentru itraconazol, in cazul speciei C. tropicali,s CMI50 a fost de 0,03 pg/ml, iar
CMI90 - 0,06 pg/ml.

Tulpinile de C. dublinensis s-au dovedit a fi sensibile 100% (Ii 95% 97,9-102,2) fata de
amfotericind B, fluconazol si itraconazol. Concentratia de amfotericind B, care asigura inhibitia a
50% dintre izolatele cercetate a acestei specii, a fost de 1,0 pg/ml, egala cu concentratia care a
asigurat inhibitia a 90% dintre acestea. Pentru fluconazol, CMI50 a fost de 0,5 pg/ml si CMI90 de
1,0 pg/ml, iar pentru itraconazol aceste valori au constituit 0,06 ng/ml pentru fiecare.

O serie de tulpini izolate din cele mai relevante biosubstraturi clinice au fost testate la o

gama mai larga de preparate antifungice: amfotericina B, anidulafungina, micafungina, fluconazol,

104



itraconazol, posaconazol, voriconazol, 5-flucitozina si capsofungina. Rezultatele obtinute pot fi

urmarite pe Figura 3.4.
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Fig. 3.4. Fungigrama speciilor de Candida la preparatele antifungice testate

Izolatele studiate au prezentat un nivel ridicat de sensibilitate fata de toate preparatele
antifungice testate. Pentru cinci dintre cele noud preparate au fost identificate doar doua categorii
de sensibilitate — S si R, in timp ce pentru preparatele fluconazol, posaconazol, voriconazol si
caspofungina au fost identificate izolate cu profil de sensibilitate la doze 1nalte de preparat. Nivelul
de sensibilitate in esantionul studiat fati de cele noui preparate testate a fost intre 93,5% (I 95%
91,2-95,5) si 80,0% (Il 95% 77,9-82,2), cel mai inalt fiind fati de amfotericina B si 5-
fluorocitozina, iar cel mai scazut — fatd de fluconazol si caspofungina. Din totalitatea izolatelor de
Candida studiate, 93,5% (If 95% 91,2-95,5) s-au dovedit a fi sensibile la amfotericina B si 6,5%
(11 95% 4,4-8,7) - rezistente. Analiza profilului de sensibilitate la antifungice a aritat ci la
anidulafungina 88,5% (I 95% 86,4-90,7) din izolate au fost sensibile si 11,5% (If 95% 9,4-13,7)
— rezistente; la micafungini — 89,5% (If 95% 87,4-91,7) — S si 10,5% (Il 95% 8,4-2,7) — R; la
fluconazol — 81,0% (I 95% 78,9-83,2) — S, 10,5% (I 95% 8,4-12,7) — SSD si 8,5% (Ii 95% 6,4-
10,7) — R; la itraconazol — 84,5% (If 95% 82,4-86,7) — S, 15,5% (Ii 95% 13,4-17,7) — R; la
posaconazol — 89,5% (I1 95% 87,4-91,7) — S, 2,0% (I 95%-0,2-4,2) — SSD si 8,5% (Il 95% 6,4-
10,7) — R; la voriconazol — 88,0% (Ii 95% 85,9-90,2) — S, 3,0% (I 95% 0,9-5,2) — SSD si 9,0%
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(11 95% 6,9-11,2) — R; la 5-fluorocitozini — 93,1% (I1 95% 91,0-95,3) — S si 6,9% (11 95% 4,8-9,1)
— R si la caspofungina — 80,0% (Ii 95% 77,9-82,2) — S, 9,0% (I 95% 6,9-11,2) — SSD si 11,0%
(11 95% 8,9-13,2) - R.

Profilul de sensibilitate al izolatelor de Candida la cele noua preparate antifungice testate
in functie de specie poate fi urmarita in Anexa 2.

In acest studiu, 97,5% (I 95% 95,4-99,7) din izolatele de C. albicans au prezentat
sensibilitate la amfotericina B, iar rezistente s-au dovedit a fi 2,5% (I1 95% 0,4-4,7). Concentratia
de preparat, care asigura inhibitia a 50% de izolate cercetate, a fost de 0,25 pg/ml, iar concentratia
care a asigurat inhibitia a 90% dintre acestea, a fost de 0,5 ug/ml. O repartizare asemanatoare pe
grupe a fost si in cazul preparatelor antifungice posaconazol si micafungini. In cazul
posaconazolului, 95,9% (Ii 95% 93,8-98,1) din izolate au fost sensibile, iar 4,1% (Ii 95% 2,0-6,3)
— rezistente. Valorile concentratiilor minime inhibitorii CMI50 si CMI90 ale posaconazolului au
constituit 0,006 pg/ml fiecare. Sensibile la actiunea micafunginei au fost 94,2% (11 95% 92,1-96,4)
din izolate, iar rezistente — 5,8% (11 95% 3,7-8,0). Valorile CMI50 si CMI90 pentru acest preparat
au fost de 0,016 pg/ml. La 5-fluorocitozind au manifestat sensibilitate 93,4% (Ii 95% 91,3-95,6)
din izolatele cercetate, iar 6,6% (I 95% 4,5-8,8) au fost rezistente, valorile CMI50 si CMI90 au
fost de 0,06 si de 0,25 pg/ml, respectiv.

La anidulafungini au fost sensibile 87,6% (II 95% 85,5-89,8) dintre izolatele de C.
albicans, iar 12,4% (I1 95% 10,3-14,6) — rezistente. Valorile CMI50 si CMI90 au fost identice si
au constituit 0,03 pg/ml. La itraconazol au fost sensibile 85,1% (I 95% 83,0-87,3) din izolatele
de C. albicans, iar 14,9% (If 95% 12,8-17,1) — rezistente. Concentratia de itraconazol care asigura
inhibitia a 50% din izolatele de C. albicans a fost de 0,03 pg/ml, iar a 90% din izolate — 0,06
pg/ml.

Printre izolatele de C. albicans testate la preparatele antifungice fluconazol, voriconazol si
caspofungina au fost identificate si tulpini cu sensibilitate dependentd de doza preparatului aplicat.
90,9% (IT 95% 88,8-93,1) din izolatele de C. albicans testate au prezentat sensibilitate la
fluconazol, 0,8% (I1 95% 1,4-3,0) — sensibilitate dependenti de doza preparatului si 8,3% (I1 95%
6,2-10,5) au fost rezistente la preparat. Concentratia de fluconazol, care asigura inhibitia a 50%
din izolatele de C. albicans, a fost de 0,5 pg/ml, iar a 90% din izolate — 1,0 pg/ml. La actiunea
voriconazolului au fost sensibile 91,7% (IT 95% 89,6-93,9) din izolatele de C. albicans, 1,7% (Ii
95% 0,5-3,9) au manifestat sensibilitate dependenta de doza, iar 6,6% (II 95% 4,5-8,8) au fost
rezistente. Concentratia de voriconazol, care asigura inhibitia a 50% din izolatele de C. albicans,
a fost de 0,06 pg/ml, iar a 90% din izolate — de 0,25 pg/ml. In cazul caspofunginei, rata izolatelor
sensibile a fost de 81,0% (IT 95% 78,9-83,2), a celor SSD — 8,3% (11 95% 5,9-10,8), iar a izolatelor
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rezistente — 10,7% (I1 95% 8,6-12,9). CMI50 a acestui preparat a constituit 0,016 pg/ml, iar CMI90
—0,25 pg/ml.

82,7% (11 95% 80,6-84,9) din cele 52 de izolate de C. glabrata au prezentat sensibilitate la
amfotericina B, iar rezistente la acest preparat s-au dovedit a fi 17,3% (I 95% 15,2-19,5).
Concentratia de preparat, care asigura inhibitia a 50% din cele 52 izolate cercetate, a fost de 0,25
ug/ml, iar a 90% dintre acestea — de 0,5 pg/ml.

O repartizare asemandtoare pe grupe a fost si in cazul preparatelor anidulafungina,
micafungini si 5-fluorocitozini. In cazul anidulafunginei, rata izolatelor sensibile a constituit
94,2%, (11 95% 92,1-96,4), iar a celor rezistente — 5,8% (I 95% 3,7-8,0). Valorile concentratiilor
minime inhibitorii CMI50 si CMI 90 ale anidulafunginei au fost egale cu 0,03 si cu 0,06 pg/ml,
respectiv. Sensibile la actiunea micafunginei au fost 84,6% (I1 95% 82,5-86,8) din izolate, iar
rezistente — 15,4% (I 95% 13,3-17,6). Valorile concentratiilor minime inhibitorii CMI50 si
CMI90 au constituit 0,03 pg/ml fiecare. La actiunea 5-fluorocitozinei au manifestat sensibilitate
88,5% (I1 95% 86,4-90,7) din izolatele cercetate, iar 11,5% (If 95% 9,4-13,7) au fost rezistente.
Valorile concentratiilor minime inhibitorit CMI50 si CMI90 pentru 5-fluorocitozina pentru
izolatele de C. glabrata au fost de 0,006 si de 0,12 pg/ml, respectiv.

La testarea a patru dintre preparatele antifungice (fluconazol, posaconazol, voriconazol si
caspofungind) fata de izolatele de C. glabrata au fost identificate tulpini care au manifestat
sensibilitate, sensibilitate la doze inalte si rezistentd. Doar 50% (IT 95% 47,9-52,2) din izolatele de
C.glabrata testate au fost sensibile la fluconazol, 38,5% (Il 95% 36,4-40,7) au manifestat
sensibilitate dependenti de doza, iar 11,5% (I 95% 9,4-13,7) au fost rezistente la acest preparat.
Concentratia de fluconazol care a asigurat inhibitia a 50% din izolatele de C. glabrata a fost de
0,5 pg/ml, iar a 90% din izolate — 1,0 pg/ml. La actiunea posaconazolului s-au dovedit a fi sensibile
82,7% (11 95% 80,6-84,9) din izolatele de C. glabrata, 3,8% (If 95% 1,7-6,0) au manifestat
sensibilitate dependentd de doza, iar 13,5% (II 95% 11,4-15,7) au fost rezistente. CMI50 a
posaconazolului in raport cu C. glabrata a fost de 0,5 pg/ml, iar CMI90 — 1,0 pg/ml. La actiunea
voriconazolului au fost sensibile 88,5% (1T 95% 86,4-90,7) din izolatele de C. glabrata, 3,8% (I
95% 1,7-6,0) au prezentat sensibilitate dependenta de doza, iar alte 3,8% (Il 95% 1,7-6,0) —
rezistentd. Concentratia de voriconazol care asigura inhibitia a 50% din izolatele de C. glabrata a
fost de 1,0 pg/ml, iar a 90% din izolate — 2,0 pg/ml. In cazul caspofunginei, rata izolatelor sensibile
a fost de 84,6% (I1 95% 82,5-86,8), a celor sensibile la doze inalte — 5,8% (Il 95% 3,7-8,0), iar
rezistente — 9,6% (11 95% 7,5-11,8). CMIS50 a acestui preparat in raport cu izolatele de C.glabrata
a fost de 0,03 pg/ml, iar CMI90 — 0,06 pg/ml.
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Speciile de C. parapsilosis au fost 100% (I 95% 97,9-102,2) sensibile la amfotericina B,
concentratia preparatului care a asigurat inhibitia a 50% din izolatele cercetate a fost de 0,25 pg/ml,
iar a 90% din izolate — 0,5 pg/ml. La anidulafungina doar 75,0% (I 95% 72,9-77,2) din tulpini s-
au dovedit a fi sensibile si, respectiv, 25,0% (Il 95% 22,9-27,2) rezistente. Valorile concentratiilor
minime inhibitorii CMI50 si CMI90 ale anidulafunginei au fost egale cu 1,0 si cu 2,0 pg/ml,
respectiv. In cazul preparatului micafungini, izolatele sensibile au constituit 83,3% (11 95% 81,2-
85,5), iar cele rezistente — 16,7% (Il 95% 14,6-18,9). Valorile concentratiilor minime inhibitorii
CMI50 si CMI90 au fost 0,5 pg/ml si 1,0 pg/ml. Conform standardelor pentru testarea speciilor
de Candida la preparatele antifungice nu se recomanda testarea 5-fluorocitozinei pentru speciile
de C. parapsilosis, din cauza lipsei valorilor de interpretare.

La preparatele din grupa azolilor, tulpinile de C. parapsilosis au prezentat sensibilitate
inalta. Astfel, 100% (I 95% 97,9-102,2) din tulpini au fost sensibile la fluconazol, itraconazol si
voriconazol, iar valorile concentratiilor minime inhibitorii CMI50 si CMI90 au fost diferite pentru
aceste preparate. Concentratia preparatului care a asigurat inhibitia a 50% din izolatele cercetate a
fost de 0,5 pg/ml, iar concentratia care a inhibat 90% — 2,0 ng/ml. Pentru itraconazol, CMI50 si
CMI90 au fost identice si au constituit 0,125 pg/ml, iar pentru voriconazol CMIS50 a constituit
0,125 pg/ml si pentru CMI90 — 0,25 pg/ml. Tulpinile testate la posaconazol au inregistrat o
sensibilitate Tnaltd, 91,7% (Ii 95% 89,6-93,9) tulpini fiind sensibile si doar 8,3% (Ii 95% 6,2-10,5)
rezistente. Valorile concentratiilor minime inhibitorii pentru acest preparat, care au asigurat
inhibitia a 50% si a 90% din tulpini, au fost de 0,03 pg/ml si de 0,06 pg/ml, respectiv.

In cazul caspofunginei situatia a fost diferitd, comparativ cu antifungicele mentionate mai
sus. Doar 50% (I 95% 47,9-52,2) din tulpinile de C. parapsilosis au prezentat sensibilitate la acest
preparat, iar 33,3% (Ii 95% 31,2-35,5) au fost sensibile la doze inalte, rata izolatelor rezistente a
constituit 16,7% (IT 95% 14,6-18,9). CMI50 a acestui preparat in raport cu izolatele de C.
parapsilosis a fost de 0,5 ug/ml, iar CMI90 — 1,0 pg/ml.

Specia C. tropicalis s-a dovedit a fi mai rezistenta la antifungicele testate, comparativ cu
restul speciilor de Candida. Astfel, aceste tulpini au prezentat o rezistenta marcata la preparatele
din grupa azolilor. La fluconazol, itraconazol si voriconazol, 66,7% (Il 95% 64,6-68,9) din
tulpinile de C. tropicalis au fost sensibile, iar 26,7% (I 95% 24,6-28,9) — rezistente la fluconazol
si itraconazol. La voriconazol, 20,0% (II 95% 18,9-22,2) din tulpinile de C. tropicalis au fost
rezistente, iar 13,3% (11 95% 11,2-15,5) au fost sensibile in dependentd de dozi. CM50 si CMI90
pentru fluconazol a fost de 0,5 pg/ml si de 1,0 pg/ml, respectiv, pentru itraconazol 0,125 pg/ml
atat pentru CMIS0, cat si pentru CMI90, iar pentru voriconazol CMI50 a fost de 1,0 pg/ml, iar

pentru CMI190 de 2,0 pg/ml. In cazul posaconazolului sensibilitatea tulpinilor testate s-a dovedit a
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fi de 73,3% (I1 95% 71,2-75,5), sensibile la doze inalte de preparat si rezistente au fost cate 13,3%
(11 95% 11,2-15,5) din tulpini. CMI50 pentru posaconazol a fost de 0,25 pg/ml, iar pentru CMI90
— 0,5 pg/ml. Sensibilitatea la caspofungina a tulpinilor de C. tropicalis a fost de 86,7% (I 95%
84,6-88,9), la anidulafungini — 86,7% (I 95% 84,6-88,9) si la micafungini — 73,3% (11 95% 71,2-
75,5). Rezistenta tulpinilor de C. tropicalis la aceste preparate a constituit 13,3% (I 95% 11,2-
15,5), 6,7% (11 95% 4,6-8,9) si 26,7% (11 95% 24,6-28,9), respectiv. Valoarea CMI50 pentru toate
aceste trei preparate testate a fost egald cu 0,03 pg/ml, iar CMI90 pentru anidulafungina si
micafungina a fost de 3 0,06 ug/ml, in timp ce pentru caspofungini — 0,03 pg/ml.

C. tropicalis s-a dovedit a fi sensibila la amfotericina B in 93,3% din cazuri (I 95% 91,2-
95,5), la 5-flucitozini — 93,3% cazuri, (Il 95% 91,2-95,5) si doar 6,7% (11 95% 4,6-8,9) din tulpini
au prezentat rezistentd la aceste preparate. CMIS0 si CMI90 pentru amfotericina B a constituit
0,25 pg/ml si 0,5 pg/ml, respectiv. Pentru S-flucitozina, CMIS0 si CMI90 a fost de 0,06 pg/ml
pentru fiecare.

3.3. Cercetarea exprimarii factorilor de patogenitate la tulpinile de Candida spp.
izolate din biosubstraturi clinice

Fungii patogeni poseda proprietati importante, precum patogenitatea si virulenta.
Patogenitatatea permite fungilor de a initia un proces infectios, dar aceasta nu se va dezvolta daca
fungii nu vor fi suficient de virulenti pentru a strabate barierele de aparare ale organismului uman
si a patrunde 1n el. Actualmente, identificarea factorilor de patogenitate la levuri joaca un rol major
in elucidarea patogenezei infectiilor fungice in vederea dezvoltariia de noi preparate antfungice
pentru a creste eficacitatea tratamentului acestora.

Mecanismele care moduleaza virulenta fungilor levuriformi la moment nu sunt pe deplin
cunoscute, insa deja sunt dovezi ca deteriorarea si liza celulelor-gazda sunt principalii factorii care
contribuie la patogenitatea fungica. Fungii patogeni produc enzime degradante -care
depolimerizeaza structurile care le impiedica sa patrunda in organismul-gazda, facilitand
diseminarea si stabilirea bolii. Astfel, aceste enzime provoaca leziuni ale tesutului gazdei, afectand
imunitatea. Pentru a invada, fungii utilizeaza acesti factori de patogenitate si penetreaza
epiteliul/endoteliul cu ajutorul enzimelor hidrolitice, cum ar fi fosfolipaze extracelulare, proteaze,
lipaze s.a. Astfel, fungii levuriformi dispun de un arsenal important de factori de patogenitate,
precum sistemul enzimatic si formarea biofilmelor, studiati in prezenta lucrare.

Astfel, in urma studiului a fost dovedita semnificatia fosfolipazei extracelulare ca marker
de diagnosticare al infectiilor fungice si s-au obtinut unele dovezi ale folosirii acesteia ca potentiala
tinta terapeutica impotriva dezvoltarii bolii. In studiul dat, fosfolipaza extracelulara a fost pusi in
evidenta la 94% (74,6%; 11 95% 67,0-82,2) din tulpinile de C. albicans, 12,8% (Il 95% 4,4-14,re6)
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dintre ele prezentand activitate enzimaticd moderatd si 87,2% (If 95% 85,1-89,4) — activitate
enzimatica nalta, iar 25,4% (17,8-33,0) de tulpini nu au produs aceasta enzima. Dintre speciile de
C. non-albicans, cele mai multe tulpini producatoare de fosfolipaza au fost inregistrate printre C.
tropicalis — 53,8% (11 95% 35,5-72,1), 94,3% (11 95% 92,5-96,5) inregistrand activitate enzimatica
moderata si 5,7% (Il 95% 3,6-7,9) — activitate enzimatica inalta, iar la 46,2% (II 95% 34,0-58,3)
din tulpini nu a fost pusa in evidenta aceasta enzima.

Producerea de proteaze este un alt factor de patogenitate care permite fungilor sa invadeze
organismul-gazda si sa hidrolizeze proteinele. In cercetarea realizata de noi a fost inregistrata
producerea de proteaze la un numir mai mare de C. albicans - 78,6% (II 95% 71,4-85,7), in
comparatie cu tulpinile de C. non-albicans — 52,5% (If 95% 50,4-54,7). Sinteza acestei enzime a
fost pusa in evidenta la 55,4% (I 95% 37,1-73,6) din tulpinile de C. tropicalis, 53,1% (I 95%
18,2-88,1) din tulpinile de C. glabrata si la 42,9% (If 95% 40,8-45,1) din tulpinile de C. krusei.
Lipsa activititii enzimatice a fost inregistrati la 21,4% (Il 95% 14,3-28,6) din tulpinile de C.
albicans, la 44,6% (11 95% 32,5-56,7) de C. tropicalis, 1a 46,9% (11 95% 29,6-64,2) de C. glabrata
sila 57,1% (11 95% 36,0-78,3) de C. krusei.

Este foarte important de mentionat rolul hemolizinelor in supravietuirea levurilor si in
invadarea organismului uman. Prin formarea porilor in membrana celulara, hemolizinele asigura
diseminarea infectiei in macroorganism si dezvoltarea simptomelor severe ale bolii. Producatori
de hemolizine s-au dovedit a fi 90,5% (I 95% 85,4-95,6) din tulpinile de C. albicans, dintre care
50,9% (Ii 95% 37,3-54,7) au manifestat activitate enzimaticd moderata si 49,1% (Ii 95% 35,8-
53,1) - activitate enzimatici inaltd. Activitate enzimaticd nu s-a inregistrat doar la 19,5% (If 95%
17,4-21,7) din izolatele de C. albicans. Rata de exprimare a acestei enzime a fost inregistrata si la
88 din tulpinile de C. non-albicans, intietatea revenind speciei C. tropicalis — 56,9% (IT 95%
38,7-75,1), urmata de C. glabrata — 96,9% (I 95% 94,8-99,1) si C. krusei — 95,2% (I 95% 93,1-
97,4). La nici o tulpina de C. glabrata si de C. krusei nu s-a inregistrat activitate hemolizinica
inalta.

O altd enzima determinata la tulpinile clinice de levuri a fost esteraza. Dintre speciile de
Candida, toate tulpinile de C. tropicalis au prezentat activitate esterazica. in total,. 80,5% (I 95%
74,1-87,8) din tulpinile de C. albicans au fost producatoare de esteraza, 56,9% (54,8-59,1) au
manifestat activitate enzimatici moderata, iar 43,1% (Ii 95% 41,0-45,3) — activitate enzimatica
inalta. La 19,5% (IT 95% 12,2-25,9) din izolate nu a fost detectata prezenta acestei enzime. Dintre
speciile de C. tropicalis, activitate enzimatica au prezentat 100% (If 95% 97,9-102,2) din izolate:
35,4% (I 95% 23,8-47,0) — moderata si 64,6% (I 95% 53,0-76,2) — inalta. La 45,0% (II 95%

21,7-64,0) din tulpinile de C. krusei a fost demonstrata prezenta activitatii enzimatice moderate,
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la 55,0% (31,0-73,7) — activitate enzimatica inalta, iar la 4,8% (Ii 95% 4,3-18,9) din tulpini nu a
fost pusa in evidenta aceastd enzima. Dintre tulpinile de C. glabrata, 80,0% (II 95% 48,9-92,2) au
manifestat activitate esterazica moderata si 20,0% (II 95% 0,5-35,8) — inala. Nu au fost
producitoare de esteraze 53,1% (Il 95% 51,0-55,3) din izolatele de C. glabrata.

Exprimarea producerii deoxiribonucleazei extracelulare (DNA-azei) este sugestiva in
determinarea patogenitatii tulpinilor de Candida spp. DNA-aza este o enzima care scindeaza acizii
nucleici si asigura reducerea viscozitatii secretiilor, in care se aduna ADN-ul din celulele lezate,
asigurandu-le cu nucleotide pentru metabolismul de sinteza, favorizand raspandirea lor in
organismul-gazda. Aceasta enzima a fost detectatd mai des la tulpinile clinice de C. albicans —
26,2% (11 95% 18,5-33,9), comparativ cu C. tropicalis —20,0% (11 95% I 95% 5,3-34,7), C. krusei
— 42,9% (I 95% 40,8-45,1) si C. glabrata — 3,1% (II 95% 1,0-5,3). Nu a prezentat activitate
enzimatica inalta in raport cu DNA-aza nici o tulpini de C. glabrata (Anexa 3).

Exprimarea factorilor de patogenitate enzimatica la izolatele de Candida spp. rezistente la
antifungice s-a dovedit a fi mai inaltd comparativ cu tulpinile sensibile. Tulpinile de Candida spp.
rezistente la fluconazol au prezentat o pondere de exprimare a fosfolipazei, proteazei, hemolizinei
si esterazei mai mare, constituind 83,0% (I 95% 80,9-85,2), 84,5% (I 95% 82,4-86,7), 92,3% (Ii
95% 90,2-94,5) si 72,3% (I1 95% 70,2-74,5), respectiv, fata de tulpinile sensibile — 35,0% (Ii 95%
32,9-37,2), 37,4% (11 95% 35,3-39,6), 26,6% (Il 95% 24,5-28,8) si 36,4% (I 95% 34,3-38,6),
respectiv. Diferente mai putin evidente au fost observate la producerea DNA-azei, tulpinile

rezistente depasind cu 30,9% (If 95% 28,8-33,1) pe cele sensibile (Figura 3.5).
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Fig. 3.5. Frecventa exprimarii factorilor enzimatici de patogenitate la tulpinile de Candida

spp. rezistente la fluconazol comparativ cu cele sensibile (%0)
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Tulpinile de Candida spp. rezistente la 5-flucitozina au prezentat o pondere de exprimare
a fosfolipazei, proteazei, hemolizinei si esterazei mai mare, constituind 74,2% (Ii 95% 72,1-76,4),
88,4% (I1 95% 86,3-90,6), 100% (1T 95% 97,9-102,2) si 64,6% (I 95% 62,5-66,8), respectiv, fata
de tulpinile sensibile. Diferente mai putin evidene au fost observate la producerea DNA-azei,
depasind cu 42,2% (11 95% 40,1-44,4) tulpinile sensibile (Figura 3.6.).

Pe Figura 3.6. este prezentat aspectul fenotipic al unor factori de patogenitate investigati la
tulpinile de Candida spp. cercetate in lucrarea data.

Un alt factor de patogenitate cercetat in acest studiu a fost activitatea antilizoz a speciilor
de Candid. S-a dovedit ca lizozimul provine din degradarea celulelor liniei granulocitare,
monocitare, care contin aceasta enzima in lizozomi. Cresterea tolerantei fungilor la actiunea
lizozimului este una dintre strategiile adoptate de fungi pentru a-si asigura persistenta pe termen
lung in organismul-gazda.

Astfel, din cele 244 de tulpini izolate din biosubstraturi clinice, activitate antilizozim au
prezentat 95,9% (I 95% 93,8-98,1) in timp ce doar 4,1% (I 95% 1,6-6,6) au fost inactive. Marea
majoritate a tulpinilor clinice au manifestat grad mediu de exprimare a activitatii antilizozim —
53,4% (I 95% 40,5-66,3) de Candida spp., inclusiv 54,5% (Ii 95% 44,4-61,5) C. albicans, 47,6%
(11 95% 34,0-58,3) C. tropicalis, 53,6% (Il 95% 29,6-64,2) C. glabrata si 65,0% (Il 95% 41,1-
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Fig. 3.6. Frecventa exprimarii factorilor enzimatici de patogenitate la tulpinile de Candida

spp. rezistente la 5-flucitozind comparativ cu cele sensibile (%)
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Grad inalt de exprimare a activitatii antilizozim au prezentat 30,9% (If 95% 22,1-38,2) din
izolatele de Candida spp., dintre care C. albicans — 30,9% (Ii 95% 22,1-38,2), C. tropicalis —
41,3% (11 95% 28,1-51,9), C. glabrata — 7,1% (I 95% 2,1-14,6) si C. krusei — 15,0% (I1 95% 0,7-
29,2). Un grad mic de exprimare a activitatii antilizozim au prezentat 14,6% (If 95% 8,2-20,4) din
izolatele de C. albicans, 11,1% (If 95% 3,2-18,3) — de C. tropicalis, 39,3% ( 1I 95% 17,9-50,8) —
de C. glabrata si 20,0% (Ii 95% 2,2-35,8) — de C. krusei (Tabelul 3.2).

Tabelul 3.2. Capacitatea de inactivare a activitatii lizozimului de citre izolatele de Candida

spp.
Specia Nu au inactivat Gradul de exprimare a AAL
de lizozimul inalt (K>2,5) | Mediu (K0,5-2,49) | Mic (K<0,49)

Candida n (%; If 95%) n (%; Ii 95%) n (%; I 95%) n (%; I 95%)

C. albicans 3 38 67 18
(2,4; 0,3-5,0) (30,9; 22,1-38,2) (54,5; 44,4-61,9) (14,6; 8,2-20,4)

C. tropicalis 2 26 30 7
(3,1;-1,1-7,3) | (41,3;28,1-51,9) | (47,6;34,0-58,3) | (11,1;3,2-18,3)

C. glabrata 4 2 15 11
(12,5; 1,0-23,9) (7,1; -2,1-14,6) (53,6; 29,6-64,2) | (39,3; 17,9-50,8)

C. krusei 1 3 13 4
(4,8;-4,3-13,9) | (15,0;-0,7-29,2) | (65,0;41,1-82,7) | (20,0; 2,2-35,8)

Total 10 69 125 40
(4,1%; 1,6-6,6) | (29,5;20,7-38,3) | (53,4;40,5-66,3) | (17,1;4,9-29,3)

Nota: AAL — activitate antilizozim

Rezultatele evaluarii proprietatii de inactivare a lizozimului a tulpinilor de Candida spp.
rezistente si sensibile la fluconazol sunt prezentate pe Figura 3.7. Tulpinile rezistente au prezentat
in 38,5% (11 95% 36,4-40,6) din cazuri grad inalt de exprimare a activitatii antilizozim, 58,9% (Ii
95% 56,8-61,1) — grad mediu si 2,6% (I 95% 0,5-4,8) — grad mic.

N
o
i
—t—

-10 R - SsD S
B Grad tnalt ®Grad mediu = Grad mic

Fig. 3.7. Capacitatea de inactivare a lizozimului a tulpinilor de Candida spp.

rezistente si sensibile la fluconazol (%)
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Tulpinile sensibile au prezentat un grad inalt de inactivare a lizozimului in 18,0% (II 95%

15,9-20,2) din cazuri, iar grad mediu si mic de inactivare a lizozimului s-a inregistrat la cate 41,0%

(IT 95% 38,9-43,2) din tulpini. Tulpinile sensibile la 5-flucitozind au prezentat un grad inalt de
inactivare a lizozimuluai in 9,0% (I 95% 6,9-11,2) din cazuri, grad mediu — in 51,3% (I 95%
49,2-53,5) si grad mic — in 39,7% (I 95% 37,6-41,9) (Figura 3.8.).

Sistemul complement, un set complex de proteine si glicoproteine plasmatice (C1, C2, C3,

..., C9, B, D, P s.a.) ce se pot activa in cascada, are proprictatea de a distruge agentii fungici

patogeni si detine un rol primordial in apdrarea antiinfectioasa si in reglarea functiei imune.

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

0

-10

-20

B Grad 1nalt

SSD

]

B Grad mediu = Grad mic

Fig. 3.8. Capacitatea de inactivare a lizozimului a tulpinilor de Candida spp.

rezistente si sensibile la 5-flucitozina (%)

Pentru supravietuire, fungii levuriformi patogeni au dezvoltat diverse mecanisme pentru

inactivarea sistemului complement al organismului (Tabelul 3.3).

Tabelul 3.3. Capacitatea de a inactiva complementul a izolatelor de Candida spp.

Tulpinile care au

Concentratia complementului

Specia de inactivat 15 UH50/ml, 5-15 UH50/ml, 5 UH50/ml,
Candida complementul, n (%; If 95%) n (%; If 95%) n (%; Ii 95%)
n (%; I 95%)
C. albicans 117 98 18 1
(92,9; 90,8-95,4) | (83,8;70,5-85,0) | (154;8,2-20,4) (0,8; 0,7-2,3)
C. tropicalis 65 25 34 6
(100; 97,9-102,2) | (38,5;26,6-50,3) | (52,3;40,2-64,4) | (9,2;2,2-16,3)
C. glabrata 27 13 12 2
(84,4; 82,3-86,6) (48,2; 23,6-57,6) | (44,4;20,7-54,3) (7,4, 2,1-14,6)
C. krusei 19 6 7 6
(90,5; 88,4-92,7) (31,6; 9,2-47,9) (36,8; 13,2-53,5) | (31,6;9,2-47,9)
Total 228 142 71 15
(93,4; 91,3-95,6) (62,3;52,8-71,8) | (31,1;19,0-43,3) (6,6; 4,5-8,8)
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In prezenta cercetare, din cele 244 de tulpini studiate, 93,4% (Ii 95% 91,3-95,6) au
prezentat activitate anticomplement, dintre care 62,3% (II 95% 52,8-71,8) au inactivat
complementul la o concentratie mai mare de 15 UH50/ml, 31,1% (If 95% 19,0-43,3) — la o
concentratie de la 5 UH50/ml pana la 15 UHS50/ml si 6,6% (I1 95% 4,5-8,8) — la o concentratie de
5 UH50/ml. Nu au inactivat complementul doar 16 tulpini sau 6,6% (I 95% 4,5-8,8%).

Izolatele de Candida spp. rezistente la 5-flucitozina au inactivat complementul in proportie
de 100% (IT 95% 97,9-102,2), iar tulpinile sensibile dependent de doza in proportie de 89,5% (I
95% 87,4-91,7) (Figura 3.9.)
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Fig. 3.9. Capacitatea de inactivare a complementului a tulpinilor de Candida spp.
rezistente si sensibile la S-flucitozina (%)
Majoritatea tulpinilor rezistente la fluconazol si sensibile dependent de doza au inactivat
complementul la o concentratie de 15 UH50/ml, 97,4% (I1 95% 95,3-99,6) si 84,2% (I 95% 82,1~
86,4), respectiv (Figura 3.10.).

L L1

15 UH50/ml  ®m5-15 UH50/ml =5 UH50/ml

e e

BN PRNWRAUINIWOWORFNW
OOOCOOOOOOOOOOOOOOOO

Fig. 3.10. Capacitatea de inactivare a complementului a tulpinilor de Candida spp.

rezistente si sensibile la fluconazol (%)
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Formarea biofilmelor joaca un rol semnificativ in patogenitatea fungilor. Acesta un sistem
complex, dinamic din punct de vedere structural, constituit de agenti microbieni atasati in mod
ireversibil de suprafete solide inerte sau vii, inconjurate de o matrice polimerica extracelulara.
Aceasta particularitate a fungilor, de a se organiza sub forma de biofilme, constituie una dintre
principalele caracteristici ce faciliteaza si dezvoltarea rezistentei la antifungice a levurilor.
Studierea acestui fenomen prezinta importanta din punct de vedere clinic in cazul genului
Candida, deoarece aceasta caracteristicd sporeste probabilitatea dezvoltarii candidemiei
persistente, inclusiv ca rezultat al rezistentei crescute la agentii antifungici. In prezentul studiu, din
cele 244 de tulpini izolate din biosubstraturi clinice, 52,9% (Il 95% 50,8-55,1) au produs biofilm
detectabil (DO > 0,056), iar 47,1% (I1 95% 40,9-53,4) nu au produs biofilm (DO < 0,056). in ceea
ce priveste statutul de biofilm, 46,5% (I 95% 33,5-59,5) de izolate au produs biofilm puternic
aderent (DO > 0,220), 12,4% (If 95% 0,9-23,9) — biofilm moderat aderent (DO 0,112-0,220) si
41,1% (11 95% 19,6-62,6) — biofilm slab aderent (0,056 < DO < 0,112).

Cel mai inalt grad de aderenta si de formare a biofilmelor a fost inregistat la speciile de
Candida non-albicans, in special la C. tropicalis — 65,9% (I 95% 63,8-68,1), urmati de C. krusei
—62,5% (11 95% 60,4-64,7) si C. glabrata — 50,0% (If 95% 47,9-52,2).

Dintre speciile de C. albicans, biofilm puternic aderent au format 30,8% (I 95% 28,7-33,0)
dintre tulpini, 12,3% (If 95% 10,2-14,5) — biofilm moderat aderent si 56,9% (I 95% 54,8-59,1) —
biofilm slab aderent (Tabelul 3.4.).

Tabelul 3.4. Capacitatea de formare a biofilmelor a izolatelor clinice de Candida spp.

Non-producitoare Producatoare de biofilm
Specia de de biofilm (n=129)
Candida Puternic aderent | Moderat aderent Slab aderent
n (%; 11 95%) n (%; I 95%) n (%; I1 95%) n (%; Ii 95%)
C. albicans 61 20 8 37
(48,4; 39,7-57,1) (30,8; 28,7-33,0) (12,3; 10,2-14,5) (56,9; 54,8-59,1)
C. tropicalis 21 29 3 12
(32,3;20,9-43,7) | (65,9; 63,8-68,1) (6,8; -0,5-9,7) (27,3; 25,2-29,5)
C. glabrata 20 6 4 2
(62,5; 45,7-79,3) (50,0; 47,9-52,2) (33,3; 31,2-35,5) (16,7; 2,1-14,6)
C. krusei 13 5 1 2
(61,9; 41,1-82,7) | (62,5; 60,4-64,7) (12,5; 4,3-13,9) (25,0; 22,9-27,2)
Total 115 60 16 53
(47,1; 40,9-53,4) | (46,5; 33,5-59, 5) (12,4; 0,9-23,9) (41,1; 19,6-62,6)

Evaluarea corelatiei dintre capacitatea de formare a biofilmelor si rezistenta izolatelor de

Candida spp. la fluconazol a aratat ca din izolatele care formeaza biofilm puternic aderent 52,6%
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(11 95% 50,5-54,8) au constituit izolateler rezistente la fluconazol, in timp ce la tulpinile sensibile
nu s-a inregistrat capacitatea de formare de biofilm puternic aderent (Figura 3.11).
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Fig. 3.11. Capacitatea de formare a biofilmelor a tulpinilor de Candida spp.
rezistente si sensibile la fluconazol (%)

Izolatele rezistente la 5-flucitozina au format, in principal, biofilm puternic aderent —
68,4% (I 95% 66,3-70,6) din tulpini, 11,9% (Ii 95% 9,8-14,1) au format biofilm moderat aderent
si 19,7% (11 95% 17,6-21,9) — biofilm slab aderent. Izolatele sensibile la 5-flucitozina au format
preponderent biofilme slab aderente — 97,4% (If 95% 95,3-99,6) (Figura 3.12).

In urma analizei relatiei dintre capacitatea de formare a biofilmelor si rezistenta la
antifungice a tulpinilor de levuri din genul Candida s-a constatat ca tulpinile rezistente au avut o
capacitate semnificativ mai mare de formare a biofilmului — 89,5% (I 95% 87,4-91,7, comparativ
cu tulpinile sensibile — 44,1 (I 95% 43,8-44,4) (Tabelul 3.5).
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Fig. 3.12. Capacitatea de formare a biofilmelor a tulpinilor de Candida spp.

rezistente si sensibile la S5-flucitozina (%)
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La fel, tulpinile de levuri rezistente au format preponderent biofilme moderat aderente —
57,2 (11 95% 56,0-58,4) si puternic aderente — 41,4 (11 95% 40,4-42,4), pe cand tulpinile sensibile
la antifungice au format preponderent biofilme slab aderente — 60,0% (I 95% 56,3-63,7).

Dintre tulpinile rezistente doar 10,5% (9,3-11,7) nu au format biofilm detectabil, iar dintre

tulpinile sensibile — 55,9% (If 95% 53,7-58,1).

Tabelul 3.5. Relatia dintre capacitatea de formare a biofilmelor si rezistenta la antifungice

a izolatelor de Candida spp.

Capacitatea de | Profilurile de sensibilitate la antifungice ale izolatelor de Candida spp.
formare a Tulpini izolate Inclusiv
biofilmelor (n=355) Sensibile Rezistente
28,7% (102/355) 45,6% (162/355)
n (%; I1 95%) n (%; I1 95%) n (%; I 95%)

Lipsa formarii de 78 57 17
biofilme (22,0; 21,8-23,8) (55,9; 53,7-58,1) (10,5; 9,3-11,7)
Formare de 277 45 145
biofilme (78,0; 77,5-78,5) (44,1; 43,8-44,4) (89,5; 89,0-90,0)
-biofilm puternic 124 4 60
aderent (44,8; 43,8-45,9) (8,9; 7,8-10,0) (41,4; 40,4-42,4)
-biofilm moderat 119 14 83
aderent (43,0; 41,9-44,1) (31,1; 30,7-31,7) (57,2; 56,0-58,4)
-biofilm slab 34 18 2
aderent (12,2; 10,2-14,2) (60,0; 56,3-63,7) (1,4;0,1-2,5)

Conform datelor obtinute la studierea factorilor de patogenitate ai speciilor de Candida

izolate din biosubstraturile clinice, nivelul de exprimare a acestora este mai mare la izolatele

rezistente la antifungice, comparativ cu cele sensibile la aceste preparate.

3.4. Concluzii la capitolul 3

1. Evaluarea distributiei speciilor de Candida izolate din biosubstraturile cercetate atesta predominarea

Candida albicans cu 0 pondere de 61,5% (1195% 59,4-63,7), comparativ cu speciile de Candida non-
albicans identificate in 38,5% (1195% 36,4-40,7) din probe. Aceasta distributie a speciilor de candide
este o consecinta a lipsei metodologiilor standardizade si a echipamentelor performante de
identificare a speciilor de fungi sau o reflectare a ponderii reale a acestor specii de levuri in arealul
geografic al tarii.

. Izolatele clinice de levuri au demonstrat niveluri diferite de rezistenta la antifungice in functie de
biosubstraturi si speciile de Candida cercetate. 20% (1195% 19,5-20,5) dintre tulpini s-au dovedit a
fi sensibile la doze inalte de preparat si rezistente la caspofungina, 19,0% (1195% 16,9-21,2) au fost

rezistente la fluconazol si 15,5% (1195% 15,1-15,9) — la itraconazol. Fungii levuriformi au prezentat
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sensibilitate fnalti la amfotericina B in 93,5% (1195% 93,2-93,8) din cazuri si la 5-flucitozini — 93,1%
(1195% 92,8-93,4) din cazuri.

Studierea fenotipica a factorilor de patogenitate ai levurilor nu a aratat diferente semnificative
in expresia lor in functie de biosubstrat si de specia testatd. Totodata, la C. albicans au fost
semnalate rate de exprimare mai inalte ale enzimelor, comparativ cu Candida non-albicans, ceea ce
reflecta rolul factorilor enzimatici in patogenitatea infectiilor fungice invazive si implicarea acestor
specii in dezvoltarea formelor severe de boald si a complicatiilor.

Analiza rezultatelor expresiei factorilor de patogenitate la speciile de Candida non-albicans a
scos in evidenta unele diferente privind gradul de exprimare. Astfel, C. tropicalis a prezentat
cel mai frecvent activitate esterazica, C. glabrata — activitate hemolizinica si capacitatea de
inactivare a lizozimului, C. krusei — activitate hemolizinica si capacitate de inactivare a
complementului. Enzimele detectate denota capacitatea de supravietuire a fungilor, implicarea
lor in invazie si evitarea raspunsului imun al gazdei.

Izolatele cercetate au prezentat si O capacitate inaltd de inactivare a complementului si
lizozimului, proprietiti ce asigura persistenta in procesul infectios. Astfel, activitate
anticomplementara au demonstrat 228 de izolate (93,4%; 11 95% 91,3-95,6), 142 (62,3%; 1
95% 60,2-64,5), inactivand complementul la o concentratic mai mare de 15 UHS50/ml.
Lizozimul a fost inactivat de 95,9% (I 95% 95,3-96,5) din tulpini, majoritatea (53,4%; IT 95%
40,5-66,3) prezentand grad mediu de exprimare a activitatii antilizozim.

Producerea de biofilme microbiene a fost inregistrata la 52,9% (I 95% 50,8-55,1) din izolatele
clinice, dintre care 46,5% (If 95% 33,5-59,5) s-au dovedit a fi producitoare de biofilm puternic
aderent, 12,4% (I 95% 0,9-23,9) — de biofilm moderat aderent si 41,1% (Il 95% 19,6-62,6) —
de biofilm slab aderent. Prezenta biofilmului necesitd evaluarea diferitor strategii de prevenire

si de control a colonizarii suprafetelor si de formare a biofilmelor.
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4. ACTIVITATEA ANTIFUNGICA A UNOR NOI COMPUSI CHIMICI SI
BIOLOGICI DE INTERES FARMACEUTIC

4.1. Activitatea antifungica a compusilor noi asupra tulpinilor tip de fungi

Evaluarea activitatii antifungice a compusilor noi se concentreaza in mare masurd pe
activitatea fungistatica a acestora, adica pe capacitatea lor de a inhiba cresterea si dezvoltarea
fungilor. Activitatea unui compus individual poate varia mult in functie de specia de fungi, asupra
careia se actioneaza. La comparea activitatii noilor compusi este important sa se compare valorile
activitatii obtinute pentru diferiti compusi cu aceeasi specie de fungi, iar in mod ideal, cu tilpini
tip. Cele trei tehnici principale utilizate pentru cuantificarea activitatii fungistatice sunt: masurarea
zonei de inhibitie a cresterii, evaluarea concentratieci minime de inhibitie (CMI si calculul
procentului de inhibare al cresterii). in mod ideal, studiile orientate spre identificarea noilor agenti
chimici si naturali cu proprietati antifungice trebuie sa includa mai multe specii de fungi pentru a
permite indentificarea compusilor cu activitate antifungica generalizata. in acelasi timp, CMI este
cel mai fiabil indicator cantitativ pentru a realiza o comparatie adecvata intre diferite studii.

Pentru ca rezultatele obtinute sa fie comparabile cu rezultatele altor cercetari, a fost
evaluata activitatea antifungica a compusilor noi, de origine chimica si biologicd, in raport cu
tulpinile tip de fungi levuriformi. Astfel, in calitate de obiecte de studiu au fost utilizate
urmatoarele tulpini: Candida albicans ATCC 90028, Candida parapsilosis ATCC 22019,
Candida krusei ATCC 6258, Candida glabrata ATCC 2001, Candida lusitaniae ATCC 34449,
Saccharomyces cerevisiae ATCC 4098, Meyerozyma guilliermondii ATCC 4098 si Cryptococcus
neoformans ATCC 13690. Pentru toti compusii chimici si biologici testati a fost determinata si
CMF, in raport cu toate cele opt tulpini tip luate in studiu.

In screening-ul primar au fost inclusi 84 de compusi chimici noi din doua grupe. In grupa
A au intrat compusi coordinativi ai metalelor 3d cu tiosemicarbazone, aldehide si cetone, iar in
grupa B — compusii coordinativi ai metalelor 3d cu aminoguanizona, aldehide si cetone. In
conformitate cu rezultatele screening-ului primar, din prima grupa au fost selectati 11 compusi, iar
din cea de-a doua — un compus. Acesti compusi au fost inclusi in cercetarile efectuate ulterior.

Valorile CMI si CMF ale compusilor selectati in raport cu tulpinile tip din genul Candida
sunt prezentate pe Tabelul 4.1.
Activitatea antifungica a compusilor din grupa A a fost foarte pronuntata, iar compusul din grupa
B (cloro-{2-[(3-metil-5-0x0-1-fenil-4,5-dihidro-1h-pirazol-4-il)-(fenil)metilidene]-hidra-zin-
carboximidamido }cupru) (B. I (1.83)) a fost mai putin activ comparativ cu ceilalti compusi testati,

fiind un ihibitor de 4-260 ori mai slab. Cele mai mici valori pentru CMI si CMF au fost obtinute
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in cazul compusului bromo{N-ciclohexil-N'-[fenil(piridin-2-il)metiliden]carbamohidrazono-
tioat}cupru (A. I (1.7)) in raport cu tulpina Candida lusitaniae ATCC 34449.
Tabelul 4.1. Activitatea antifungica a compusilor chimici selectati fata de tulpinile tip din

genul Candida (CMI, CMF, ng/ml)

) | C.lusitaniae ]
C. albicans | C. parapsilosis ATCC C. krusei C. glabrata
Compusul testat ATCC 90028 | ATCC 22019 34449 ATCC 6258 | ATCC 2001
CMI CMF | CMI | CMF | CMI |CMF | CMI | CMF |CMI | CMF
C14H19CuNs0O3S 0,97 195 0,97 |1,9 097 1097 |024 048 |390 |39
C19H21BrCuN4S 0,97 195 0,97 |1,9 0,06 | 0,06 |097 |097 |097 |19
C17H1sCuNsO3S 0,48 0,97 |097 |097 048 (048 | 048 [097 |195 |390
C17H17CICUN402S 0,97 195 | 195 |19 195 |19 (195 (390 |39 |[781
15,62 | 31,25 | 31,25 | 62,50 | 15,6 |31,25 | 156 |31,25 | 31,25 | 62,50
CaoH3sCUOsS3N4Ss
2 2
1,95 390 |19 |19 31,2 | 31,25 | 195 | 3,90 | 15,62 | 15,62
C13H16C12CuN4S 5
31,25 | 62,50 | 62,50 | 125,0 | 15,6 |31,25 | 31,2 | 31,25 | 62,50 | 62,50
C16H21CuN303S
2 5
C17H16NsOS> 0,97 195 |0,97 |097 048 (048 | 048 [097 |195 |390
15,62 | 31,25 |31,25 | 31,25 | 15,6 | 1562 | 156 | 15,62 | 31,25 | 62,50
C14H15BroCuNsO3S
2 2
C18H20CuN4O,S 7,81 15,62 | 15,62 | 31,25 | 7,81 | 15,62 | 3,90 | 15,62 | 31,25 | 62,50
31,25 | 62,50 | 31,25 | 31,25 | 156 |31,25 | 156 | 31,25 | 31,25 | 31,25
C10H13CUN5023
2 2
C1sH17CICUNgO 125,0 | 250,0 | 125,0 | 250,0 | 250, | 250,0 | 125, | 125,0 | 125,0 | 250,0
0 0

In acest caz particular, valorile CMI si CMF sunt minimale si au constituit 0,06 pg/ml. Este

de mentionat ca acest compus s-a aratat a fi destul de eficient in raport cu toate cele cinci tulpini
tip de fungi din genul Candida luate in studiu. Cu exceptia Candida lusitaniae ATCC 34449, CMI
pentru celelalte tulpini a fost de 0,97 pg/ml, iar CMF — intre 0,97 si 1,95 pg/ml.

Rezultate foarte promitatoare au fost obtinute si pentru compusul nitrato{N-ciclohexil-N'-
[(1-(piridin-2-il)etiliden]carbamohidrazonotio-ato }cupru (A. 1 (1.6)) in raport cu tulpina C. krusei
ATCC 6258. In acest caz, CMI este de 0,24 pg/ml, iar CMF — de 0,48 pg/ml. In raport cu trei
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dintre tulpinile testate, si anume C. albicans ATCC 90028, C. parapsilosis ATCC 22019 si C.
lusitaniae ATCC 34449 valorile CMI si CMF ale acestui compus sunt intre 0,97 si 1,95 pg/ml.
Putin mai mari sunt valorile obtinute in raport cu tulpina C. glabrata ATCC 2001, atat CMI, cat si
CMF fiind de 3,90 pg/ml.

Urmatorii compusi dupa nivelul de activitate antifungica fata de tulpinile de Candida sunt
nitrato{N-tert-butil-N[fenil(piridin-2-il) metiliden]carbamohidrazono- tioat}cupru (A. I (1.13)),
cloro{N-[4-(etoxycarbonil)fenil]-N'-[(1-(piridin-2-il)etiliden]carbamo-hidrazonotioato}  cupru
(A. 1(1.24)) si 2-[(2-hidroxi-fenil) metiliden]-N-[4-(3-metil-5-sulfanil-4H-1,2,4-triazol-4-il)fenil]
hidrazin-1-carbotioamida (A. V (5.60)). In cazul primului dintre acesti trei compusi. valorile CMI
in raport cu tulpinile de Candida se inscriu intre 0,48 si 0,97 pg/ml, iar cele ale CMF — intre 0,48
si 3,9 pg/ml In cazul compusului cloro{N-[4-(etoxycarbonil)fenil]-N'-[(1-(piridin-2-
il)etiliden]carbamo-hidrazonotioato} cupru (A. I (1.24)) valorile CMI sunt intre 0,97 si 3,9 pg/ml,
iar cele ale CMF — intre 1,95 si 7,81 pg/ml. CMI pentru 2-[(2-hidroxi-fenil) metiliden]-N-[4-(3-
metil-5-sulfanil-4H-1,2,4-triazol-4-il)fenil] hidrazin-1-carbotioamida (A.V. (5.60)) este cuprins in
intervalul 0,48 — 1,95 ug/ml, iar CMF in intervalul 0,48-3,9 pug/ml.

Un alt grup, care include sase compusi din grupa A (Sulfatul de aqua-{N-(2-metoxifenil)-
2-[fenil(piridin-2-il)metiliden]-hidrazincarbotioamido}cupru(ll) (All(2.52)); Dicloro{(prop-2-en-
1-il)-N-(prop-2-en-1-il)-N'-[(piridin-2-il)metili-den]carbamohidrazonotioat}cupru  (Alll(3.55));
Acetato{2-{[2-(ciclohexil-carbamo-tioil) hidraziniliden]metil}fenolato}-cupru (A 1V(4.57));
Acetato—(2,4-dibromo-6-[({(metal-sulfanil)[(prop-2-en-1-yl)amino]-
metiliden}hidraziniliden)metil] feno-lato)cupru (A VI (6.64)); {N'-[(4-hidroxi-2-oxidofenil)
metiliden]-N-prop-2-en-1-ilcarbamohidrazonotioato}(3,4-dimetilpiridin)cupru (A VII (7.71)) si
[2-({[(prop-2-en-1-il)amino]-sulfido)metiliden}hidraziniliden)-propanoato]-(imidazol)cupru) (A
VIII (8.82)) au aratat proprietati antifungice la un nivel al CMI si al CMF intre 1,95 si 62,50 pg/ml.
Cea mai slaba activitate antifungica fata de tulpinile din genul Candida, din aceasta serie de
compusi chimici, o are compusul din grupa B - Cloro-{2-[(3-methyl-5-0x0-1-phenyl-4,5-dihydro-
1h-pyrazol-4-yl)-(phenyl) methylidene]-hydra-zin-carboximidamido}cupru, pentru care valorile
CMI si CMF s-au incadrat in intervalul 125-250 pg/ml.

Tulpinile tip de Candida au manifestat un nivel diferit de sensibilitate fatd de compusii
chimici testati Astfel, in cazul C. glabrata ATCC 2001 doar pentru pentru un compus CMI este
mai mica de 1 pg/ml, iar pentru alti trei compusi mai mica de 10 pg/ml, tulpina prezentand un
nivel mai scazut de sensibilitate comparativ cu celelalte patru tulpini luate pentru testare. Tulpina
C. krusei ATCC 6258 a prezentat un nivel foarte inalt de sensibilitate la actiunea antifungica a

compusilor chimici testati. Astfel, CMI pentru patru dintre compusi a fost mai mica de 1 pg/ml,
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iar pentru alti trei — mai mica de 10 pg/ml si doar pentru doi dintre compusi CMI a fost mai mare
de 30 pg/ml. Tulpinile C. lusitaniae ATCC 34449 si C. parapsilosis ATCC 22019 au manifestat
aproximativ acelasi grad de sensiblitate, cu un nivel al CMI de pana la 1 pg/ml pentru aceiasi patru
compusi si un nivel al CMF de pana la 10 pg/ml pentru unul si doi compusi respectiv. Cea mai
sensibila la actiunea compusilor testati pare a fi tulpina C. albicans ATCC 90028, in cazul careia
CMI a cinci dintre compusii testati a fost de pana la 1 pg/ml si a doi compusi — mai mica de 10

png/ml (Figura 4.1).

E C. albicans ATCC 90028 CMI
E C. parapsilosis ATCC 22019
i C. lusitaniae ATCC 34449

H C. krusei ATCC 6258

u C. glabrata ATCC 2001

CMF oo

—
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Fig. 4.1. Activitatea antifungica a compusilor coordinativi selectati fata de Candida spp.,
(nG/ml)
Astfel, au fost evidentiati cinci compusi chimici noi cu activitate antifungica inalta, CMI
fiind < 1pg/ml, iar CMF<10 pg/ml. Acesti compusi sunt: Nitrato {N-ciclohexil-N'-[(1-(piridin-2-

il)etiliden]carbamohidrazonotio-ato}cupru; Bromo{N-ciclohexil-N'-[fenil(piridin-2-il)metiliden]
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carbamohidrazono-tioat}cupru;  Nitrato{N-tert-butil-N'-[fenil(piridin-2-il)metiliden]carbamohi-
dra-zono-tioat}cupru, cloro{N-[4-(etoxycarbonil)fenil]-N'-[(1-(piridin-2-il) etiliden] carbamo-
hidrazonotioato} cupru si 2-[(2-Hidroxifenil)metiliden]-N-[4-(3-metil-5-sulfanil-4H-1,2,4-triazol-
4-il)fenil]hidrazin-1-carbotioamida.
Compusii analizati mai sUS au prezentat activitate antifungica si fata de tulpinile tip din
genurile Saccharomyces, Cryptococcus si Meyerozyma. Rezultatele pot fi urmarite pe Tabelul 4.2.
Tabelul 4.2. Activitatea antifungica a compusilor chimici selectati fata de tulpinile tip din

genurile Saccharomyces, Cryptococcus si Meyerozyma (CMI, CMF, pg/ml)

S. cerevisiae M. guilliermondii C. neoformans
Compusul testat ATCC 4098 ATCC 6260 ATCC 13690
CMI CMF CMI CMI CMF CMI

C14H19CUN5O3S 0,12 0,24 0,12 0,12 0,12 0,12

C19H21BrCuN4S 0,06 0,48 0,24 0,97 0,97 0,97

C17H1oCuNs03S 0,97 0,97 0,24 0,48 0,97 1,95

C17H17CICuN4O,S 0,48 0,97 0,24 0,97 0,97 1,95
CagH33CUO8S3N4S3 31,25 62,50 15,62 15,62 62,50 62,50

C13H16C12CuN4S 1,95 15,62 31,25 62,50 0,97 1,95
C16H21CuN303S 15,62 31,25 7,81 15,62 15,62 15,62

C17H16N6OS2 0,48 0,48 0,24 0,48 0,48 0,97
C14H15BrCuNzOsS 15,62 15,62 7,81 15,62 7,81 15,62

C18H20CuN4O,S 3,90 7,81 62,50 125,0 3,90 3,90
C10H13CuNsO2S 7,81 31,25 31,25 62,50 15,62 15,62
C1sH17CICUNsO 125,0 | 125,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0

Ca si in cazul tulpinilor de Candida, compusii din grupa A au manifestat activitate
antifungica inaltd si fatd de tulpinile tip din genurile Saccharomyces, Cryptococcus si
Meyerozyma, iar compusul Cloro-{2-[(3-methyl-5-0x0-1-phenyl-4,5-dihydro-1h-pyrazol-4-yl)-
(phenyl) methylidene]-hydra-zin-carboximidamido}cupru, care apartine grupei B a prezentat
activitate fata de tulpina S. cerevisiae ATCC 4098 cu valori egale pentru CMI si CMF de 125
ug/ml, si nu a prezentat activitate in limita concentratiilor de pana la 500 pg/ml. Dintre compusii
din grupa A, cinci au aratat un nivelul al CMI mai mic de 1 pg/ml fata de Saccharomyces cerevisiae
ATCC 4098 si Meyerozyma guilliermondii ATCC 6260 (aceiasi cinci compusi care au prezentat

activitate antifungica inalta fata de tulpinile tip de Candida). Tulpina tip Cryptococcus neoformans
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ATCC 13690 s-a dovedit a fi si mai sensibila fata de noii compusi testati. Astfel, sase dintre acestia
au aratat valori ale CMI mai mici de 1 pg/ml, iar doi — mai mici de 10 pg/ml.

Suplimentar la cei cinci compusi activi fatd de toate tulpinile de Candida, Saccharomyces
cerevisiae ATCC 4098 si Meyerozyma guilliermondii ATCC 6260, manifestd o activitate
antifungicd 1inaltd si compusul dicloro{(prop-2-en-1-il)-N-(prop-2-en-1-il)-N'-[(piridin-2-
il)metili-den] carbamohidrazonotioat}cupru. Mentionam de asemenea ca in cazul tulpinilor S.
cerevisiae ATCC 4098, M. guilliermondii ATCC 6260, C. neoformans ATCC 13690 nu numai
CMI are valori sub 1 pg/ml, ci si CMF este in acelasi diapazon de concentratii. Astfel, aceste trei
tulpini au manifestat sensibilitate foarte inalta pentru compusii testati. Compusul {N'-[(4-hidroxi-
2-oxidofenil)metiliden]-N-prop-2-en-1-ilcarbamohidrazonotioato}(3,4-dimetilpiridin)cupru, care
a avut un nivel mediu de activitate fata de tulpinile de Candida, s-a dovedit a fi mai activ fata de
Saccharomyces cerevisiae ATCC 4098 si C. neoformans ATCC 13690. In cazul acestor doui

tulpini, CMI si CMF ale acestui compus au fost sub 10 pg/ml (Figura 4.2.).
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Fig. 4.2. Activitatea antifungica a compusilor coordinativi selectati fata de Saccharomyces

spp., Cryptococcus spp. si Meyerozyma spp., (ng/ml)

Activitatea antifungica a compusilor analizati mai sus in raport cu cele opt tulpini de

referinta de fungi levuriformi a fost comparata cu activitatea antifungicd a unui preparat antifumgic
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luat ca martor- amfotericina B. CMI pentru martor a variat, in functie de tulpina de referinta, de la
0.12 pani la 8,0 pg/ml, iar CMF —1intre 0,25 si 16,0 pg/ml. In cazul a doua tulpini de referintd, si
anume, in cazul C. albicans ATCC 90028 si C. parapsilosis ATCC 22019 nici unul dintre
compusii chimici nu au demonstrat valori ale CMI mai mici comparativ cu cele caracteristice
pentru martor. Fata de tulpina C. albicans ATCC 90028, unul dintre compusi, C17H19CuNs0sS, a
inregistrat valoarea CMI de 0,48 pg/ml. Trebuie mentionat faptul ca desi toate valorile obtinute
sunt comparabile, totusi CMI pentru compusul chimic este de patru ori mai mare decat CMI a
amfotericinei B. Valorile CMF ale compusilor chimici in raport cu aceasta tulpind au fost de
asemenea mai mari comparativ cu valoarea CMF obtinuta pentru amfotericina B.

Fata de tulpina C. parapsilosis ATCC 22019, compusii chimici au demonstrat valori ale
CMI de minim opt ori mai mari comparativ cu cele ale amfotericinei B fata de aceasta tulpina de
referinta. Cu toate acestea, in raport cu tulpina datd compusii chimici din aceasta grupa prezinta
un interes practic important, valoarea CMF pentru sase dintre ei, si anume C14H19CuN503S,
C19H21BrCuNS, C17H19CuNsO3S, C17H17CICUN4O2S, C13H16Ci2CUN4S si C13H16C12CuN4S, este
mai mica comparativ cu valoarea CMF pentru compusul antifungic de referinta.

Compusii chimici din grupa analizatd mai sus au prezentat activitate antifungica inalta
comparativ cu amfotericina B in raport cu tulpina de referinti C. lusitaniae ATCC 34449. In acest
caz, spre deosebire de primele doua tulpini de referintd analizate, patru compusi au ardtat un nivel
mai ridicat de actiune, atat dupa valorile CMI, cat si a CMF. Patru dintre compusii chimici testati,
C14H19CuN503S, C19H21BrCuN4S, C17H19CuNsOsS si C13H16C12CuN4S, au avut CMI mai mica
comparativ cu martorul. CMF pentru cinci dintre compusii chimici testati au fost mai mici
comparativ cu CMF pentru amfotericina B in raport cu tulpina de referinta C. lusitaniae ATCC
34449. In acest caz, la cei patru compusi, cu valori ale CMI mai mici ca martorul, se adauga
compusul C17H17CICuN4O2S.

Fata de tulpina de referinta C. krusei ATCC 6258, compusul de referinta amfotericina B a
aritat aceleasi valori atat pentru CMI, ct si pentru CMF - 0,5 pg/ml. In cazul acestei tulpini de
referintd de asemenea au fost identificati compusi chimici noi cu activitate mai mica sau egala cu
cea a martorului. Astfel, trei dintre compusi au demonstrat valori ale CMI mai mici comparativ cu
amfotericina B: C14H19CuN503S, Ci7H19CuNsO3S si C13H16C12CuN4S. Primul dintre acesti
compusi a aratat si o activitate fungicida mai inalta, valoarea CMF pentru acest compus fiind la
nivelul martorului. In raport cu tulpina C. glabrata ATCC 2001 doar unul dintre compusii chimici
testati din acest grup a demonstrat o activitate antifungica mai buna, comparativ cu amfotericina
B. Acest compus este C19H2:BrCuNsS, cur valori ale CMI si ale CMF de 0.95 si de 1,95 pg/l,

respectiv.
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In cazul tulpinilor non-candida, performantele antifungice ale compusilor chimici testati
au fost mai pronuntate si Tn multe cazuri mai bune comparativ cu martorul. Cinci dintre compusii
testati — C14H19CUN503S, C19H21BrCuN4S, C17H19CUN503S, C17H17CICUN4O:S si C17H16NsOS2
— au ararat valori mai mici atat pentru CMI, cat si pentru CMF, comparativ cu valorile respective
pentru amfotericina B. Valorile CMI si ale CMF pentru toti acesti compusi in raport cu tulpinile
S. cerevisiae ATCC 4098, M. guilliermondii ATCC 6260 si C. neoformans ATCC 13690 au fost ,
cu mici exceptii, mai mici decat 1,0 pg/ml.

In cazul tulpinii S. cerevisiae ATCC 4098, valorile CMI si ale CMF pentru amfotericina B
au fost de 1,0 pg/ml, far CMI pentru cei cinci compusi chimici noi, identificati ca fiind de
perspectiva, valoarea CMI a fost intre 0,06 si 0,97 pg/ml, iar valoarea CMf — intre 0,24 si 0,97
ug/ml. Fatd de tulpina M. guilliermondii ATCC 6260, amfotericina B a avut o0 actiune de doua ori
mai slaba, comparativ cu activitatea antifungica fata de S. cerevisiae ATCC 4098. Astfel, valorile
CMI si ale CMF pentru amfotericina B fata de tulpina M. guilliermondii ATCC 6260 au fost
ambele de 2,0 pg/ml. In acelasi timp, valorile CMI pentru cei cinci compisi chimici testati au fost
intre 0.12 s1 0.24 pg/ml, iar valorile CMF —intre 0.12 si 0.97 pg/ml. Rezultate foarte promitatoare
prezinta compusii chimici noi in raport cu tulpina C. neoformans ATCC 13690, care a demonstrat
un grad inalt de rezistenta in raport cu antifungicul de referinta — amfotericina B. Astfel, valorile
CMI si ale CMF ale martorului in raport cu aceastd tulpind au fost de 8,0 si de 16,0 pg/ml,
respectiv. Fata de tulpina C. neoformans ATCC 13690, pe langa cei cinci compusi chimici noi
mentionati, o activitate mai pronuntatd, comparativ cu martorul, au avut si alti trei compusi:
C13H16C12CUNaS, C14H15BraCuN3zOs si C18H20CUN4O2S. Primul dintre cei trei compusi mentionati
a manifestat o0 activitate antifungica in raport cu tulpina C. neoformans ATCC 13690 la nivelul
primilor cinci compusi analizati mai sus, in timp ce compusul C1g8H20CuN4O2S a avut CMI de doua
ori mai mica comparativ cu martorul, iar CMF — de patru ori mai mica. Compusul
C14H1sBroCuNsO3S a demonstrat valori pentru CMI si pentru CMF practic egale cu cele ale
martorului. In cazul acestui compus valoarea CMI a fost de 7,81 pug/ml, iar valoarea CMF — de
15,62 pug/ml, comparativ cu valorile de 8,0 si de 16, 0 ug/ml, respectiv, pentru amfotericina B.

Inca unul dintre compusi, C16H2:CUN3OsS, cu toate ci a aritat o valoare a CMI de doua
ori mai mare ca martorul, a manifestat activitate fungicida echivalenta cu amfotericina B, valoarea
CMF fiind de 15,62 pg/ml.

In cadrul acestui studiu au fost identificati cinci compusi chimici noi ai cuprului cu
tiosemicarbazone, aldehide si cetone care au avut activitate antifungala inalta fata de opt tulpini
de fungi levuriformi din paru genuri, cu valori ale CMI de pana la 1 pg/ml si ale CMF de péna la

10 pg/ml.  Acesti compusi sunt: nitrato{N-ciclohexil-N'-[(1-(piridin-2-il)etiliden]carba-
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mohidrazonotio-ato}cupru;  bromo{N-ciclohexil-N'-[fenil(piridin-2-il)metiliden]carbamohidra-
zono-tioat}cupru;  nitrato{N-tert-butil-N'-[fenil(piridin-2-il)metiliden]carbamohidrazono-tioat}
cupru; cloro{N-[4-(etoxycarbonil)fenil]-N'-[(1-(piridin-2-il) etiliden]carbamohidrazonotioato}
cupru si  2-[(2-hid-roxifenil) metiliden]-N-[4-(3-metil-5-sulfanil-4H-1,2,4-triazol-4-il)fenil]
hidrazin-1-carbotioamida. Acesti compusi chimici noi prezintd interes in calitate de potentiali
candidati pentru devoltarea de preparate antifungice cu efecte directionate asupra fungilor
levuriformi.

Este cunoscut faptul ca activitatea compusilor biologici este mai scazuta comparativ cu cea
a compusilor chimici. In schimb, compusii biologici au alte puncte forte, cum ar fi: acceptarea de
catre pacienti mai mare fatd de acceptarea compusilor de sinteza, nivel minim sau lipsa completa
a efectelor adverse, polifunctionalitate, care presupune actiunea asupra mai multor tinte datorita
matricei complexe s.a.

In aceastd lucrare au fost inclusi pentru testare, similard cele descrise mai sus, si cinci
compusi naturali, extracte din biomasa cianobacteriei Spirulina. Rezultatele cu referire la efectele
acestor compusi asupra tulpinilor tip de fungi levuriformi sunt prezentate in Tabelele 4.3 si 4.4.

Extractele de spirulind au manifestat activitate antifungica fata de tulpinile de referintd din
genul Candida la valori ale CMI de 0,62-1,25 mg/ml si ale CMF de 1,25-5,0 mg/ml. Extractul
ES1, care este un complex sinergic din aminoacizi liberi si polipeptide cu masa moleculara de pana
la 10 kD, este cel mai activ, manifestandu-si efectele la valori ale CMI de 0,62 mg/ml si ale CMF
de 1,25 mg/ml pentru patru din cele cinci tulpini tip din acest gen. Doar in cazul tulpinii C. krusei
ATCC 6258, CMI este mai mare si constituie 1,25 mg/ml, iar CMF — 2,5 mg/ml (Tabelul 4.3.).

Tabelul 4.3. Activitatea antifungica a compusilor naturali testati fata de tulpinile tip din

genul Candida (CMI, CMF, mg/ml)

C. albicans pararf;ilosis C. lusitaniae C. krusei C. glabrata
Compusul ATCC 90028 ATCC 22019 ATCC 34449 | ATCC 6258 | ATCC 2001
CMI | CMF | CMI | CMF | CMI | CMF | CMI | CMF | CMI | CMF
ES1 062 | 125 | 062 | 1,25 | 062 | 062 | 1,25 | 25 | 0,62 | 1,25
ES2 125 | 25 | 125 | 25 | 125 | 125 | 125 | 25 2,5 5,0
ES3 125 | 25 | 125 | 125 | 1,25 | 1,25 | 1,25 | 25 2,5 2,5
PCM1 0,007 | 0,01 | 0,007 | 0,01 | 0,01 | 0,00 | 0,01 | 0,02 | 0,007 | 0,01
PCM2 0,004 | 0,009 | 0,004 | 0,009 | 0,009 | 0,009 | 0,009 | 0,02 | 0,004 | 0,009
Martor 0,12 | 0,25 | 0,12 | 2,0 1,0 4,0 0,5 0,5 1,0 2,0
(Amfotericina B)
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Cel de-al doilea extract de spirulina ES2 are o activitate putin mai joasa fatd de tulpinile
tip de Candida testate in aceasta lucrare, iar valorile CMI pentru patru din cele cinci tulpini este
de 1,25 mg/ml si valorile CMF — de 2,5 mg/ml. Doar pentru tulpina C. glabrata ATCC 2001, CMI
si CMF sunt de doud ori mai mari si constituie 2,5 si 5,0 mg/ml, respectiv.

Extractul de spirulind ES3 manifestd activitate similara extractului ES2. Este de mentionat
ca in cazul extractului ES3 avem trei tulpini tip pentru care valorile CMI si ale CMF sunt egale si
constituie 1,25 mg/ml pentru C. parapsilosis ATCC 22019 si C. lusitaniae ATCC 34449, si 2,5
mg/ml pentru tulpina C. glabrata ATCC 2001. O activitate antifungica mai pronuntatd au avut
preparatele carotenoide cu continut de mixoxantofila, care pot fi comparate cu compusii chimici
analizati anterior. Astfel, CMI pentru preparatul PCM1 fatda de cele cinci tulpini de fungi de
referintd din genul Candida a fost intre 7 si 10 pg/ml, iar a preparatului PCM 2 — 4-9 pg/ml.
Valorile CMF pentru PCM 1 au fost intre 10 si 20 pg/ml, iar pentru PCM 2 — de 9-20 ug/ml (Figura
4.3.).
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CMI | CMF | CMI | CMF | CMI | CMF | CMI | CMF | CMI | CMF

C. albicans C. parapsilosis | C. lusitaniae | C. krusei ATCC| C. glabrata
ATCC 90028 | ATCC 22019 | ATCC 34449 6258 ATCC 2001

HES1 0,62 1,25 0,62 1,25 0,62 0,62 1,25 2,5 0,62 1,25
HES2 1,25 2,5 1,25 2,5 1,25 1,25 1,25 2,5 2,5 5
MES3 1,25 2,5 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 2,5 2,5 2,5
EPCM1| 0,007 | 0,01 | 0,007 | 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02 | 0,007 | 0,01
EPCM2| 0,004 | 0,009 | 0,004 | 0,009 | 0,009 | 0,009 | 0,009 | 0,02 | 0,004 | 0,009

Fig. 4.3. Activitatea antifungica a compusilor naturali testati fata de Candida spp., (ng/ml)
Activitatea compusilor de origine naturald fata de cele cinci tulpini de fungi din genul
Candida a fost comparata cu activitatea amfotericinei B, care a servit in calitate de martor pozitiv
in cadrul acestor teste. In functie de tulpina, valorile CMI pentru martor au variat intre 0,12 si1 1,0
pg/ml, iar valorile CMF — intre 0,25 si 4,0 pg/ml. In cazul tulpinii C. albicans ATCC 90028,
extractele de spirulind au avut o activitate mai joasa fata de cea a martorului, valorile CMI si ale

CMF fiind de 5-10 ori mai mari comparativ cu martorul. In schimb, preparatele carotinoide au fost
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mult mai active, compartativ cu martorul, fata de aceasta tulpina — CMI a fost de 17 si 30 ori mai
mica pentru preparatele PCM1 si PCM2, respectiv, iar CMF — de 25 si 27 ori mai mica, respectiv,
comparativ cu valorile corespunzatoare inregistrate pentru amfotericina B.

In cazul tulpinii de referinta C. parapsilosis ATCC 22019, observam un tablou similar cu
cel descris pentru tulpina C. albicans ATCC 90028, cu o diferenta importanta. Astfel, in cazul
tulpinii C. parapsilosis ATCC 22019 extractul de spirulind ES1 a demonstrat 0 valoare a CMF de
1,25 pg/ml, care este mai mica comparativ cu marorul — 2,0 pg/ml.

Tuilpina de referinta C. lusitaniae ATCC 34449 a demonstrat o sensibilitate mai mare la
compusii chimici noi, comparabild cu activitatea amfotericinei B fatd de aceastd tulpind. Cu
referire la valorile CMI pentru compusii naturali, pentru trei dintre acestea, si anume ES1, PCM1
si PCM2, acestea au fost mai mici comparativ cu valoarea CMI a martorului (1,0 pg/ml) de 1,6 -
110 ori. Referitor la valorile CMF, toti compusii naturali au demonstrat valori mai mici ale acestui
indicator valoros, comparativ cu valoarea respectiva inregistrati pentru amfotericina B. In cazul
compusului PCM2, CMI a fost de peste 400 ori mai mica comparativ cu CMF a martorului.

Compusii naturali au manifestat acelasi pattern de activitate comparativ cu martorul in
raport cu tulpina C. krusei ATCC 6258, ca si cel mentionat pentru C. albicans ATCC 90028.
Astfel, in cazul acestei tulpini, doar extractele carotenoide au fost mai active, comparativ cu
amfotericina B. In raport insi cu tulpina C. glabrata ATCC 2001. trei compusi naturali - ES1,
PCMI1 si PCM2 — au demonstrat valori mai mici atat pentru CMI, cat si pentru CMF, comparativ
cu martorul.

In cazul extractului de spirulini, CMI si CMF au fost de 1,6 ori mai mici comparativ cu
CMI si CMF ale martorului. Pentru compusul PCM1 si PCM2, valorile CMI au fost de 143 si de
250 ori mai mici comparativ cu CMI a amfotericinei B, iar valorile CMF pentru ambele extracte
carotenoide au fost de aproximativ de 200 ori mai mici, comparativ cu CMF a martorului.

Actiunea antifungicad a compusilor naturali examinati se extinde si asupta tulpinilor tip din
alte genuri: Saccharomyces, Cryptococcus si Meyerozyma (Tabelul 4.4). Astfel, extractul de
spirulina ES1 are o activitate antifungica fata de Saccharomyces crevisiae ATCC 4098
comparabild cu actiunea lui asupra tulpinilor tip din genul Candida. In acest caz, valorile CMI si
ale CMF sunt egale cu 1,25 mg/ml. In schimb, activitatea fata de tulpinile C. neoformans ATCC
13690 si M. guilliermondii ATCC 6260 este mai pronuntata.

CMI 1n aceste doud cazuri este de 0,31 si de 0,07 mg/ml, respectiv, iar CMF este de 0,32
si de 0,31 mg/ml, respectiv. Extractul ES2 are o actiune antifungicd in raport cu tulpina M.
guilliermondii ATCC 6260, egali cu actiunea in raport cu tulpinile tip din genul Candida. in

schimb, tulpinile Saccharomyces cerevisiae ATCC 4098 si Cryptococcus neoformans ATCC
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13690 sunt mult mai sensibile la actiunea acestui extract. Astfel, CMI pentru cele doua tulpini este
de 0,15 si de 0,62 mg/ml, respectiv, iar CMF este de 0,62 si de 1,25 mg/ml, respectiv.
Tabelul 4.4. Activitatea antifungica a compusilor naturali testati fata de tulpinile tip din

genurile Saccharomyces, Cryptococcus si Meyerozyma (CMI,CMF, mg/ml)

S. cerevisiae ATCC M. guilliermondii C. neoformans ATCC
Compusul testat 4098 ATCC 6260 13690

[@\Y] CMF CMI CMF CMI CMF
ES1 1,25 1,25 0,07 0,31 0,31 0,62
ES2 0,15 0,62 2,5 5,0 0,62 1,25
ES3 0,08 0,15 2,5 2,5 0,62 1,25
PCM1 0,003 0,007 0,01 0,02 0,007 0,01
PCM2 0,002 0,002 0,009 0,02 0,004 0,009
ES1 1,25 1,25 0,07 0,31 0,31 0,62
ES2 0,15 0,62 2,5 5,0 0,62 1,25
ES3 0,08 0,15 2,5 2,5 0,62 1,25
PCM1 0,003 0,007 0,01 0,02 0,007 0,01
PCM2 0,002 0,002 0,009 0,02 0,004 0,009
Martor 1,0 1,0 2,0 2,0 8,0 16,0
(Amfotericina B)

CMI 1n aceste doud cazuri este de 0,31 si de 0,07 mg/ml, respectiv, iar CMF este de 0,32
st de 0,31 mg/ml, respectiv. Extractul ES2 are o actiune antifungicd in raport cu tulpina M.
guilliermondii ATCC 6260, egali cu actiunea in raport cu tulpinile tip din genul Candida. in
schimb, tulpinile Sccharomyces cerevisiae ATCC 4098 si Cryptococcus neoformans ATCC 13690
sunt mult mai sensibile la actiunea acestui extract. Astfel, CMI pentru cele doua tulpini este de
0,15 si de 0,62 mg/ml, respectiv, iar CMF este de 0,62 si de 1,25 mg/ml, respectiv.

Cele mai pronuntate efecte antifungice au fost observate in cazul aplicarii extractului ES3
in raport cu tulpina Saccharomyces cerevisiae ATCC 4098, pentru care valoarea CMI este de 0,08
mg/ml, iar valoarea CMF — de 0,15 mg/l. Actiunea acestui extract asupra tulpinii Cryptococcus
neoformans ATCC 13690 este similara actiunii extractului ES2 fata de aceiasi tulpina.

Preparatele carotenoide cu mixoxantofila au efecte antifungice pronuntate fata de toate cele
trei tulpini de referinta analizate. Cea mai mare sensibilitate o manifesta tulpina Saccharomyces
cerevisiae ATCC 4098, fata de care CMI pentru PCM 1 este de 0,003 mg/ml si CMF — 0,007
mg/ml, iar pentru PCM 2, CMI si CMF au valori identice, egale cu 0,002 mg/ml (Figura 4.4).

Compararea actiunii antifungice a compusilor de origine naturald asupra tulpinilor de
referintd non-candida cu actiunea martorului — amfotericina B — a pus in evidenta valoarea
rezultatelor obtinute. Astfel, rezultatele aratd cd actiunea preratatelor de origine naturald o poate

depasi pe cea a martorului pozitiv de sute de ori. Valorile CMI si ale CMF pentru amfotericina B,
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in raport cu tulpina S. cerevisiae ATCC 4098, au fost egale cu 1,0 pg/ml, iar patru din cinci
compusi naturali testati (cu exceptia extractului ES1) au ardtat o activitate mai eficienta,
comparativ cu martorul pozitiv. Pentru extractul de spirulina ES2, valoarca CMI a fost de 6,7 ori

mai mica comparativ cu valoarea respectiva a martorului, iar valoarea CMF — de 1,6 ori mai mica.
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CMI CMF CMI CMF CMI CMF

S. cerevisiae ATCC 4098 M. guilliermondii ATCC 6260 | C. neoformans ATCC 13690
HES] 1,25 1,25 0,07 0,31 0,31 0,62
HES?2 0,15 0,62 2,5 5 0,62 1,25
M ES3 0,08 0,15 25 25 0,62 1,25
HPCM1 0,003 0,007 0,01 0,02 0,007 0,01
uPCM2 0,002 0,002 0,009 0,02 0,004 0,009

Fig. 4.4. Activitatea antifungica a compusilor naturali testati fata de Saccharomyces spp.,
Cryptococcus spp. si Meyerozyma spp., (ng/ml)

Compararea actiunii antifungice a compusilor de origine naturala asupra tulpinilor de
referinta non-candida cu actiunea martorului — amfotericina B — a pus in evidenta valoarea
rezultatelor obtinute. Astfel, rezultatele arata ca actiunea preratatelor de origine naturala o poate
depasi pe cea a martorului pozitiv de sute de ori. Valorile CMI si ale CMF pentru amfotericina B,
in raport cu tulpina S. cerevisiae ATCC 4098, au fost egale cu 1,0 pg/ml, iar patru din cinci
compusi naturali testati (cu exceptia extractului ES1) au aratat o activitate mai eficienta,
comparativ cu martorul pozitiv. Pentru extractul de spirulina ES2, valoarea CMI a fost de 6,7 ori
mai micd comparativ cu valoarea respectiva a martorului, iar valoarea CMF — de 1,6 ori mai mica.

Mult mai impresionante sunt rezultatele compararii efectului martorului pozitiv fata de
efectul extractelor carotenoide. Astfel, CMI pentru preparatele naturale PCM1 si PCM2 au fost de
330 si de 500 ori, respectiv, mai mici comparativ cu CMI a amfotericinei B, iar CMF pentru aceste
doua preparate a fost de 140 si de 150 ori, respectiv, mai mici fata de CMF a martorului pozitiv.

Extractul de spirulind ES1, care nu a rezistat comparatiei cu martorul pozitiv la tulpina S.
cerevisiae ATCC 4098, s-a manifestat in cazul tulpinii M. guilliermondii ATCC 6260. CMI pentru

ESI1 in raport cu aceastd tulpind a fost de 28 mai mica fatd de CMI a martorului, iar valoarea CMF
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—de 6,5 ori mai mica. De asemenea, activitate antifungica mai pronuntata decat martorului pozitiv
asupra acestei tulpini de referintd au avut si preparatele carotenoide PCM1 si PCM2. In cazul
acestora, valorile CMI au fost de 200 si de 210 ori mai mici, respectiv, comparativ cu CMI a
amfotericinei B, iar valoarea CMF a fost de 100 ori mai mica pentru ambele preparate.

Anterior s-a mentionat ca tulpina C. neoformans ATCC 13690 manifesta rezistenta fata de
actiunea amfotericinei B, CMI a martorului fiind de 8,0 pg/ml, iar CMF — de 16,0 pg/ml. In acest
sens, si preparatele de origine naturald sunt de perspectiva in calitate de preparate antifungice
aplicate contra acestui patogen. Este de mentionat ca atat extractul de spirulind ES, cat si
preparatele carotenoide au demonstrat activitate antifungica mult mai pronuntata fata de aceasta
tiulpina decat martorul pozitiv. Extractele de spirulina au aratat valori ale CMI si ale CMF de zeci
de ori mai mici, in timp ce preparatele carotenoide — de mii de ori mai mici comparativ cu
amfotericina in raport cu tulpina C. neoformans ATCC 13690. Dintre extractele de spirulind cel
mai activ a fost ES1, care a demostrat in raport cu tulpina data valori pentru CMI si pentru CMF
de 25,8 ori mai mici comparativ cu valorile respective obtinute pentru martorul pozitiv. in cazul
celorlalte doua extracte de spirulina — ES2 si ES3 —, performanta lor a depasit-0 pe cea a martorului
de 12,8 ori pentru ambii indicatori monitorizati. Preparatele carotenoide au demonstrat 0 activitate
antifungicad in raport cu C. neoformans ATCC 13690 care o depaseste cu mult pe cea a
amfotericinei B. Astfel, CMI a preparatelor PCM 1 si PCM2 a fost de 1140 si de 2000 ori, respectiv,
mai mici comparativ cu CMI a martorului pozitiv, iar valorile CMF de 1600 si de 1778 ori,
respectiv, mai mici comparativ cu amfotericina B. Asadar, datele obtinute demonstreaza nu doar
activitatea antifungici a compusilor testati, dar si avantajele acestora in materie de activitate in
raport cu un preparat antifungic recunoscut — amfotericina B.

Cercetdrile descrise In acest compartiment au finalizat cu identificarea a cinci compusi
chimici si doud complexe de origine naturala care manifesta activitate antifungica fata de toate
tulpinile tip de fungi levuriformi luati in cercetare. Valorile CMI ale compusilor chimici fatd de
aceste tulpini sunt sub 1 pg/ml, iar ale compusilor de origine naturala — sub 10 pg/ml. Asemenea
valori sunt considerate a fi foarte bune, iar compusii cu asemenea performante se considerd de

perspectiva la dezvoltarea de produse antimicotice noi cu mecanisme de actiune variate.

4.2. Evaluarea actiunii antifungice a compusilor chimici si biologici testati fata de
tulpinile izolate din biosubstraturi umane

Este cunoscut faptul ca tulpinile clinice pot avea un nivel de rezistenta diferit de cel al
tulpinilor tip la actiunea compusilor antifungici, de aceea toti cei 12 compusi examinati in
subcapitolul 4.1 au fost testati si in raport cu tulpinile clinice de fungi levuriformi. In total, in

calitate de obiecte de studiu, au servit cate 50 de tulpini care se refera la trei specii: Candida
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albicans, Candida parapsilosis, Candida glabrata. Dintre cei 12 compusi chimici, sase s-au
dovedit a fi activi in raport cu tulpinile clinice din cele trei specii de fungi levuriformi. VVarole CMI
si ale CMF obtinute pentru acesti compusi, exprimate in voaloare medie+deviatia standard, sunt
prezentate pe Tabelul 4.5.

Tulpinile clinice de Candida albicans s-au dovedit a fi mai sensibile la actiunea antifungica
a compusilor chimici noi cu continut de cupru. Pentru cinci din sase compusi, valoarea CMI este
mai mica de 10 pg/ml, inclusiv pentru unul dintre compusii chimici noi — nitrato{N-tert-butil-N'-
[fenil(piridin-2-il)metiliden]carbamohidrazono-tioat} cupru valoarea CMI este mai mica de 1
pug/ml. Un s,ingur compus chimic — {N'-[(4-hidroxi-2-oxidofenil)metiliden]-N-prop-2-en-1-
ilcarbamonhidrazonotioato}(3,4-dimetilpiridin)cupru — a avut CMI, in raport cu tulpinile clinice de
Candida albicans, egala cu 16,6 pg/ml. Activitatea antifungica a compusilor chimici fata de
tulpinile clinice ale acestei specii este demonstrata si de valorile destul de joase ale CMF.

Astfel, pentru patru dintre compusii evidentiati (nitrato{N-ciclohexil-N'-[(1-(piridin-2-
il)etiliden] carbamo-hidrazonotioato}cupru; bromo{N-ciclohexil-N'-[fenil(piridin-2-il) metiliden]
carbamohidrazono-tioat}  cupru;  nitrato{N-tert-butil-N'-[fenil(piridin-2-il)metiliden]carba-
mohidrazono-tioat}cupru;  dicloro{(prop-2-en-1-il)-N-(prop-2-en-1-il)-N'-[(piridin-2-il)metili-
den] carbamohidrazono-tioat} cupru) valoarea CMF este mai mica de 10 pg/ml.

Aceiasi patru compusi mentionati mai sus au manifestat activitate antifungica foarte inalta
si fatd de tulpinile clinice de Candida parapsilosis, inregistrand pentru CMI si CMF valori mai
mici decat 10 pug/ml. In cazul acestor tulpini, valorile CMI si CMF sunt foarte apropiate, practic
egale, pentru trei din cei patru compusi, iar diferentele dintre cei doi parametri sunt statistic
neveridice. Doi compusi: acetato—(2,4-dibromo-6-[({(metal-sulfanil)[(prop-2-en-1-yl)amino]-
metiliden} hidraziniliden) metil]feno-lato) cupru si {N'-[(4-hidroxi-2-oxidofenil)metiliden]-N-
prop-2-en-1-ilcarbamo-hidrazonotioato} (3,4-dimetilpiridin) cupru de asemenea au avut activitate
antifungica fata de tulpinile clinice ale speciei Candida parapsilosis, dar vaolrile CMI si ale CMF
sunt mai mari. Astfel, in cazul compusului acetato—(2,4-dibromo-6-[({(metal-sulfanil)[(prop-2-en-
1-yl)amino]-metiliden} hidraziniliden) metil]feno-lato) cupru, CMI este de 33,75 pg/ml, iar CMF
—35,0 pg/ml. Cel de-al doilea compus are CMI in raport cu Candida parapsilosis mai mica — 16,6,
lar CMF — 32,5 pg/ml.

Tulpinile clinice ce apartin speciei Candida glabrata au demonstrat sensibilitate pronuntata
fatd de trei dintre compusii testati - nitrato{N-ciclohexil-N'-[(1-(piridin-2-il)etiliden] carbamo-
hidrazonotioato}cupru; bromo{N-ciclohexil-N'-[fenil(piridin-2-il)metiliden]carbamohidrazono-

tioat} cupru si nitrato{N-tert-butil-N'-[fenil(piridin-2-il)metiliden]carbamohidrazono-tioat}cupru.
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In cazul acestor compusi, valoarea medie a CMI, obtinuti la testarea pe 50 de tulpini
clinice, a fost mai mica de 10 pg/ml, la fel si valoarea medie a CMF. Pentru compusul
dicloro{(prop-2-en-1-il)-N-(prop-2-en-1-il)-N'-[(piridin-2-il)metili-den]carbamohidrazonotioat}
cupru, in raport cu tulpinile clinice care se refera la specia Candida glabrata, s-au inregistrat valori
medii ale CMI si ale CMF in jur de 20 pg/ml, diferentele dintre acesti doi parametri fiind
nesemnificative din punct de vedere statistic.

Tabelul 4.5. Activitatea antifungici a compusilor chimici testati fata de tulpinile clinice de

Candida (CMI, CMF, pg/ml)

Candida albicans Candida parapsilosis Candida glabrata
Parametrul N=50 N=50 N=50
cercetat | Media Deviatia Media Deviatia Media Deviatia
standard standard standard
C1sH19CUN503S (A | (1,6))
CMI 1,303 0,469 1,322 0,475 2,379 0,816
CMF 2,379 0,816 1,401 0,598 4,290 1,182
C19H21BrCuNsS (A. 1 (1,7))
CMI 1,283 0,574 1,303 0,468 1,263 0,567
CMF 2,145 0,590 2,262 0,722 2,34 0,787
C17H1sCuNsOsS (- A. 1(1,13))
CMI 0,587 0,205 1,166 0,395 2,34 0.,787
CMF 1,028 0,235 1,263 0,567 4,992 1,768
C1sH16Ci2CuNsS (A. 111 (3,55))
CMI 2,535 0,902 7 2,574 0,918 20,934 7,479
CMF 4,368 1,280 2,925 1,538 23,122 7,888
C14H15BroCuN3z0sS (A Vi (6,64))
CMI 16,557 3,749 33,75 8,563 33,125 7,496
CMF 32,5 6,185 35,00 10,258 66,25 14,993
C18H20CUN4O,S (A. Vil (7,71))
CMI 8,591 2,366 16,557 3,749 33,75 8,563
CMF 16,557 3,749 32,5 6,185 66,25 14,993
Amfotericina B
CMI 0,25 1,0 0,5
CMF 0,25 4,0 2,0

In cazul acestor compusi, valoarea medie a CMI, obtinuti la testarea pe 50 de tulpini
clinice, a fost mai mica de 10 pg/ml, la fel si valoarea medie a CMF. Pentru compusul
dicloro{(prop-2-en-1-il)-N-(prop-2-en-1-il)-N'-[(piridin-2-il)metili-den]carbamohidrazonotioat}
cupru, in raport cu tulpinile clinice care se refera la specia Candida glabrata, s-au inregistrat valori
medii ale CMI si ale CMF in jur de 20 pg/ml, diferentele dintre acesti doi parametri fiind

nesemnificative din punct de vedere statistic.
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Analiza comparativa a nivelului de activitate al compusilor chimici testati in raport cu
tulpinile clinice si cu cele tip demonstreaza mici diferente, dar care nu sunt foarte importante.
Astfel, valorile CMI pentru cele 50 de tulpini clinice de Candida albicans si tulpina tip din aceasta

specie sunt foarte apropiate, fara diferente statistic semnificative (Figura 4.5)
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Fig. 4.5. Activitatea antifungica a compusilor chimici testati fata de tulpinile clinice de
Candida albicans si tulpina tip C. albicans ATCC 90028. 1. C14H19CuNsOsS; 2.
C19H21BrCuNsS; 3. C17H19CuNsOsS; 4. C13H16C12CuN4S; CMI(T), CMF(T) — concentratiile

minime de inhibitie si fungicida fata de tulpina tip

Concentratiile minime de inhibitie ale celor patru compusi chimici cu activitatea cea mai
inaltd in cazul speciei C. albicans sunt mai mici in cazul tulpinii tip, comparativ cu media obtinuta
pentru cele 50 de tulpini clinice, valorile CMI(T) fiind in limitele deviatiei standard pentru seria
analizatd. La fel si valoarea CMF 1n cazul tulpinii tip este egala practic cu media obtinutd pentru
tulpinile clinice de C.albicans. Diferentele observate sunt neimportante din punct de vedere
statistic, CMF(T) fiind in limitele zonei de variatie a CMF inregistrata in cazul tulpinilor clinice.

Tulpinile clinice de C. parapsilosis de asemenea au manifestat sensibilitate diferita,
comparativ cu tulpina tip C. parapsilosis ATCC 22019, fata de cei patru compusi chimici testati,

identificati ca cei mai activi. Rezultatele pot fi urmarite pe Figura 4.6.
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Valorile CMI (T) pentru compusii testati au fost mai mici comparativ cu valorile medii
obtinute pentru 50 de tulpini clinice care apartin acestei specii, dar semnificatia statistica a

diferentelor lipseste, valorile caracteristice pentru tulpina tip fiind in limitele deviatiei standard a

seriei de tulpini clinice.
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Fig. 4.6. Activitatea antifungica a compusilor chimici testati fata de tulpinile clinice de
Candida parapsilosis si tulpina tip C. parapsilosis ATCC 22019. 1. C14H19CuNsOsS; 2.
C19H21BrCuNsS; 3. C17H19CuNs0sS; 4. CisH16CizCuNsS; CMI(T), CMF(T) — concentratiile
minime de inhibitie si fungicidi fati de tulpina tip. in cazul compusilor 3 si 4, valorile

CMI(T) si CMF(T) se suprapun

Valorile CMF sunt foarte apropiate in cazul tulpinii tip si a celor clinice, pentru toti
compusii fiind in limitele deviatiei standard a CMF caracteristica tulpinilor clinice din specia C.
parapsilosis.

La testarea actiunii asupra C. glabrata au fost identificati trei compusilor cu activitate
antifungica performantd, doi dintre care au manifestat efecte identice asupra tulpinii tip si a
tulpinilor clinice izolate din biosubstraturile umane. Rezultatele pot fi vazute pe Figura 4.7.

In cazul compusului nitrato{N-ciclohexil-N'-[(1-(piridin-2-il)etiliden] carbamohidra-

zonotioato} de cupru, valorile CMI(T) si CMF(T) sunt identice si egale cu 3,9 pg/ml. Valoarea
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medie a CMI pentru cele 50 de tulpini clinice izolate din diferite biosubtraturi umane (2,4 pg/ml)

a fost mai mica decat CMI(T), diferenta fiind semnificativa din punct de vedere statistic.
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Fig. 4.7. Activitatea antifungica a compusilor chimici testati fata de tulpinile clinice de
Candida glabrata si tulpina tip C. glabrata ATCC 2001. 1. C14H19CuNsQOsS; 2.
C19H21BrCuNsS; 3. C17H19CuNsOsS; CMI(T), CMF(T) — concentratiile minime de inhibitie
si fungicida fata de tulpina tip. in cazul compusului 1, valorile CMI(T) si CMF(T) se

suprapun

In linii generale, compararea rezultatelor efectelor antifungice ale compusilor chimici
testati fatd de tulpinile tip si izolatele clinice a aratat c&, in linii mari, sensibilitatea tulpinilor tip
este destul de apropiata de sensibilitatea tulpinilor clinice. Astfel, rezultatele testelor primare pe
culturi-tip, in cadrul carora au fost studiati compusii chimici tiosemicarbazonati cu continut de
cupru, pot fi extrapolate, cu un nivel foarte inalt de probabilitate, si asupra tulpinilor clinice.

La aceasta etapa de cercetare a fost studiata si actiunea antifungica a celor cinci compusi
de origine naturala, obtinuti din biomasa de spiruling, fata de tulpinile clinice ale trei specii: C.
albicans, C. parapsilosis si C. glabrata si de tulpinile tip C. albicans ATCC 90028, C. parapsilosis
ATCC 22019, C. glabrata ATCC 2001. Rezultatele obtinute sunt redate in Tabelul 4.6.

Analiza rezultatelor obtinute ne permite sd afirmdm cd compusii de origine naturala au

manifestat efecte similare cu compusii chimici testati atat fata de tulpinile tip, cat si fata de cele

138



clinice obtinute din diferite biosubstraturi umane. Diferentele se incadreaza in limitele de variatie

ale parametrilor monitorizati in seria de tulpini clinice.

Tabelul 4.6. Activitatea antifungica a compusilor naturali testati fata de izolatele clinice si
tulpinile tip (CMI,CMF, CMI (T)*, CMF(T)* mg/ml)

Candida albicans Candida parapsilosis Candida glabrata
Compusul N=50 N=50 N=50
natural Media Deviatia Media Deviatia Media Deviatia
standard standard standard

ES1
cMI 0,847 0,305 0,733 0,244 0,759 0,264
CMF 1,425 0,438 1,525 0,523 14 0,410
CMI (T) 0,62 0,62 0,62
CMF (T) 1,25 1,25 1,25
ES2
CMI 1,7 0,60609 1,55 0,53327 3,1 1,078
CMF 2,8 0,82065 2,9 0,32582 5,6 1,641
CMI (T) 1,25 1,25 2,5
CMF(T) 2,5 2,5 5,0
ES3
CMI 1,375 0,37788 1,375 0,3788 2,75 0,757
CMF 2,7 0,6851 1,425 0,43813 2,85 0,876
CMI(T) 1,25 1,25 2,5
CMF(T) 15 1,25 2,5
PCM1
cMmI 0,00778 0,001329 0,00736 0,0009 0,007 0,001
CMF 0,0112 0,004797 0,0116 0,005481 0,0108 0,003
CMI(T) 0,007 0,007 0,007
CMK(T) 0,01 0,01 0,01
PCM2
CMI 0,0047 0,001752 0,0042 0,0003897 0,004 0,0009
CMF 0,009 0,000239 0,00904 0,0001973 0,009 0,0002
CMI(T) 0,004 0,004 0,004
CMF(T) 0,009 0,009 0,009

CMI(T)*, CMF(T)* - concentratiile minime de inhibitie si fungicida in raport cu tulpina tip

Astfel, pentru extractul de spirulind ES1, CMI medie pentru izolatele clinice ale speciei
Candida albicans a constituit 0,847+0,305 mg/ml, in timp ce valoarea CMI(T) pentru tulpina tip
C. albicans ATCC 90028 a fost de 0,62 mg/ml. Este de mentionat ca diapazonul variatiei valorii
CMI pentru extractul ES1 in cazul celor 50 de izolate clinice ale speciei C.albicans a fost destul
de ingust, incadrandu-se intre 0,62 si 1,25 mg/ml. Concentratiile minime fungicide obtinute in
cadrul testarii pentru extractul ES1 de asemenea nu s-au deosebit semnificativ in raport cu tulpina
tip C. albicans ATCC 90028 si cu media pe cele 50 de tulpini clinice ale speciei C.albicans izolate
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din biosubstraturi umane. Astfel, CMF in cazul tulpinii tip a fost de 1,25 mg/ml, iar media pe
izolatele clinice a constituit 1,425+0,438 mg/ml. Extractul ES1 a aratat aceleasi valori ale CMI(T)
si ale CMF(T) pentru celelalte doua tulpini de referinta — 0,62 si 1,25 mg/ml, respectiv, in timp ce
CMI medie pentru cele 50 de tulpini clinice de C. parapsilosis a fost de 0,733+0,224 mg/ml, iar
CMF — 1,525+0,524 mg/ml. CMI medie pentru tulpinile clinice de C. glabrata a fost de
0,759+0,264, iar CMF de 1,4 £0,41 mg/ml.

Aceiagi situatie se atesta si in cazul extractului ES2. Nici acest compus natural nu a
manifestat efecte diferite fata de tulpinile clinice si cele trei tulpini tip studiate. In cazul acestui
extract de spirulind ES3, se observa, in linii generale, aceiasi situatie, cu exceptia tulpinilor clinice
ale speciei C. albicans. Astfel, CMI si CMI(T) sunt foarte apropiate — 1,375 si 1,25 mg/ml,
respectiv, in timp ce CMF este semnificativ mai mare comparativ cu CMF(T): 2,7 mg/ml fata de
1,5 mg/ml.

Activitatea antifungica foarte inaltd observatd pentru preparatele carotenoide cu continut
de mixoxantofila in raport cu tulpinile de referintd de fungi levuriformi s-a pastrat si in raport cu
tulpinile clinice ale speciilor C. albicans, C. parapsilosis si C. glabrata. La tulpinile clinice,
valorile medii ale CMI si ale CMF sunt practic egale (fara diferente semnificative din punct de
vedere statistic) cu valorile CMI(T) si ale CMF(T).

Astfel, ca si in cazul compusilor chimici, se poate concluziona ca sensibilitatea tulpinilor
tip este destul de apropiata de cea a tulpinilor clinice fatd de extractele de spirulina ES1, ES2 si
ES3, si de preparatele carotenoide cu continut de mixoxantofila PCM1 si PCM 2.

4.3. Actiunea sinergici a compusilor chimici si biologici testati asupra tulpinilor tip
de fungi levuriformi

Problema majora cu care se confruntd medicina contemporana, pe langa dezvoltarea rapida
a formelor de rezistenta la antimicrobiene de catre microorganismele patogene, inclusiv fungi, este

toxicitatea inalta a antibioticelor de generatiile noi. O cale de a diminua efectele toxice ale acestor

.....

.....

conventionale, cand acestea sunt combinate cu alte preparate antifungice sintetice sau naturale.
Fenomenul se bazeaza pe combinarea mai multor mecanisme de actiune, ceea ce permite realizarea
unui atac multidirectionat, care nu numai ca mareste eficienta terapiilor, dar si reduce substantial
probabilitatea dezvoltarii rezistentei la antimicrobienele respective. Sinergism in raport cu

tulpinile rezistente de Candida albicans a fost observat la combinarea compusilor chimici obtinuti
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pe baza de pirazolind si ale complexelor lor de cupru (II) si de nichel (II) cu antifungicele
conventionale.

In cadrul testelor primare au fost identificati mai multi compusi chimici si biologici noi cu
proprietati antifungice in raport cu fungii levuriformi, iar la aceasta etapa de realizare a tezei de
doctor habilitat au fost realizate cercetari in vederea evidentierii unor combinatii sinergice intre
compusii chimici si cei biologici.

Concentratiile aplicate pentru toti compusii luati in studiu au constituit 1/4 din CMI
identificate. Culturile fungice au fost incubate pe durata a 48 de ore cu trei compusi chimici
(bromo{N-ciclohexil-N'-[fenil(piridin-2-il)metiliden]carbamohidrazono-tioat}cupru; dicloro{
(prop-2-en-1-il)-N-(prop-2-en-1-il)-N'-[(piridin-2-il)metili-den]carbamohidrazonotioat}cupru;
nitrato{N-ciclohexil-N'-[(1-(piridin-2-il)etiliden]carbamo-hidrazonotioato}cupru) si cu doi
compusi biologici (PCM1 si PCM2), aplicati atit separat, ct si in combinatie. Numarul de celule
viabile a fost determinat la 4, 8, 12, 24 si 48 de ore de la momentul initierii contactului dintre
compusii aplicati si cultura fungica.

Rezultatele obtinute reflecta rezultatele obtinute in cazul tulpinii C. albicans ATCC 90028.
Martorul netratat se caracterizeaza prin cresterea numarului de celule viabile pe durata celor 48 de
ore de monitorizare a culturii, cresterea devenind semnificativd fatd de momentul de initiere a
experientei deja la 8 ore. Dupa 48 de ore, numarul de celulele viabile in culturd creste cu peste
30% fata de Inceputul experientei.

Ambii compusi biologici provoacd o reducere statistic semnificativa a numarului de celule
viabile, comparativ cu martorul netratat, la fel, incepand cu timpul de 8 ore de la initierea
contactului. La sférsitul perioadei de monitorizare, numdrul de celule viabile in cultura tratata cu
compusi biologici este la acelasi nivel cu numarul lor la inceputul experientei. Este de mentionat
ca intre efectele celor doi compusi biologici asupra C. albicans ATCC 90028 nu se deosebesc intre
ele.

Cei trei compusi chimici aplicati in concentratia care constituie 1/4 (0,25) din valoarea CMI
au provocat modificari diferite ale numarului de celule viabile in cultura de C. albicans ATCC
90028. Astfel, C1 (bromo{N-ciclohexil-N'-[fenil(piridin-2-il) metili-den]Jcarbamohidrazono-
tioat}cupru) provoaca o descrestere semnificativd a numarului de celule viabile dupa 4 ore de
contact cu cultura fungica (cu peste 17%), dupa care urmeaza o ameliorare a situatiei prin cresterea
numarului de celule viabile, care atinge valorile caracteristice culturii tratate cu compusi biologici.
Cu toate acestea, si in cazul compusului chimic C1, la finalul perioadei de monitorizare, numarul

celulelor viabile este cu aproximativ 1/3 mai mic comparativ cu cultura netratata.
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Combinatia  dintre ~ compusul  chimic  bromo{N-ciclohexil-N'-[fenil(piridin-2-
il)metiliden]carbamohidrazono-tioat} cupru si ambii compusi biologici testati duce la o scadere

semnificativa a numarului de celule viabile de Candida albicans ATCC 90028 (Figura 4.8).
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Fig. 4.8. Curbele timpului de ucidere a compusilor chimici si biologici, si a combinatiilor
lor in raport cu tulpina Candida albicans ATCC 90028. C1 - bromo{N-ciclohexil-N’-
[fenil(piridin-2-il)metiliden]carbamohidrazono-tioat}cupru; C2 - dicloro{(prop-2-en-1-il)-
N-(prop-2-en-1-il)-N'-[(piridin-2-il)metili-den] carbamo-hidrazonotioat}cupru, C3 -
nitrato{N-ciclohexil-N'-[(1-(piridin-2-il)etiliden] carbamohidra-zonotioato}cupru; B1 —
PCM1; B2 -PCM2
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La intervalul de 4 ore de la initierea contactului combinatiei dintre compusul chimic si cel
biologic cu substratul are loc o reducere de circa doua ori a numarului de celule viabile fata de
momentul 0.

In timp, efectul inhibitor al combinatiilor continua s se amplifice, iar la finalul experientei
(48 de ore) numarul celulelor viabile se reduce de pana la trei ori fatd de nivelul initial si de pana
la patru ori comparativ cu martorul netratat. Cu toate ca diferenta numerica dintre combinatiile cu
compusii biologici nu este foarte mare, ea este semnificativa din punct de vedere statistic, iar al
doilea compus biologic asigura efecte mai pronuntate in combinatie cu compusul C1.

Cel de-al doilea compus chimic dicloro{(prop-2-en-1-il)-N-(prop-2-en-1-il)-N'-[(piridin-
2-il)metili-den] carbamo-hidrazonotioat}cupru, aplicat in concentratie ce constituie 1/4 din CMI,
produce o reducere semnificativa si progresiva in timp, incepand cu intervalul de 8 ore de la
initierea contactului, a numarului de celule viabile de Candida albicans ATCC 90028. Efectul
maximal inhibitor este atins la 24 ore de contact si se pastreaza urmatoarele 24 de ore. Descresterea
numarului de celule viabile constituie peste 30% fata de nivelul de pana la contact si 50% fata de
martorul netratat. Combinatiile dintre compusul chimic C2 si cei doi compusi biologici au exercitat
un efect inhibitori mai puternic, inregistrandu-se o reducere a numarului de celule viabile de pana
la sase ori, comparativ cu situatia de pana la contactul culturii cu combinatiile, si de pana la opt
ori comparativ cu martorul netratat. Ca si in cazul compusului C1, 0 activitate mai pronuntata o
are combinatia dintre compusul chimic C2 si PCM2. Pentru aceastd combinatie, efectul maxim
este atins dupa 24 de ore de contact, iar nivelul de inhibitie a tulpinii Candida albicans ATCC
90028 este semnificativ statistic mai mare, comparativ cu combinatia dintre C2 si PCM1.

Cel mai mare interes prezinta cel de-al treilea compus chimic C3 — nitrato{N-ciclohexil-
N'-[(1-(piridin-2-il)etiliden] carbamohidra-zonotioato}cupru care, aplicat in doza de Y4 din CMI,
este tolerat destul de bine de cultura fungica, dupa 48 de ore inregistrandu-se chiar o crestere cu
peste 16% a numdrului de celule viabile fati de momentul 0. In schimb combinatiile dintre acest
compus chimic si preparatele cu continut de mixoxantofila produc o reducere semnificativa (de
peste trei ori fata de inceputul experientei si de peste patru ori fatd de martorul netratat) a numarului
de celulel viabile.

Curbele timpului de ucidere a compusilor chimici si biologici si a combinatiilor lor in raport
cu tulpina Candida glabrata ATCC 2001 sunt prezentate pe Figura 4.9.

Martorul netratat in cazul tulpinii Candida glabrata ATCC 2001 se caracterizeaza prin
cresterea numarului de celule viabile pe durata celor 48 de ore de monitorizare a culturii, cresterea

devenint mai pronuntata intre 24 si 48 de ore, atingand valori de peste 130% fata de nivelul initial.
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Ambii compusi biologici provoaca o reducere mica din punct de vedere al valorilor absolute, dar

statistic semnificativa a numarului de celule viabile, comparativ cu martorul netratat.
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Fig. 4.9. Curbele timpului de ucidere a compusilor chimici si biologici, si a combinatiilor
lor in raport cu tulpina Candida glabrata ATCC 2001. C1 - bromo{N-ciclohexil-N'-
[fenil(piridin-2-il)metiliden]carbamohidrazono-tioat}cupru; C2 - dicloro{(prop-2-en-1-il)-
N-(prop-2-en-1-il)-N'-[(piridin-2-il)metili-den] carbamo-hidrazonotioat}cupru, C3 -
nitrato{N-ciclohexil-N’-[(1-(piridin-2-il)etiliden] carbamohidra-zonotioato}cupru; B1 —
PCM1; B2 - PCM2
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Efectul inhibitor al compusului biologic PCM1 se observa mai pronuntat in intervalul 24-
48 de ore de la contactul culturii cu compusul, in timp ce efectul compusului biologic PCM 2 este
stabil pe Intreaga duratd a monitorizarii.

La finalul perioadei experimentale, numarul de celule viabile de Candida glabrata ATCC
2001 1n variantele tratate cu compusii biologici PCM 1 si PCM 2 capéta valori foarte apropiate si
este la nivelul de pana la Inceputul experientei. Este de mentionat cd intre efectele celor doi
compusi biologici asupra tulpinii C. glabrata ATCC 2001 cele mai semnificative deosebiri se
observa in intervalul 0-24 de ore de contact.

Cei trei compusi chimici aplicati in concentratia care constituie % (0,25) din valoarea CMI
au provocat modificari diferite ale numarului de celule viabile in cultura de C. glabrata ATCC
2001. Astfel, C1 (bromo{N-ciclohexil-N'-[fenil(piridin-2-il) metili-den]Jcarbamohidrazono-
tioat}cupru) provoacd o descrestere semnificativd a numarului de celule viabile dupa 4 ore de
contact cu cultura fungica (cu peste 17%), dupa care urmeaza o ameliorare a situatiei prin cresterea
numadrului de celule viabile, care atinge valorile caracteristice culturii tratate cu biologici. La
finalul perioadei de monitorizare, numarul celulelor viabile este cu aproximativ 30% mai mic
comparativ cu cultura netratata. Se atesta o repetare a patternului de actiune caracteristic acestui
compus in cazul tulpinii examinate anterior (Candida albicans ATCC 90028).

Combinatia dintre compusul chimic C1 bromo{N-ciclohexil-N'-[fenil(piridin-2-
il)metiliden]carbamohidrazono-tioat} cupru si ambii compusi biologici testati duce la o scadere
semnificativa a numarului de celule viabile de Candida glabrata ATCC 2001. La intervalul de 4
ore de la initierea contactului combinatiilor dintre compusul chimic si substantele biologice cu
substratul fungic are loc o reducere de pana la doua ori a numarului de celule viabile fata de situatia
de la inceputul experientei. Ambele combinatii au efecte egale asupra tulpinii studiate. In timp,
efectul inhibitor al combinatilor continud sa se amplifice si apar unele deosebiri Intre parametrii
cantitativi ai acestor combinatii. Astfel, actiunea antifungica a combinatiei dintre bromo{N-
ciclohexil-N'-[fenil(piridin-2-il) metili-den]carbamohidrazono-tioat}cupru si PCM2 este mai
pronuntatd comparativ cu cea a combinatiei dintre compusul C1 si PCM1. La finalul experientei
(48 de ore), numarul celulelor viabile in cultura tratata cu combinatia C1+B1 se reduce de ori ori
fatd de nivelul initial si de patru ori comparativ cu martorul netratat, iar in cazul combinatiei
C1+B2 factorul creste cu trei sutimi. Desi diferenta numericd dintre combinatiile cu compusii
biologici nu este foarte mare, ea este semnificativa din punct de vedere statistic.

Cel de-al doilea compus chimic C2 dicloro{(prop-2-en-1-il)-N-(prop-2-en-1-il)-N'-
[(piridin-2-il)metili-den] carbamo-hidrazonotioat}cupru, aplicat in concentratia care constituie Y4

din CMI, produce o reducere mica in valori absolute, dar veridica statistic a numarului de celule
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viabile de Candida glabrata ATCC 2001. Curba timpului de ucidere pentru acest compus practic
o repetd pe cea a compusului biologic B2 (PCM2), cu unica diferentd, veridica din punct de vedere
statistic, la interval de 12 ore, cand nivelul de inhibitie produs de compusul chimic este mai esential
comparativ cu cel produs de PCM2. Descresterea numarului de celule viabile constituie 25% fata
de martorul netratat, iar in comparatie cu numarul de celule viabile in cultura la inceputul
experientei, diferente nu au fost observate.

Combinatiile dintre compusul chimic C2 si cei doi compusi biologici au un efect de
inhibitie a cresterii tulpinii Candida glabrata ATCC 2001, inregistrandu-se o reducere a numarului
de celule viabile de pana la 3,2 ori comparativ cu situatia de pana la contactul culturii cu
combinatiile acestor compusi si de pana la 4,3 ori comparativ cu martorul netratat. Ambele
combinatii au manifestat efect inhibitor de acelasi nivel, deosebirile observate fiind minime si
nesemnificative din punct de vedere statistic. Actiunea inhibitoare fatd de tulpina Candida
glabrata ATCC 2001 s-a manifestat in doua salturi importante: unul la 4 ore si altul la 12 ore.

Curba timpului de ucidere a celui de-al treilea compus chimic C3 — nitrato{N-ciclohexil-
N'-[(1-(piridin-2-il)etiliden] carbamohidra-zonotioato}cupru practiv s-a suprapus pe curba
compusului biologic B2. Fiind aplicat in doza de 4 din CMI, acest compus nu permite obtinerea
unei cresteri a numarului de celule viabile, acesta randnand la nivelul caracteristic culturii la
inceputul experientei. in schimb, combinatiile dintre acest compus si preparatele cu continut de
mixoxantofila produc o diminuare semnificativa (de peste 3 ori fatd de inceputul experientei si de
peste 4 ori fatd de martorul netratat) a numarului de celule viabile. Cea mai importanta scadere a
numarului de celule viabile de Candida glabrata ATCC 2001 se produce pe durata primelor 8 ore
de contact a culturii cu combinatiile dintre compusul C3 si cele doua preparate biologice cu
continut de mixoxantofila. Acest parametru rdmane stabil intre 8 si 12 ore, dupa care urmeaza o
noua descrestere, de data aceasta mai putin pronuntata. Daca la 4, la 8 si la 12 ore intre combinatii
sunt diferente statistice, atunci la 24 si la 48 de ore acestea lipsesc.

Curbele timpului de ucidere a compusilor chimici si biologici si a combinatiilor lor in raport
cu tulpina Cryptococcus neoformans ATCC 13690 sunt prezentate pe Figura 4.10.

Numarul de celule viabile n cultura martorului netratat in cazul tulpinii Cryptococcus
neoformans ATCC 13690 creste lent si constant pe durata celor 48 ore de monitorizare, atingand
valori de pana la 117% fata de nivelul initial.

Ambii compusi biologici provoaca o reducere neinsemnata, din punct de vedere al valorilor
absolute, a numarului de celule viabile, dar care in cazul compusului B2 este statistic semnificativa,
comparativ cu martorul netratat. Curbele timpului de omorare a culturii de Cryptococcus

neoformans ATCC 13690 repeta patternul caracteristic pentru martorul netratat, cu diferenta ca
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valorile obtinute pentru LgUFC sunt putin mai mici. La finalul perioadei experimentale, numarul
de celule viabile de Cryptococcus neoformans ATCC 13690 in variantele tratate cu compusii

biologici PCM 1 si PCM 2 capata valori foarte apropiate si este mai mare ca pana la inceputul

experientei.
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Fig. 4.10. Curbele timpului de ucidere a compusilor chimici si biologici, si a combinatiilor
lor in raport cu tulpina Cryptococcus neoformans ATCC 13690. C1 - bromo{N-ciclohexil-
N*-[fenil(piridin-2-il)metiliden]carbamohidrazono-tioat}cupru; C2 - dicloro{(prop-2-en-1-
il)-N-(prop-2-en-1-il)-N"-[(piridin-2-il)metili-den] carbamo-hidrazonotioat}cupru, C3 -
nitrato{N-ciclohexil-N'-[(1-(piridin-2-il)etiliden] carbamohidra-zonotioato}cupru; B1 —
PCM1; B2 - PCM2
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Ambii compusi biologici provoaca o reducere neinsemnata, din punct de vedere al valorilor
absolute, a numarului de celule viabile, dar care in cazul compusului B2 este statistic semnificativa,
comparativ cu martorul netratat. Curbele timpului de omorare a culturii de Cryptococcus
neoformans ATCC 13690 repeta patternul caracteristic pentru martorul netratat, cu diferenta ca
valorile obtinute pentru LgUFC sunt putin mai mici. La finalul perioadei experimentale, numarul
de celule viabile de Cryptococcus neoformans ATCC 13690 in variantele tratate cu compusii
biologici PCM 1 si PCM 2 capata valori foarte apropiate si este mai mare ca pand la inceputul
experientei.

Cei trei compusi chimici aplicati in concentratia de 1/4 (0,25) din valoarea CMI s-au
comportat diferit in raport cu cultura de Cryptococcus neoformans ATCC 13690. Astfel, C1
(bromo{N-ciclohexil-N'-[fenil(piridin-2-il) metili-den]Jcarbamohidrazono-tioat}cupru) provoaca
o descrestere cu peste 20% a numarului de celule viabile dupa 12 ore de contact cu cultura fungica,
dupa care urmeaza o noud descrestere a numarului de celule viabile, dar mai lenta. Drept urmare,
intre punctele de verificare vecine diferente statistic veridice nu se atesta. La finalul perioadei de
monitorizare, numarul celulelor viabile este cu aproximativ 21% mai mic comparativ cu cultura
netratata.

Combinatiile dintre compusul chimic C1 bromo{N-ciclohexil-N'-[fenil(piridin-2-
il)metiliden]carbamohidrazono-tioat}cupru si ambii compusi biologici testati duce la o scadere
semnificativa a numarului de celule viabile de Cryptococcus neoformans ATCC 13690. La
intervalul de 4 ore de la initierea contactului combinatiilor dintre compusul chimic si biologici cu
substartul se observa cea mai mare diferenta intre efectele acestor doua combinatii. Combinatia
compusului chimic C1 si a celui biologic B2 este de doua ori mai activa comparativ cu combinatia
C1+B1. In prima combinatie, reducerea numarului de celule viabile este de 1/3 fata de nivelul
initial. In celelalte puncte de control, ambele combinatii au efecte egale asupra tulpinii cercetate,
numarul de celule viabile la 8, 12, 24 si 48 ore fiind practic identic.

Cel de-al doilea compus chimic C2 dicloro{(prop-2-en-1-il)-N-(prop-2-en-1-il)-N'-
[(piridin-2-il)metili-den] carbamo-hidrazonotioat}cupru, aplicat in concentratia care constituie Y4
din CMI, produce o reducere mai pronuntata, veridica statistic, a numarului de celule viabile de
Cryptococcus neoformans ATCC 13690. Curba timpului de ucidere pentru acest compus practic
o repeta pe cea a compusului chimic C1 pe intervalul 4-24 ore. Comparativ cu martorul netratat se
observa o diminuare cu aproximativ % a numarului total de unitati formatoare de colonii in cultura
tratatd cu compusul chimic C2 la momentul de 24 de ore. La 48 de ore se observd o mica crestere
a numadrului de celule viabile, dar acesta ramane mai mic atat in comparatie cu martorul netratat,

cat si cu nivelul initial, de pana la tratarea culturii cu compusul chimic.
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Combinatiile dintre compusul chimic C2 si cei doi compusi biologici au un puternic efect
de inhibitie a cresterii tulpinii Cryptococcus neoformans ATCC 13690, inregistrandu-se o reducere
a numadrului de celule viabile de 3-4 ori comparativ cu situatia de pana la contactul culturii cu
combinatiile de compusi. La intervalele de timp de 4, 8 si 12 ore ambele combinatii au manifestat
efect inhibitor de acelasi nivel, deosebirile observate fiind minime si nesemnificative din punct de
vedere statistic. In schimb, la 24 de ore se observa diferenta dintre efectele celor doui combinatii.
Actiunea antifungicd a compusului dicloro{(prop-2-en-1-il)-N-(prop-2-en-1-il)-N'-[(piridin-2-
il)metili-den] carbamo-hidrazonotioat}cupru cu preparatul biologic B2 este mult mai pronuntata,
comparativ cu cea a combinatiei dintre compusul chimic si preparatul biologic B1. La 48 de ore
de contact, aceasta diferenta se pastreaza, iar efectul general al ambelor combinatii se amplifica
considerabil.

Curba timpului de ucidere a celui de-al treilea compus chimic C3 nitrato{N-ciclohexil-N'-
[(2-(piridin-2-il)etiliden] carbamohidra-zonotioato}cupru se deosebeste de curbele primilor doi
compusi chimici. Fiind aplicat in doza de 1/4 din CMI, acest compus se manifesta ca inhibitor al
cresterii tulpinii Cryptococcus neoformans ATCC 13690 la intervalele de timp de 8 si de 12 ore
de la momentul contactului culturii cu compusul C3. La intervalele de timp de 24 si de 48 de ore
curba timpului de ucidere pentru compusul C3 se suprapune cu cea a compusului biologic B2.
Combinatiile dintre acest compus si preparatele cu continut de mixoxantofila produc o diminuare
semnificativa (de 3,5-4,0 ori fatd de inceputul experientei) a numaruluii de celule viabile (Figura
4.10).

Cea mai importantd scadere a numarului de celule viabile de Cryptococcus neoformans
ATCC 13690 se produce pe durata primelor 12 ore de contact a culturii cu combinatiile dintre
compusul C3 si cei doi compusi biologici cu continut de mixoxantofild. Acest nivel de inhibitie
se pastreaza stabil pana la finalul etapei de monitorizare. Conform datelor inregiustrate, si in cazul
tulpinii de Cryptococcus neoformans, caracterizate printr-un ritm mai lent de crestere,
patternuriole de interactiune a culturii cu compusii chimici, biologici si Cu combinatiile acestora
sunt foarte apropiate cu cele caracteristice tulpinilor ce apartin genului Candida analizate anterior.

Ultima tulpina studiata in cadrul acestui compartiment a fost Saccharomyces cerevisiae
ATCC 4098. Curbele timpului de ucidere a compusilor chimici si biologici, si a combinatiilor lor
in raport cu tulpina Saccharomyces cerevisiae ATCC 4098 sunt prezentate pe Figura 4.11.
Saccharomyces cerevisiae ATCC 4098 se carcterizeaza printr-o crestere lentd in timp constant pe
durata celor 48 de ore de monitorizare, atingdnd valori de pana la 125% fata de nivelul initial.

Ambii compusi biologici se comportd practic identic fatd de cultura de drojdie, provocand o
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reducere semnificativa, din punct de vedere al valorilor absolute, a numarului de celule viabile, la

punctele de control la 8 sila 12 ore.

8
! [ A ==
ES =
o5
LL
D4
23
2
1
0 4 8 12 24 48
Ore de contact cu cultura
=@=\artor =0-0,25 CMI B1 0,25 CMI B2
0,25CMI C1 =@==0,25 CMI| C1+0,25CMI B1 =@==0,25 CMI C1+0,25CMI B2
9
— =—C ———
E 7 ® 4
2 s
D
[@2)
-3
1
0 4 8 12 24 48
Ore de contact cu cultura
=@=|\artor =0-0,25 CMI B1 0,25 CMI B2
0,25 CMI C2 =@=0,25 CMI C2+0,25CMI B1 =@==0,25 CMI C2+0,25CMI B2
9
—_ =—=C ——
g 7 [
O
L5
D
[@2]
-3
1
0 4 8 12 24 48
Ore de contact cu cultura
=@ Martor =0-0,25 CMI B1 0,25 CMI B2
0,25 CMIC3 =@=0,25 CMI| C3+0,25CMI B1 =@, 25 CMI| C3+0,25CMI B2

Fig. 4.11. Curbele timpului de ucidere a compusilor chimici si biologici, si a combinatiilor
lor in raport cu Saccharomyces cerevisiae ATCC 4098. C1 - bromo{N-ciclohexil-N"-
[fenil(piridin-2-il)metiliden]carbamohidrazono-tioat}cupru; C2 - dicloro{(prop-2-en-1-il)-
N-(prop-2-en-1-il)-N'-[(piridin-2-il)metili-den] carbamo-hidrazonotioat}cupru, C3 -
nitrato{N-ciclohexil-N'-[(1-(piridin-2-il)etiliden] carbamohidra-zonotioato}cupru; B1 —
PCM1; B2 -PCM2

La 24 si la 48 de ore de contact, efectul inhibitor al dozelor subinhibitorii de compusi
biologici se reduce semnificativ, valorile Lg UFC/ml apropiindu-se foarte mult de cele

caracteristice martorului netratat.
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Cei trei compusi chimici aplicati In concentratia care constituie 1/4 sau 0,25 din valoarea
CMI s-au comportat diferit in raport cu cultura Saccharomyces cerevisiae ATCC 4098. Astfel, C1
(bromo{N-ciclohexil-N'-[fenil(piridin-2-il) metili-den]carbamohidrazono-tioat}cupru) provoaca
o reducere semnificativd a numarului de celule viabile, care devine vizibila la 12 ore de contact cu
cultura fungica. Pe durata monitorizarii, valoarea Lg UFC/ml descreste lent dar stabil, comparativ
cu valoare minima in punctul 48 de ore. La finalul perioadei de monitorizare, numarul celulelor
viabile este cu aproximativ 30% mai mic comparativ cu martorul netratat.

Combinatiile dintre compusul chimic C1 bromo{N-ciclohexil-N'-[fenil(piridin-2-
il)metiliden]carbamohidrazono-tioat} cupru si ambii compusi biologici testati provoaca o scadere
semnificativa a numadrului de celule viabile de Saccharomyces cerevisiae ATCC 4098. La
intervalul de 4 ore de la initierea contactului combinatiilor dintre compusul chimic si cel biologic
cu substratul se observa deja o scddere semnificativa a valorilor Lg UFC/ml.

Valoarea parametrului dat scade constant pana la 24 ore, dupa care se stabilizeaza. Este de
mentionat ca curbele timpului de ucidere, in raport cu tulpina de levuri, a ambelor combinatii sunt
practic identice, suprapunandu-se pe aproate toata lungimea lor. Numarul de celule viabile de
Saccharomyces cerevisiae, ca rezultat al interactiunii culturii de drojdii cu combinatiile intre
compusul chimic C1 si cei doi compusi biologici, se reduce spre finalul perioadei de monitorizare
de aproximativ trei ori.

Cel de-al doilea compus chimic C2 dicloro{(prop-2-en-1-il)-N-(prop-2-en-1-il)-N'-
[(piridin-2-il)metili-den] carbamo-hidrazonotioat}cupru, aplicat in concentratia care constituie %4
din CMI, produce o reducere mai putin pronuntatd, dar veridica statistic, a numarului de celule
viabile de Saccharomyces cerevisiae. Curba timpului de ucidere pentru acest compus difera de cea
a compusului chimic C1 prin faptul c¢d nu se atestd o scadere progresiva a numarului de celule
viabile cu trecerea timpului. Acest parametru ramane la nivelul caracteristic momentului initial al
experientei. Comparativ cu martorul netratat, se observa o diminuare cu aproximativ 17% a
numarului total de unitati formatoare de colonii in cultura tratatd cu compusul chimic C2 la
momentul de timp de 12 ore, care se pastreaza si la 24 de ore. La 48 de ore se observa o mica
crestere a numarului de celule viabile, dar acesta ramane mai mic In comparatie cu martorul
netratat si putin mai mare in comparatie cu nivelul initial, de pana la tratarea culturii cu compusul
chimic.

Combinatiile dintre compusul chimic C2 si cei doi compusi biologici au un puternic efect
de inhibitie al cresterii tulpinii Saccharomyces cerevisiae ATCC 4098, inregistrandu-se o reducere

a numarului de celule viabile de 3,1-3,2 ori comparativ cu situatia de pana la contactul culturii cu
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combinatiile acestor compusi. Ambele combinatii au manifestat efect inhibitor de acelasi nivel,
deosebirile observate fiind minime si nesemnificative din punct de vedere statistic.

Curba timpului de ucidere a celui de-al treilea compus chimic C3 nitrato{N-ciclohexil-N'-
[(1-(piridin-2-il)etiliden] carbamohidra-zonotioato } cupru repeta patternul de modificare a curbei
celui de-al doilea compus chimic C2. Fiind aplicat in doza de 1/4 din CMI, acest compus se
manifesta ca inhibitor al cresterii tulpinii Saccharomyces cerevisiae ATCC 4098, numarul de
celule viabile fiind semnificativ mai mic comparativ cu martorul netratat.

Combinatiile dintre acest compus si preparatele cu continut de mixoxantofila produc 0
diminuare semnificativa (de 3,2-3,5 ori fatd de inceputul experientei) a numarului de celule viabile.
Cea mai importanta scadere a numarului de celule viabile de Saccharomyces cerevisiae ATCC
4098 se produce pe durata primelor 8 ore de contact al culturii cu combinatiile dintre compusul
C3 si cele doua preparate biologice cu continut de mixoxantofila. Acest nivel de inhibitie scade
intre intre 8 si 24 de ore, dupa care se pastreaza stabil pana la finalul etapei de monitorizare.

Astfel, patternurile de interactiune ale culturilor de fungi levuriformi cu compusii chimici,
biologici si combinatiile acestora sunt foarte apropiate intre ele si scot in evidenta efecte foarte
pronuntate ale combinatiilor de compusi, in comparatie cu compusii aplicati in mod individual.

Efectul antifungic mai pronuntat al combinatiilor dintre compusii chimici si cei biologici
studiati in cadrul acestei lucrdri, comparativ cu efectele pe care le prezinta fiecare dintre acesti
compusi aplicati in mod individual, poate fi rezultat al fenomenului de sinergism (efectele
combinate ale doud medicamente sunt mai mari decat suma efectelor celor doud medicamente care
actioneaza independent) sau de aditivism (efectele combinate ale doua medicamente sunt egale cu
suma efectelor celor doud medicamente care actioneaza independent).

In vederea stabilirii tipului de interactiune dintre compusii din combinatii s-a apelat la
metoda de determinare a indicelui de concentractie al inhibitiei factoriale, care permite de a evalua
cantitativ tipul efectului generat de combinatiile de compusi in raport cu activitatea lor totala.

Cu acest scop, sapte compusi chimici, cu activitate antifungica determinata fata de tulpinile
tip si cele clinice, au fost combinati cu trei extracte de spirulind, iar efectele lor au fost testate pe
sase tulpini tip de fungi levuriformi. Concentratiile aplicate au fost de 1/4-1/32 din CMI pentru
fiecare dintre compusi (valori stabilite in cercetarile descrise n subcapitolul 4.1). Valorile obtinute
ale ICIF pentru cele mai reusite combinatii pot fi urmarite in Tabelul 4.7., iar concentratiile
compusilor pot fi urmarite in Anexa 1.

Interactiunea dintre compusul chimic nitrato{N-ciclohexil-N'-[(1-(piridin-2-il)etiliden]
carbamo-hidrazonotio-ato}cupru, aplicat in concentratic de 1/4-1/8 din CMI, si extractele de

spirulind ES1 si ES3, precum si cu preparatul cu mixoxantofilind PCM2, aplicate in concentratie
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de 1/4-1/8 din CMI, au demonstrat efecte antimicrobiene de tip sinergist in raport cu toate cele

sase tulpini tip testate.

Tabelul 4.7. Tipul interactiunii dintre compusii chimici si biologici cu proprietati

antifungice pe baza indicelui de concentratie al inhibitiei factoriale (ICIF)

Compusii testati C. C. C. S. M. C.
albicans | paraps- | glabrata | cerevisiae | guillier- | neoformans
ATCC ilosis ATCC ATCC mondii ATCC
90028 | ATCC 2001 4098 ATCC 13690
22019 6260
C14H1sCuNsO3S ES1 | 0,44(S) | 0,5(9) 0,5 (S) 0,5 (S) 0,25 (S) 0,5(S)
ES3 05(S) | 05(Ad) | 0,5(S) 0,5(S) 0,32 (S) 0,5(S)
PCM2 | 0,37(S) | 0,5(S) | 0,32(S) | 0,25(S) | 0,25(S) 0,44 (S)
C17H1sCuNsO3S ES1 | 0,32(S) | 0,32(S) | 0,40(S) 0,5(S) 0,35 (S) 0,5(S)
ES3 | 0,35(S) [0,37(S)| 05(S) | 056 (Ad) | 0,35(S) 0,5(S)
PCM2 | 0,25(S) | 0,32(S) | 0,37 (S) 0,5 (S) 0,25 (S) 0,37 (S)
C19H21BrCuN4S ES1 | 0,32(S) | 0,35(S) | 0,35(S) | 0,44(S) | 0,32(S) 0,44 (S)
ES3 | 0,32(S) [ 0,32(S) | 0,32(S) 0,5(S) 0,32 (S) 0,44 (S)
PCM2 | 0,12(S) | 0,32(S) | 0,32(S) | 0,37(S) | 0,32 (S) 0,5(S)
C17H17CICUN4O2S ES1 | 0,44(S) | 0,5(9) 05(S) | 056(Ad) | 05(S) 1,37 (1)
ES3 05(S) | 0,5(S) | 0,56 (Ad) | 0,84(Ad) | 05(S) 1,44 (1)
PCM2 | 0,37(S) | 0,44(S)| 05(S) | 0,61 (Ad) | 0,44 (S) 1,23 ()
C13H16C12CUN4S ES1 | 0,44(S) 1 0,32(S) | 0,32(S) 0,5(S) 0,44 (S) 0,5(S)
ES3 | 0,44(S) [ 0,44(S)| 05(S) 0,44 (S) | 0,32(S) 0,5(S)
PCM2 | 0,32(S) | 0,32(S) | 0,32(S) | 0,44(S) | 0,25(S) 0,5 (S)
Ci7H16N6OS, ES1 | 0,35(S) [ 0,44(S) | 0,32(S) 0,5(S) 0,32 (S) 0,44 (S)
ES3 | 0,32(S) | 05(S) | 0,37(S) 0,5 (S) 0,32 (S) 1,42 (1)
PCM2 | 0,32(S) | 0,25(S) | 0,25(S) 0,5 (S) 0,25 (S) 0,5 (S)
CisH20CUN4O,S ES1 | 0,44(S) | 0,5(S) 05(S) | 084 (Ad) | 0,44(S) | 0,84 (Ad)
ES3 0,5(S) | 0,5(S) 05(S) | 0,84(Ad) | 0,5(S) 0,84 (Ad)
PCM2 | 0,37(S) | 044(S)| 05(S) | 0,61 (Ad) | 0,44(S) | 0,84 (Ad)

Nota: Sinergism (S) — FIC<0,5; Aditivitate (Ad) — 0,5<FIC<I; Indiferenta (I) — I<FIC<4

Rezultatele obtinute demonstreaza posibilitatea de a reduce povara chimicd asupra
organismului de 4-8 ori la combinarea compusului chimic cu continut de cupru cu extractele din
biomasa de spirulind. De asemenea, se pot presupune efecte mai sigure la actiunea combinatiilor
asupra mai multor tinte celulare, ceea ce ar putea asigura stabilitatea si repetabilitatea rezultatelor
clinice la aplicarea acestor combinatii.

Nitrato{N-tert-butil-N'-[fenil(piridin-2-il)metiliden]carbamohi-dra-zono-tioat}cupru  la
combinarea cu cele trei preparate de origine biologica a generat de asemenea, in absoluta
majoritate a variantelor studiate, efecte antifungice sinergice. Unica exceptie este combinatia
acestui compus cu extractul ES3 in raport cu tulpina tip S. cerevisiae ATCC 4098. In acest caz
efectul este de tip aditiv (suma efectelor individuale ale compusilor din combinatie). Compusul

chimic in componenta combinatiei a fost aplicat in concentratie de 1/8 -1/32 CMI, iar preparatele
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biologice — 1/8-1/16 CMI. Astfel, la aplicarea acestor combinatii, sarcina chimica asupra
organismului ar putea fi redusa de 32 de ori, in conditiile unei actiuni antifungice suficiente.
Bromo{N-ciclohexil-N'-[fenil(piridin-2-il)metiliden]carbamohidrazono-tioat}cupru a fost
combinat cu compusii biologici in concentratii de 1/8 -1/32 din CMI, iar compusii biologici in
concentratii de la 1/16 pana la 1/32 din CMI. Toate efectele antifungice observate asupra celor
sase tulpini tip au fost de tip sigergist. Astfel, si in cazul acestui compus putem reduce cantitatea
de compus chimic de 32 ori pentru un efect antimicrobian solicitat.
Cloro{N-[4-(etoxycarbonil)fenil]-N'-[(1-(piridin-2-il)etiliden]carbamo-hidrazonotioato}
cupru si compusii biologici au fost combinati in concentratii de la ' pana la 1/8 din CML. in cazul
acestor combinatii efectele generate in raport cu tulpinile tip au fost grupate in trei categorii:
sinergice, aditive si indiferente. In cazul efectului indiferent, care a fost observat la aplicarea
combinatiilor respective asupra tulpini Cryptococcus neoformans ATCC 13690, efectul
compusului chimic nu a fost modificat in combinatie cu preparatele de origine biologica. In cazul
tulpinii S. cerevisiae ATCC 4098, efectele combinatiilor au fost de naturad aditiva, iar in cazul
tulpinii C. glabrata ATCC 2001 efectul unei singure combinatii (compusul chimic cu preparatul
ES3) a fost de naturd aditiva. In toate celelalte cazuri efectele combinatiilor au fost de natura
sinergica.
Dicloro{(prop-2-en-1-il)-N-(prop-2-en-1-il)-N'-[(piridin-2-il)metili-den]carbamohidrazon
-otioat}cupru a fost luat in concentratii de 1/4 -1/8 din CMI si combinat cu preparatele de naturad
biologica aplicate in concentratie de 1/8 din CMI. Toate combinatiile au avut efecte antifungice
sinergice in raport cu cele sase tulpini tip testate. Astfel, sarcina chimica in cazul unui eventual
tratament cu asemenea combinatii poate fi diminuatd de opt ori comparativ cu aplicarea
compusului chimic de unul singur.
2-[(2-Hidroxifenil)metiliden]-N-[4-(3-metil-5-sulfanil-4H-1,2,4-triazol-4-il)fenil]hidrazin
-1-carbotioamida a fost luat in concentratii de 1/8 -1/32 din CMI si combinat cu preparatele de
natura biologica aplicate in concentratii de 1/8-1/16 din CMI. Toate combinatiile obtinute au avut
efecte antifungice sinergice in raport cu cele sase tulpini tip testate, cu o singurd exceptie.
Combinatia dintre compusul chimic si ES3 a avut acelasi efect ca si compusul chimic aplicat
independent in raport cu tulpina Cryptococcus neoformans ATCC 13690. In celelalte cazuri,
sarcina chimica in cazul unui eventual tratament cu asemenea combinatie poate fi diminuata de 32
de ori comparativ cu cazul aplicarii compusului chimic de unul singur.
{N'-[(4-hidroxi-2-oxidofenil)metiliden]-N-prop-2-en-1-ilcarbamohidrazonotioato}(3,4-
dimetilpiridin)cupru a fost luat in concentratii de 1/4 -1/8 din CMI si combinat cu preparatele de

natura biologici aplicate in concentratie de 1/4-1/8 din CMI. In cazul a doui dintre tulpinile tip
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testate (Cryptococcus neoformans ATCC 13690 si S. cerevisiae ATCC 4098), efectul
combinatiilor obtinute a fost de natura aditiva. Toate celelalte combinatii au avut efecte antifungice
sinergice in raport cu cele patru tulpini tip testate. In cazul acestor combinatii, doza de compus
chimic poate fi redusa de opt ori ca rezultat al combinarii lui cu preparatele de natura biologica.

4.4. Evaluarea toxicititii acute a compusilor chimici testati cu ajutorul testului de
imobilizare a crustaceului Daphnia magna

Studierea toxicitatii compusilor noi cercetati in aceastd lucrare reprezintd o etapa
importanta in selectarea compusilor ce vor fi cercetati ulterior in studii preclinice si clinice. Pentru
determinarea toxicitatii compusilor chimici s-a efectuat testul de imobilizare a crustaceului
Daphnia magna conform metodologiei europene standardizatda (OECD). Directiva 2010/63/UE
privind protectia animalelor utilizate in scopuri stiintifice include o referire explicita la abordarea
,»3R” ceea ce presupune (eng., Replacement, Reduction and Refinement) inlocuirea, reducerea si
perfectionarea metodologiilor in testarile de laborator cu utilizarea animalelor. Savantii au elaborat
si au validat metode de alternativa, care sd permitd utilizarea produselor mai sigure pentru
sanatatea umana, decat testarea pe animale.

Organismele internationale privind protectia animalelor recomanda efectuarea cercetarilor
de toxicitate in vivo pe Daphnia magna. In acest context, ca metodd de alternativa utilizatd in
prezenta lucrare a fost inlocuirea pe deplin a testarii toxicitatii pe animale cu testarea pe organisme
nevertebrate. Subcapitolul cuprinde informatie relevantd privind rezultatele unei serii de
experimente prin care s-a urmarit evaluarea toxicitatii compusilor testati prin realizarea biotestelor
de toxicitate acutd asupra unei specii de organisme acvatice din subancrengatura artropode,
precum crustaceele, reprezentate de Daphnia magna.

Acest organism este utilizat frecvent in experimente de laborator deoarece, datorita
structurii, transparentei si capacitatii de supravietuire sub o lamela, pot fi mai usor explorate
microscopic.

Realizarea testului a permis evaluarea toxicitatii acute a compusilor testati la 24 si la 48 de
ore de actiune asupra crustaceului Daphnia magna, exprimata sub forma de concentratic mediana
efectivd (CE50), care a rezultat in imobilizare, si cea mai mare concentratie care nu provoaca
imobilizare. Activitdtile biologice ale compusilor testati au fost comparate cu cele ale compusilor
de referinta.

Toxicitatea compusilor chimici supusi testarii a fost prezentata sub forma valorilor de
concentratie medie letald (LC50), care au fost calculate prin formula si raportul doza-raspuns
determinat prin metoda potrivirii celor mai mici patrate cu ajutorul software-ului GraphPad Prism.

Toate datele sunt prezentate ca medii + o deviere standard (DS).
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Tabelul 4.8. Rezultatele biotestului cu Daphnia magna privind determinarea indicatorilor
de toxicitate (LC50 (uM), SD) ai compusilor chimici testati

. Daphnia magna | Daphnia magna
| onaul | ComPozitia | penumirea chimic (24h) (48h)
b LCso (uM) L Cso (M)
Cloro-[N-ciclohexil-2-
Ci3H1,CICu | (piridin-2-il-
L A 1(LD) NS metiliden)hidrazincarbot 3,48+2,80 2,19+1,16
ioamido]cupru
Nitrato{N-ciclohexil-N'-
C13H17CuNs | [(piridin-2-
2. A3 0sS | ilymetiliden]carbamohid 2,60+0,85 1,55+0,03
razonotioato}cupru
Bromo{N-ciclohexil-N'-
CigH2:BrCu | [fenil(piridin-2-
3 |ALLY) NS | il)metiliden]carbamohid | 012£0.01 0,11+0,01
razono-tioat}cupru
Cloro{N-tert-butil-N'-
011H15C|CU [(plrldln—2—|I)—
4 A 1(19) N4S metiliden]carbamohidra 3,62+2,61 1,43£0,47
zonotioat}-cupru
Cloro{N-tert-butil-N'-[1-
C12H1,CICu | (piridin-2-il)-
> A 1(115) N4S etiliden]carbamohidrazo 0,11x0,01 0,11x0,01
notioat}cupru
Perclorat de {N-
Ci-HCICU ciclohexil-N'-[(piridin-2-
6. A.1(1.41) 13N 15 S il)metiliden]carbamo- 1,40+0,33 2,09:+1,30
405 H .
hidrazonotioato}aquacu
pru
7. Martor Clotrimazol 2,06+0,10 1,5+0,2

Toxicitatea compusilor chimici supusi testarii a fost prezentata sub forma valorilor de
concentratie medie letald (LC50), care au fost calculate prin formula si raportul doza-raspuns
determinat prin metoda potrivirii celor mai mici patrate cu ajutorul software-ului GraphPad Prism.
Toate datele sunt prezentate ca medii = o deviere standard (DS).

Astfel, au fost stabilite valorile concentratiei letale medii (LC50) si evaluate efectele
generate asupra Daphnia magna. Valorile LC50 ale compusilor testati au fost utilizate ca indicatori
cantitativi ai toxicitatii lor si pentru evaluarea comparativa a rezultatelor obtinute.

Datele din Tabelul 4.8 denota ca compusii testati manifesta toxicitate pentru Daphnia
magna in intervalul de concentratie semi-maximald (LC50) de 0,1-3,6 uM si 0,1-2,2 uM, dupa 24
si, respectiv, 48 de ore de expunere. Clotrimazolul, luat ca martor/referinta, a aratat toxicitate la
LC50 de 2,1 si 1,5 uM dupa 24 si, respectiv, 48 de ore de expunere. Astfel, compusii A. I (1,41),

A.1(1,9), A.1(1,3), A.1(1,1) sunt mai putin toxici in comparatie cu clotrimazolul.
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T
(1.41) Martor

AI(11)AI(13)AI(17)AI(19) (115)
m Daphnia magna (24h) 3,48 2,6 0,12 3,62 0,11 1,4 2,06
= Daphnia magna (48h) LC50 (uM) 2,19 1,55 0,11 1,43 0,11 2,09 1,5

Fig.4.12. Toxicitatea compusilor chimici testati prezentata sub forma valorilor de

concentratie medie letala (LC50)

Efectul influentei compusilor in concentratic medie letala (LC50) asupra Daphnia magna
a fost determinatd prin examenul microscopic care denota evidentierea a unor miscari usoare a

peste 50% din aceste organisme nevertebrate.

a) b)
Fig. 4.13. Imagini ale Daphnia magna (microscopia optici) sub influenta compusilor

chimici: a) Daphnia magna fara contact cu compusi chimici: nu se vizualizeaza modificari
patologice; b) Daphnia magna dupi contact cu compusi chimici: se observa ca membrele si

corpul au fost deformate si continutul s-a amestecat cu mediul de crestere

Totodatd, s-a observat cd o bund parte din dafnii au ramas nemiscate, in special la
concentratii mari ale compusului chimic, deoarece au prezentat un efect citotoxic total. La
examinare s-a observat ca membrele si trunchiurile Daphniei magna au fost deformate si
continutul lor a fost amestecat cu mediile de crestere. Evident cd la analizd microscopica a
exemplarelor de control de Daphnia magna, care nu au fost puse in contact u ccompusi chimici,

nu s-au observat modificari patologice.
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4.5. Influenta compusilor chimici si biologici testati, si a combinatiilor lor asupra
factorilor de patogenitate ai Candida albicans si ai Candida tropicalis

In studiul dat s-a urmarit, de asemenea, evidentierea modificarilor expesiei factorilor de
patogenitate ai tulpinilor ce se refera la doua specii de Candida — Candida albicans si Candida
tropicalis. In acest compartiment al lucrarii au fost testate atat compusii individuali, cat si
combinatiile lor. Astfel, in regim de monosistem, au fost testate doud extracte de spirulind ES1
(B1) si PCM2 (B2), si trei compusi chimici: bromo{N-ciclohexil-N'-[fenil(piridin-2-
il)metiliden]carbamohidrazono-tioat}cupru (CL), nitrato{N-tert-butil-N'-[fenil(piridin-2-
il)metiliden]carbamohidrazono-tioat}cupru (C2) si 2-[(2-Hidroxifenil)metiliden]-N-[4-(3-metil-
5-sulfanil-4H-1,2,4-triazol-4-il)fenil]hidrazin-1-carbotioamida (C3). Compusii au fost aplicati in
concentratii, care constituie 25, 50 si 75% din valoarea CMI pentru fiecare in mod individual. De
asemenea, au fost testate si combinatiile dintre compusii chimici si cei naturali, In aceleasi
concentratii, care constrituie 25, 50 si 75% din CMI pentru fiecare compus in parte.

In Figura 4.14 este ilustrata modificarea activitatii hemolizinei exocelulare eliberati de cele
doua specii de fungi sub actiunea celor doua extracte de spirulina si a trei compusi chimici cu
activitate antifungica. Analiza a fost realizata in baza indicelui Hz, valoarea caruia indica 1n ce
masurd compusul sau combinatia de compusi inhiba activitatea hemolizinei eliberate de cultura
fungica. Cresterea valorilor indicelui Hz reflecta cresterea gradului de inhibitie a activitatii
enzimatice. Din rezultatele prezentate pe Figura 4.14 se vede ca cea mai slaba activitate
antihemolizinicd o au extractele de spirulind aplicate in mod individual la toate cele trei
concentratii. Totusi, la concentratia de 75% din CMI a acestor doua extracte de spirulind se atesta
o crestere a nivelului de inhbitie a hemolizinei eliberate atat de Candida albicans, cat si de Candida
tropicalis.

Rezultatele obtinute la aplicarea celor trei compusi chimici noi sunt, de asemenea, foarte
asemamatoare, valorile maximale ale indicelui Hz fiind identificate in cazul concentratiilor de 75%
din CMI pentru fiecare dintre aceste substante. Bromo{N-ciclohexil-N'-[fenil(piridin-2-
il)metiliden]carbamohidrazono-tioat}cupru are un efect mai pronuntat in cazul Candida albicans,
comparativ cu Candida tropicalis, si arata in acest caz cel mai bun rezultat din aceasta serie de
experiente. In cazul celei de-a doua specie, doi compusi, bromo{N-ciclohexil-N'-[fenil(piridin-2-
il)metiliden]carbamohidrazono-tioat}cupru  si  -[(2-Hidroxifenil)metiliden]-N-[4-(3-metil-5-
sulfanil-4H-1,2,4-triazol-4-il)fenil]hidrazin-1-carbotioamida, s-au dovedit a fi la fel de eficienti,
prezentand valori maximale de inhibitie a activitatii hemolizinei la concentratiile care au constituit

75% din CMI pentru fiecare dintre ele.
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Rezultate foarte promitatoare au fost obtinute in cazul combinatiilor dintre compusii
chimici si cei biologici. In cazul concentratiilor, care au constituit 25% din CMI, cu toate ca a fost
atinsd o majorare a nivelului de inhibitie prezentat de compusii aplicati individual, aceasta nu a
fost semnificativi. In schimb, la concentratia de 50% din CMI, combinatiile dintre extractul
carotenoid cu continut de mixoxantofila (PCM2) si doi dintre compusii chimici, bromo{N-
ciclohexil-N'-[fenil(piridin-2-il)metiliden]carbamohidrazono-tioat}cupru (C1) si nitrato{N-tert-
butil-N'-[fenil(piridin-2-il)metiliden]carbamohidrazono-tioat}cupru (C2), ambele cu continut de
cupru, au dus la inhibarea practic completa a activitatii hemolizinei eliberate de ambele specii de
Candida. Astfel, in cazul Candida albicans valoarea indicelui Hz pentru ambele combinatii a fost
de 0,97, iar in cazul Candida tropicalis — de 0,84-0,95.

Cele mai bune rezultate au fost obtinute in cazul aplicarii combinatiilor de 75% din CMI a
compusilor chimici si biologici testati. In acest caz, pentru Candida albicans cele doui combinatii
mentionate mai sus au aratat inhibitie totald a activitatii hemolizinice, 1n timp ce alte combinatii
au atins performata prin valori Hz de la 0,88 la 0,98. in cazul Candida tropicalis de asemenea au
fost obtinte rezultate foarte bune la acest nivel de concentratii, dar putin mai modeste comparativ
cu specia C. albicans. Astfel, valorile Hz au fost intre 0,7 si 0,98, valorile maximale fiind
caracteristice ~ pentru  combinatile PCM2 cu bromo{N-ciclohexil-N'-[fenil(piridin-2-
il)metiliden]carbamohidrazono-tioat}cupru  (C1) si  nitrato{N-tert-butil-N'-[fenil(piridin-2-
il)metiliden]carbamohidrazono-tioat}cupru (C2).

Activitatea altui factor de patogenitate — fosfolipaza fungica — si modificarea acestuia sub
actiunea compusilor biologici si chimici selectati, precum si a combinatiilor acestora poate fi
urmarita pe Figura 4.15. La aplicarea in monosistem a compusilor in concentratie, care constituie
25% din CMI, in cazul Candida tropicalis nu a fost observat un careva efect benefic de inhibare a
activitatii fosfolipazei eliberate.

Altfel stau lucrurile in cazul C. albicans, la care chiar si in aceste concentratii mici atat
compusii biologice, cat si cei chimici au dus la cresterea indicelui Fz cu 17,0-21,8% comparativ
cu martorul netratat. Concentratia de 50% din CMI a compusilor testati a avut un efect de inhibite
mai pronuntat asupra fosfolipazei fungice. Astfel, in cazul C. tropicalis cei trei compusi chimici
au dus la o crestere a valorii indicelui Fz cu 9,2-11,5% fatd de martor. Mai semnificativa a fost
inhibitia fosfolipazei la C. albicans. In acest caz, valorile indicelui Fz au crescut in functie de

compus cu 20,4-36,7% fata de martor.
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Fig. 4.14. Actiunea compusilor chimici si biologici, si a combinatiilor lor asupra activitatii
hemolizinei la Candida albicans si la Candida tropicalis. C1 - Ci1gH21BrCuNsS; C2 -
C17H19CuNs0sS; C3 - C17H16NsOS2; Bl - ES; B2 - PCM2

Valoarea minima a efectului de inhibitie in aceastd serie de experiente a fost In cazul
preparatului biologic cu continut de mixoxantofild, iar efectul maxim — in cazul compusului
bromo{N-ciclohexil-N'-[fenil(piridin-2-il)metiliden]carbamohidrazono-tioat}cupru.

Cele mai pronuntate efecte inhibitorii le-au avut compusii aplicati in mod individual in
concentratie de 75% din CMI. In cazul C. tropicalis, rezultatul a fost mai putin pronuntat, dar
semnificativ. Astfel, compusii biologici au provocat o crestere a valorii indicatorului Fz cu 9,8-
11,5% fatd de martor, iar compusii chimici — cu 18,4-27,6%. In cazul C. albicans, concentratiile
de 75% din CMI ale compusilor biologici au asigurat o crestere a valorii Fz cu 34,7-37,4%, iar
compusii chimici — cu 49,0-72,8% fata de martor. Ca si in cazul hemolizinei, combinatiile dintre
compusii biologici si cei chimici au avut un efect mai pronuntat in ceea ce tine de inhibarea

fosfolipazei eliberate de ambele specii de Candida luate in studiu.
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Concentratiile de 0,25% din CMI ale compusilor in combinatiile testate au asigurat un nivel
minim de inhibitie a activitatii fosfolipazei fungice. Astfel, valorile Fz obtinute in variantele
experimentale sunt doar cu 11,7-14,6% mai mari ca cele specifice martorului, ceea ce a fost valabil
pentru ambele specii de fungi si pentru toate variantele de combinatii testate. Este de mentionat
ca in cazul C. tropicalis aceasta concentratie nu a dat nici un rezultat la aplicarea individuala a
compusilor, iar combinatiile totusi s-au manifestat ca inhibitori slabi, ceea ce confirma inca o data
caracterul sinergic al actiunii combinatiilor respective, observate in alte teste prezentate mai sus.

In cazul concentratiilor de 50% din CMI a compusilor in combinatii observam o diferenti
majora dintre efectele combinatiilor care contin extract ES1 si combinatiile care contin prepapratul
cu mixoxantofila. Astfel, daca combinatiile cu ES1 in concentratie de 50% din CMI au dus la
marirea valorii indicelui Fz cu 14,6-18,7% in cazul C. tropicalis si cu 17,5 — 33,3% in cazul C.
albicans.

Se evidentiazd Tn mod pozitiv combinatiile dintre PCM2 si compusii chimici care contin
cupru — C1 si C2. In cazul acestor combinatii, la concentratia de 50% din CMI avem o crestere a
valorii Fz cu 56,1-67,3% fata de martor pentru ambele specii. Combinatia PCM2 cu cel de-al
treilea compus chimic, care nu contine metal, a dus la cresterea valorii Fz cu 22,8% in cazul C.
tropicalis si cu 23,4% in cazul C. albicans.

O inhibitie totalda sau foarte aproape de totald a activitatii fosfolipazei fungice a fost
obtinuta sub actiunea combinatiilor dintre compusii biologici si cei chimici aplicate in concentratie
de 75% diCMLI. Valorile Fz se apropie de 1 sau ating aceasta valoare in cazul C. albicans, acestea
fiind intre 0,94 si 1,0. in cazul C. tropicalis, indicele Fz de asemenea atinge valori foarte mari —
intre 0,82 s1 0,99. De mentionat cd In cazul ambelor specii efectul maximal este atins de
combinatiile dintre PCM2 si cei trei compusi chimici selectati. Chiar si in cazul 2-[(2-
Hidroxifenil)metiliden]-N-[4-(3-metil-5-sulfanil-4H-1,2,4-triazol-4-il)fenil]hidrazin-1-carbotio-
amidei, care nu contine cupru si a fost mai putin activ in concentratiile mai mici, avem valori ale
Fz de 0,95 pentru ambele specii.

Un alt factor de patogenitate fungic studiat a fost activitatea proteinazei. Rezultatele
obtinute la aplicarea compusilor biologici si chimici, si a combinatiilor lor pot fi vazute pe Figura
4.16. Concentratiile de 25% din CMI ale compusilor biologici si chimici aplicati 1n mod individual
nu au avut un efect de inhibare a activitatii proteinazei eliberate de C. tropicalis. La C. albicans,
chiar si aceastd concentratie a dus la o crestere cu 12,4 — 20,9% a valorii indicelui Fz comparativ

cu martorul.
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Fig. 4.15. Actiunea compusilor chimici si biologici, si a combinatiilor lor asupra activitatii
fosfolipazei la Candida albicans si Candida tropicalis. C1 - C19H21BrCuNsS; C2 -
C17H19CuNs0sS; C3 - C17H16NsOS2; Bl - ES; B2 - PCM2

Concentratia de 50% din CMI a compusilor biologici si chimici a avut un efect destul de
uniform in cazul C. tropicalis, provocand o crestere a indicelui Fz cu 11,3-14,9% fata de martor.
In cazul concentratiei de 50% din CMI, indicele Fz la C. albicans, de asemenea, a crescurt in limite
destul de inguste — cu 16,3-28,1% fata de martor, dar totusi, mai pronuntat in cazul compusilor
chimici, decat a celor biologici.

Concentratia de 75% din CMI a dus la o majorare uniforma a valorii Fz, aceasta variind in
limite destul de inguste in functie de specie si de compus — de la 0,64 pana la 0,80.

Acest factor de patogenitate pare a fi cel mai rezistent la actiunea compusilor selectati
aplicati in mod individual, comparativ cu hemolizina si fosfolipaza fungica, care au fost mai
sensibile.

Combinatiile dintre compusii biologici si cei chimici au fost mai active, comparativ cu
compusii aplicati in mod individual. La concentratiile de 25% din CMI ale compusilor in

combinatii, valoarea indicelui Fz a crescut cu 12.9-24.6%, comparativ cu martorul la ambele
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specii. Exceptie face combinatia dintre extractul de spirulind ES1 cu compusul nitrato{N-tert-
butil-N'-[fenil(piridin-2-il)metiliden]carbamohidrazono-tioat} cupru, care a dus la o crestere cu
aproape 60% a valorii Fz pentru C. tropicalis, aceasta constituind 0,91 unitati. Este de mentionat
ca cu cresterea concentratiei compusilor in aceastd combinatie, gradul de inhibitie a activitatii
proteinazice nu se mai modifica la aceasta specie.

La concentratia de 50% din CMI a compusilor testati incd doud combinatii ies in evidenta:
combinatiile dintre PCM2 si cei doi compusi chimici cu continut de cupru care, de altfel, s-au
manifestat si in cazul tuturor factorilor de patogenitate analizati mai sus. In cazul acestor
combinatii, valoarea Fz atinge 0,95 de unitati pentru ambele specii.

Concentratiile de 75% din CMI a compusilor in combinatii au asigurat un nivel foarte inalt
de inhibitie al activitatii proteinazei, valorile Fz fiind peste 0.9 pentru ambele specii si pentru toate
combinatiile analizate.

Astfel, chiar daca la nivel de compusi aplicati in regim de monosistem, proteinaza parea a
fi un factor de patogenitate mai putin sensibuil la actiunea compusilor selectati, combinatiile dintre
acestia au manifestat efecte sinergice pronuntate, inhiband semnificativ activitatea acestui factor.
Capacitatea de formare a biofilmelor constituie un factor de patogenitate esential pentru
reprezentantii genului Candida, asigurand colonizarea organelor atacate si protectia de factorii
imuni ai organismului atacat. Rezultatele obtinute in cazul testarii capacitatii compusilor selectati
si a combinatiilor lor de a inhiba formarea de biofilme de catre C. albicans si C. tropicalis pot fi
urmarite pe Figura 4.17.

Concentratiile de 25% din CMI a compusilor analizati nu au provocat careva modificari in
capacitatea celor doud specii de Candida de a forma biofilme. In schimb, la aplicarea
concentratiilor de 50% din CMI efectul de inhibitie al acestui factor de patogenitate a foat foarte
pronuntat si a constituit 11,3-38,6% in cazul C. tropicalis si 18,7-50,6% in cazul C. albicans. Este
de mentionatt ca efect maxim la aceasta concentratie, in raport cu cele doua specii, au avut aceiasi
doi compusi: extractul de spirulind ES1 si compusul chimic nitrato {N-tert-butil-N'-[fenil(piridin-
2-il) metiliden]carbamohidrazono-tioat}cupru.

La concentratia de 75% a compusilor testati, aplicati in regim de monosistem, efectul de
inhibare al capacitatii de formare a biofilmului este si mai pronuntat, iar diferentele dintre compusii
testati devin mai putin vizibile. Astfel, capacitatea de formare a biofilmului la C. albicans in
functie de compusul aplicat se reduce cu 49,6-62,4% fata de martor, iar la C. tropicalis — cu 37,5-
51,8%.

Combinatiile dintre compusii biologici si chimici au fost mult mai active in ceea ce tine de

inhibarea procesului de formare a biofilmelor de catre C. albicans si C. tropicalis. Deja la
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concentratia de 25% din CMI a compusilor se inregistreaza o reducere a acestui factor de

patogenitate practic in toate variantele experimentale.
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Fig. 4.16. Actiunea compusilor chimici si biologici, si a combinatiilor lor asupra activititii
proteinazei la Candida albicans si la Candida tropicalis. C1 - C19gH21BrCuNsS; C2 -
C17H19CuNs0sS; C3 - C17H16NsOS2; Bl - ES; B2 - PCM2

Cele mai semnificative rezultate au fost obtinute in cazul combinatiei dintre extractul de
spirulind ES1 si compusul bromo{N-ciclohexil-N'-[fenil(piridin-2-il)metiliden]carbamohidrazono
-tioat}cupru, care produce la ambele specii o reducere de doud ori a capacitatii de formare a
biofilmului.

In cazul concentratiilor de 50% din CMI a compusilor din componenta combinatiilor, se
pare cd rolul primordial apartine compusului biologic. Astfel, la concentratia mentionatd toate
combinatiile care contin extract de spirulind ES1 au fost mult mai active, comparativ cu cele care
au avut in componenta preparat carotenoid cu mixoxantofila. Astfel, in cazul combinatiilor cu ES1
reducerea capacitdtii de formare a biofilmului de cétre cele doud specii a constituit 89,7-92,8% n

cazul C. albicans si 74,5-90,3% in cazul C. tropicalis, comparativ cu culturile respective netratate.
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Fig. 4.17. Actiunea compusilor chimici si biologici, si a combinatiilor lor asupra capacitatii
de formare a biofilmului la Candida albicans si la Candida tropicalis. C1 - Ci1gH21BrCuNzS;
C2 - C17H19CuNs0sS; C3 - C17H16NsOS2; B1 - ES; B2 — PCM2

In cazul concentratiilor de 75% din CMI, combinatiile cu PCM2 devin mult mai active. In
cazul C. albicans practic toate combinatiile ating valori ale reducerii capacitatii de formare a
biofilmelor intre 82,3-92,2% fata de martor. In cazul C. tropicalis, valorile de inhibitie sunt foarte
apropiate de cele obtinute pentru prima specie, cu exceptia unei singure combinatii — cea dintre
PCM2 si compusul nitrato{N-tert-butil-N'-[fenil(piridin-2-il)metiliden]carbamohidrazono-
tioat} cupru, care asigura reducerea doar cu 60% a capactatii de formare a biofilmului, comparativ
cu tulpina netratata.

Modificarea activitatii antilizozim a celor doud specii de fungi sub actiunea compusilor
testati si a combinatiilor acestora poate fi urmarita pe Figura 4.18.

Concentratia de 25% din CMI a compusilor chimici si biologici aplicati in mod individual
nu produce modificari ale activitatii antilizozim a celor doua specii de Candida, in schimb
modificari se observa la concentratia de 50% din CMI. Compusii chimici aplicati in aceasta
concentratie produc o reducere semnificativa a activitatii antilizozim cu pana la 28,5% fata de

martor in cazul C. albicans si cu pana la 24,2% fata de martor in cazul C. tropicalis.
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Concentratiile de 75% din CMI au asigurat o activitate antilizozim si mai activa. Astfel,

in cazul C. albicans activitatea antilizozim descreste cu 46,2-73,8% fata de cultura netratata, iar in

cazul C. tropicalis — cu 14,4- 52,2%. Cel mai putin activ compus in aceasta concentratic este

extractul de spirulina ES1, iar cel mai activ — compusul chimic bromo{N-ciclohexil-N'-

[fenil(piridin-2-il)metiliden]carbamohidrazono-tioat}cupru, pentru care avem valorile extreme in

cazul ambelor specii.
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Fig. 4.18. Actiunea compusilor chimici si biologici, si a combinatiilor lor asupra activitatii

antilizozim la Candida albicans si la Candida tropicalis. C1 - Ci9H21BrCuNaS; C2 -
C17H19CuUNsQOsS; C3 - C17H16NsOS2; Bl - ES; B2 - PCM2

Ca si in cazul altor factori de patogenitate, combinatiile dintre compusii biologici si cel

chimici s-au dovedit a fi mai eficiente in ceea ce tine inhibarea activitatii antilozozim. Chiar la

concentratia de 25% din CMI valorile de inhibitie a activitdtii antilizozim au constituit 20,2- 54,9%

comparativ cu martorul netratat. Exceptie face combinatia preparatului cu continut de

mixoxantofila cu compusul

chimic bromo{N-ciclohexil-N'-[fenil(piridin-2-il) metiliden]

carbamohidrazono-tioat}cupru, unde nu avem o modificare veridicd a acestui factor de

patogenitate.
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Odata cu cresterea concentratiei compusilor in combinatiile respective creste si capacitatea
lor de a inhiba activitatea antilizozim a fungilor. Astfel, la concentratia de 50% din CMI, in cazul
C. albicans se atesta o reducere a activitatii antilizozim cu 52,3-84,4% fata de martor, iar in cazul
C. tropicalis — cu 20,7-79,6%.

La concentratia de 75% din CMI a compusilor in combinatii, procentul de reducere a
activitatii antilizozim este de peste 80% in majoritatea variantelor, iar in cateva — de 100%. Astfel,
acest factor de patogenitate este blocat foarte eficient de combinatiile dintre compusii biologici si
chimici selectati pentru activitatea lor antifungica.

Activitatea anticomplementard este un alt factor de patogenitate al microorganismelor
patogene, de aceea a fost pus drept scop identificarea capacitatii compusilor biologici si chimici
de a inhiba activitatea anticomplementara a fungilor levuriformi in monosistem si Tn combinatii.
Acest test a fost realizat pe 90 de tulpini clinice de Candida albicans, care la etapa de screening
au inactivat complementul la concentratii de 15 CH50/mL.

Conform datelor obtinute, pentru compusii chimici nu a fost identificat un raspuns clar
dependent de doza in ceea ce tine inactivarea activitatii anticomplementare a fungilor, rezultatele
variind de la o concentratie la alta fira a respecta un vector vizibil. In cazul preparatelor biologice
lucrurile sunt mult mai clare. Aceste preparate s-au dovedit a fi mai active in ce privester
neutralizarea activitatii anticomplementare a fungilor, iar efectele observate pot fi calificate ca
dependente de doza.

Astfel, din cele 90 de tulpini tratate cu doza de 75% din CMI a extractului de spirulind ES1
la 15,6% s-a manifestat inhibitia activitatii anticomplementare in raport cu complementul de 15
UH/50ml, la 66,7% s-a manifestat inhibitia activitatii anticomplementare in raport cu
complementul de 5-15 UH/50ml, iar la 17,8% din tulpini s-a manifestat inhibitia activitatii
anticomplementare in raport cu complementul de 5 UH/50ml.

Concentratia de 75% din CMI a preparatului cu continut de mixoxantofila PCM2 a produs
inhibitia activitatii anticomplementare in raport cu complementul de 15 UH/50ml la 28,9% dintre
tulpini, inhibitia activitatii anticomplementare in raport cu complementul de 5-15 UH/50ml la
67,8% dintre tulpinile testate si inhibitia activitdtii anticomplementare in raport cu complementul

de 5 UH/50ml la 3,3% dintre cele 90 de tulpini incluse in studiu.
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Fig. 4.19. Actiunea compusilor chimici si biologici, si a combinatiilor lor asupra activitatii
anticomplementare la tulpinile clinice de Candida albicans (n=90). C1 - C19H21BrCuNsS;
C2 - C17H19CuNsQO3S; C3 - C17H16N6sOS2; Bl - ES; B2 — PCM2

Efectele manifestate de combinatiile dintre preparatele biologice si compusii chimici si in
cazul acestui factor de patogenitate au fost mai pronuntate, comparativ cu efectele generate de
compusii respectivi aplicati separat.
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In toate combinatiile, la concentratia compusilor de 75% din CMI au fost inregistrate
tulpini, activitatea anticomplementara a cérora a fost blocatd complet. Astfel, in cazul combinatiei
PCM2 si bromo{N-ciclohexil-N'-[fenil(piridin-2-il)metiliden]carbamohidrazono-tioat}cupru au
fost blocate 8,9% din numarul total de tulpini testate; in cazul combinatiei PCM2 si nitrato{N-tert-
butil-N'-[fenil(piridin-2-il)metiliden]carbamohidrazono-tioat}cupru — 2,2%, iar in cazul
combinatiei PCM2 si 2-[(2-Hidroxifenil)metiliden]-N-[4-(3-metil-5-sulfanil-4H-1,2,4-triazol-4-
il)fenil]hidrazin-1-carbotioamidei — 3,3%. In cazul acestor trei combinatii, concentratia de 75%
din CMI a compusilor a produs inhibitia activitatii anticomplementare in raport cu complementul
de 1,5-5% si cel de 5 UH/50ml la celelalte 91,1 -97,8% de tulpini analizate.

Cea mai pronuntata activitate de inhibare a activitatii anticomplementare a fost manifestata
de combinatiile care in calitate de produs biologic au continut extractul de spirulina ES1. Astfel,
in cazul combinatiei ES1 si  bromo{N-ciclohexil-N'-[fenil(piridin-2-il)metiliden]
carbamohidrazono-tioat}cupru tulpinile, activitatea anticomplementara a carora a fost blocata
complet, au constituit 24,4% din numarul total de tulpini testate; in cazul combinatiei ES1 si
nitrato{N-tert-butil-N'-[fenil(piridin-2-il)metiliden]carbamohidrazono-tioat}cupru — 22,2%, iar in
cazul combinatiei ES1 si 2-[(2-Hidroxifenil)metiliden] -N-[4- (3-metil-5-sulfanil-4H-1,2,4-
triazol-4-il) fenil]hidrazin-1-carbotioamidei — 14.4%. In cazul acestor trei combinatii, concentratia
de 75% CMI a compusilor a produs inhibitia activitatii anticomplementare in raport cu
complementul de 5 UH/50ml la peste 70% din izolatele studiate.

Astfel, atat compusii chimici si biologici, aplicati fiecare in parte si in combinatii, au
exercitat efecte performante de inhibare a factorilor de patogenitate manifestati de fungii din
speciile Candida albicans si Candida tropicalis, provocand diminuarea semnificativa a activitatii
exoenzimelor de patogenitate, blocand capacitatea de formare a biofilmelor, inhiband total ori
partial activitatea antilizozim si anticomplementara a acestor patogeni fungici. Combinatiile dintre
preparatele biologice si compusii chimici sunt mai eficiente 1n raport cu factorii de patogenitate ai
levurilor comparativ cu compusii aplicati individual.

4.6. Concluzii la capitolul 4
1. Cei cinci compusi chimici selectati ai cuprului cu tiosemicarbazone, aldehide si cetone

(nitrato{N-ciclohexil-N'-[(1-(piridin-2-il)etiliden]carbamohidrazonotio-ato }cupru; bromo{N-
ciclohexil-N'-[fenil(piridin-2-il)metiliden]  carbamohidrazono-tioat}cupru; nitrato{N-tert-
butil-N&#39;-[fenil(piridin-2-il) metiliden] carbamohidrazono- tioat}cupru; cloro{N-[4-
(etoxycarbonil)fenil]-N'-[(1-(piridin-2-il) etiliden] carbamo-hidrazonotioato}cupru si 2-[(2-
hid-roxifenil) metiliden]-N-[4-(3-metil-5-sulfanil-4H-1,2,4-triazol-4-il)fenil]hidrazin-1-
carbotioamida.) au manifestat activitate antifungicd inaltda fatd de opt tulpini de fungi
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levuriformi din patru genuri, cu valori ale CMI de pana la 1 pg/ml si ale CMF de péana la 10
ng/ml. Acesti compusi chimici prezintd interes in calitate de potentiali candidati pentru
devoltarea de preparate antifungice cu efecte directionate asupra fungilor levuriformi.

Dintre compusii biologici testati, o activitate antifungicd mai pronuntatd au manifestat
preparatele carotenoide cu continut de mixoxantofila, comparabila cu cea a celor cinci compusi
chimici enumerati mai sus. Astfel, CMI pentru PCM1 fata de cele cinci tulpini de fungi de
referintd din genul Candida a fost intre 7 si 10 pg/ml, iar pentru PCM 2 intre 4 si 9 pg/ml.
Valorile CMF pentru PCM 1 au fost intre 10 si 20 pg/ml, iar pentru PCM 2 intre 9 $i 20 pg/ml.
Sensibilitatea tulpinilor tip de Candida este destul de apropiata de cea a tulpinilor clinice in
cazul extractelor din biomasa de spirulind ES1, ES2, ES3 si a preparatelor carotenoide cu
continut de mixoxantofila PCM1 si PCM2.

Fenomenul efectelor antifungice performante ale combinatiilor dintre compusii chimici si cei
biologici se bazeaza pe interactiunea preponderent sinergica dintre acestea, fapt dovedit prin
aplicarea modelului indicelui de concentractie al inhibitiei factoriale (ICIF). Explorarea acestui
fenomen poate asigura reducerea dozei de compus chimic de 4-32 de ori in conditiile aceluiasi
efect antifungic.

Compusii chimici si biologici, aplicati fiecare in parte si in combinatii, au exercitat efecte
performante de inhibare a factorilor de patogenitate manifestati de fungii din genul Candida,
provocand diminuarea semnificativd a activitdtii exoenzimelor de patogenitate, blocand
capacitatea de formare a biofilmelor, inhiband total ori partial activitatea antilizozim si
anticomplementara a fungilor patogeni. Combinatiile dintre preparatele biologice si compusii
chimici sunt mai eficiente in raport cu inhibitia factorilor de patogenitate ai fungilor,

comparativ cu compusii aplicati individual, datorita efectului de sinergism.
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5. NANOPARTICULE DE ARGINT STABILIZATE CU DIVERSI
DERIVATI NATURALI SI PROPRIETATILE LOR ANTIFUNGICE

5.1. Caracterizarea noilor nanosisteme antifungice bazate pe nanoparticule de argint
generate din pululan, 6-carboxipululan si derivati celulozici

In acest subcapitol sunt prezentate rezultatele caracterizarii nanoparticulelor de argint
obtinute in dezvoltarea de noi nanosisteme antifungice, bazate pe nanoparticule de argint (AgNPs)
si stabilizate cu derivati naturali, precum polizaharidele: pululan, 6-carboxipululan (pululan
oxidat) si diversi derivati celulozici in scopul utilizarii ulterioare in diferite domenii ale medicinei,
inclusiv in dezvoltarea de noi formule farmaceutice cu efect antifungic.

Intr-o prima parte a acestei directii de cercetare a fost efectuata oxidarea pululanului la 6-
carboxipululan in prezenta radicalului 2,2,6,6-tetrametilpiperidina-N-oxil (TEMPO), radical
nitroxilic extrem de eficient in reactiile de oxidare selectiva a polizaharidelor. Reactia de oxidare
a pululanului a fost realizatd in conditii de presiune atmosferica, la temperatura camerei si la pH
10. Reactia de oxidare a pululanului in prezenta sistemului TEMPO/NaBr/NaOCl (Figura 5.1)
poate fi privita ca un proces in trepte, distingandu-se trei etape diferite: 1. Formarea hipobromitului
de sodiu (NaOBr) in mediul de reactie, in prezenta hipocloritului de sodiu (NaOCl) si a bromurii
de sodiu (NaBr); Il. Formarea ionului de oxoamoniu in mediul de reactie; III. Oxidarea grupelor

alcoolice primare la grupe carboxilice, cu formarea intermediara a gruparilor aldehidice.
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Fig. 5.1. Mecanismul procesului de oxidare a pululanului in prezenta sistemului

TEMPO/NaBr/NaOCI
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Pentru a confirma oxidarea pululanului la 6-carboxipululan s-a utilizat atat spectroscopia
in infrarosu cu transformata Fourier (FT-IR), cat si spectroscopia de rezonantd magnetica nucleara
(RMN)), rezultatele investigarii fiind prezentate in continuare.

Oxidarea pululanului poate fi observata cu usurinta cu ajutorul spectroscopiei FTIR. Pe
Figura 5.2 sunt prezentate spectrele FTIR ale probei de pululan initial si ale probei de pululan
oxidat. Pentru a se evita interferenta benzilor de absorbtie ale apei (1647 cm™) cu banda de
absorbtie a gruparilor carboxilice, pululanul oxidat a fost acidifiat cu o solutie de HCI (0,5M),
grupele —COONa, fiind convertite la—COOH, banda de absorbtie specifica gruparilor carboxilice
aparand la un numar de unda mai mare. Analizdnd comparativ spectrele, se observa ca in cazul

pululanului oxidat apare o noud bandi la 1701 cm™, specificd gruparilor carboxilice.

N

pululan oxidat
(PO)

pululan

(P)

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber (cm_l)
Fig. 5.2. Spectrele FTIR ale pululanului (P - pululan) si ale produsului siau de
oxidare mediat de radicalul TEMPO (PO - pululan oxidat)

Spectroscopia de rezonanti magnetica nuclearid *C-RMN de asemenea oferd informatii
valoroase cu privire la numarul si tipul atomilor de carbon din molecula. Pe Figura 5.3 sunt
prezentate spectrele 3C-RMN pentru proba de pululan neoxidat si pentru proba de pululan oxidat
in prezenta radicalului TEMPO. Din spectrele *C-RMN ale probelor de pululan si de pululan
oxidat se poate observa cu usurinta aparitia unui semnal nou, bine definit, in jurul valorii 176 ppm,
caracteristic gruparilor carboxilice, indicand clar faptul cd reactia de oxidare a decurs cu succes.

Pentru sinteza nanoparticulelor de argint s-a utilizat atat pululanul, cat si pululanul oxidat,
acesta din urma indeplinind un dublu rol: de agent de reducere al precursorului si de agent de

stabilizare a nanoparticulelor de argint formate in mediul de reactie.
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Fig. 5.3. Spectrul 1*C-RMN pentru compusul initial (pululan neoxidat - P) in D20 si
spectrul 13 C-RMN pentru compusul oxidat (PO) in D20

Pentru sinteza AgNPs s-au utilizat patru concentratii de polimer, pentru pululan: 1% (notat:
AgNPs/P-1%), 5% (notat: AgNPs/P-5%) si 7% (notat: AgNPs/P-7%), iar pentru pululan oxidat:
1% (notat: AgQNPs/PO-1%). (Tabelul 5.1). O prima indicatie a formarii nanoparticulelor de argint

(AgNPs) a fost modificarea culorii solutiei initiale de la incolor la galben-maroniu (Figura 5.4).

Fig. 5.4. Indicatia formarii nanoparticulelor de argint (AgNPs)

Atat pululanul, cat si pululanul oxidat contin grupari hidroxilice abundente si, respectiv, in
cazul pululanului oxidat grupari carboxilice , care faciliteaza reducerea ionilor de argint (Ag*) la
atomi liberi de argint (Ag®).

Pe figura 5.5 sunt prezentate spectrele FT-IR ale probei de pululan initial si ale
nanoparticulelor de argint pe baza de pululan si pululan oxidat. Analizdnd comparativ spectrele
FT-IR ale nanoparticulelor cu cele ale pululanului initial, se observa deplasarea benzii spectrale

corespunzitoare vibratiei de intindere a gruparilor OH de la 3421 cm™, in cazul pululanului, la
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3435 cm™ in cazul nanoparticulelor de argint reduse si stabilizate cu pululan, indicand o implicare
a gruparilor hidroxilice in stabilizarea nanoparticulelor.
Tabelul 5.1. Semnificatia codurilor utilizate in cazul nanoparticulelor de argint

sintetizate in prezenta de pululan (P)/pululan oxidat (PO)

Codul probei Polimer reducator/stabilizator AgNOs Conc. (%)
AgNPs/P-1% Pululan 1% 4.45
AgNPs/PO-1% Pululan oxidat 1% 4.45
AgNPs/P-5% Pululan 5% 0.64
AgNPs/P-7% Pululan 7% 1.91

Caracterizarea nanoparticulelor de argint reduse si stabilizate cu pululan si pululan oxidat
Caracterizarea AgNPs prin spectroscopia FT-IR

Banda de la 1647 cm™ este deplasati usor spre numere de undid mai mici. De asemenea,
banda de la 2926 cm™ (corespunzitoare legiturii C-H) este deplasatid la 2924 cm™. Aceste
observatii arata clar interactiunea puternica dintre argint si gruparile hidroxilice din pululan.

AgNPs/P-7%

AgNPs/P-5%

AgNPS/P 1%

Pululan (P)

40IOO I 35IOO I 30IOO I 25IOO I 20I00 I 15IOO I 1OIOO I 5CI)O
Wavenumber (cm™)
Fig. 5.5. Spectrele FT-IR ale pululanului si ale nanoparticulelor de argint stabilizate cu
pululan

Spectrele FT-IR ale nanoparticulelor de argint stabilizate cu pululan oxidat sunt prezentate
pe Figura 5.6. Comparand spectrul FT-IR al pululanului oxidat cu spectrul FT-IR al
nanoparticulelor de argint mediate de PO (AgNPs/PO-1%) s-a observat o usoara deplasare a
benzilor spectrale corespunzdtoare vibratiei de intindere simetricd, respectiv asimetrica, de la
numerele de unda 1418 cm™!, respectiv 1608 cm™!, specifice gruparii C=0 a acidului carboxilic
deprotonat COO".
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Fig. 5.6. Spectrele FT-IR ale pululanului oxidat si ale nanoparticulelor de argint stabilizate

cu pululan oxidat

O observatie interesanta in spectrul nanoparticulelor de argint stabilizate cu pululan oxidat

0 constituie prezenta unei noi benzi de absorbtie, sub forma unui umar, in jurul valorii de 1736

cm™, datoratd grupdrilor carboxilice atasate de atomii de argint. Aceste observatii confirmi

implicarea pululanului oxidat in reducerea si in stabilizarea nanoparticulelor de argint.
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Microscopia electronicd de baleiaj cu sistem de analiza elementala (EDAX) ofera, de
asemenea, informatii valoroase despre compozitia elementala a probelor investigate.

Pe Figura 5.7 sunt prezentate imaginile si spectrele EDAX obtinute in urma analizei AgNPs
mediate de pululan si de pululan oxidat. Din imagini este evident ca AgNPs au multe forme
neregulate, de diferite dimensiuni. In plus, se observi prezenta clusterelor AgNPs, care pot fi
consecinta agregarii nanoparticulelor formate in timpul pregatirii probei. Din spectrele EDAX ale
probelor se deduce clar, prin aparitia semnalelor de la ~3 keV, prezenta argintului.

Asadar, pentru prepararea nanoparticulelor de argint s-au utilizat doi biopolimeri (pululan
si pululan oxidat) care au Indeplinit un rol dublu: de reducere a ionilor de argint la argint metalic
si de stabilizare a nanoparticulelor de argint formate.

Caracterizarea nanoparticulelor de argint reduse si stabilizate cu derivati celulozici (acetat de
celuloza, etilceluloza, metilceluloza si hidroxipropilceluloza)

Caracterizarea AgNPs utilizand microscopia electronicd de transmisie (TEM) si cea
electronica de scanare (SEM) au dat posibilitate de a colecta informatii despre dimensiunea, forma
si cristalinitatea particulelor, despre straturile de suprafata si prezenta detectorului pentru radiatia
X caracteristica (EDX).

Pe langa cei doi biopolimeri, pululan si pululan oxidat, pentru generarea nanoparticulelor
s-au utilizat patru derivati celulozici, si anume: acetatul de celuloza (CA), etilceluloza (EC),
metilceluloza (MC) si hidroxipropilceluloza (HPC). AgNPs obtinute in prezenta derivatilor
celulozici au fost caracterizate atat din punct de vedere spectral, cat si morfologic.

In studiu a fost cercetat si modul in care derivatii celulozici au influentat asupra eficacititii
si stabilitatii nanoparticulelor de Ag, dar si efectele antifungice pentru formarea unei imagini
comprehensive a efectului naturii substratului celulozic asupra morfologiei si dimensiunilor
nanoparticulelor de Ag.

Evidentierea capacitatii derivatilor celulozici (acetat de celulozd AgNPs-CA, etilceluloza
AgNPs-EC, metilceluloza AgNPs-MC, hidroxipropilceluloza AQNPs-HPC) de a sintetiza AgNPs
sigure si la pret accesibil a fost realizata prin intermediul spectrelor de absorbtie in UV-Vis corelate
cu masuratori ale dispersiei dinamice a luminii (DLS).

Dimensiunea, morfologia si potentialul zeta al nanoparticulelor de argint au fost evaluate
prin intermediul microscopiei electronice de transmisie (TEM), microscopiei electronice de
transmisie cu scanare (STEM) si prin dispersia dinamica a luminii.

Studiul dat a presupus combinarea unei varietati de derivati celulozici (CA, HPC, MC si

EC) cu solutia de AgNOs3 la temperatura camerei. Solutia de polimer si-a schimbat culoarea atunci
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cand a fost adaugata solutia de azotat de argint, trecand de la incolor la galben-deschis — maro-
inchis, in functie de derivatul celulozic utilizat, indicand formarea AgNP-urilor.

In aceste sisteme, derivatii celulozici au capacitatea de a reduce ionii de Ag+ la argint
elementar, aparand fenomenul de rezonantd plasmonica de suprafata (SPR) ( Figura 5.8). Practic,
prin combinarea celor doud solutii, ionul de argint a interactionat cu derivatul celulozic si a creat
un complex Ag [derivat de celulozd]+. Ca precursor intermediar, derivatul celulozic a transformat
Agt in (Ag [derivat de celuloza]). AgNP-urile formate sunt stabilizate coloidal, prin intermediul
sarcinilor negative ale derivatilor celulozici care acopera gruparile incarcate pozitiv de pe suprafata

lor (Ag [derivat celulozic]).

Fig. 5.8. Obtinerea nanoparticulelor de argint mediata de derivati celulozici: acetat

de celuloza (CA), etilceluloza (EC), metilceluloza (MC) si hidroxipropilceluloza (HPC)

Proprietatile mecanice ale nanocompozitelor pe baza de derivati celulozici au demonstrat
ca celuloza este un material cu proprietdti mecanice remarcabile, precum rezistenta la tractiune
etc. Lipsa precipitatiilor in sistemele de nanoparticule de Ag pe baza de derivati celulozici, produse
in aceste circumstante, sugereaza ca acesti derivati celulozici pot servi atat ca agenti reducatori,
cat si ca agenti de stabilizare sau de acoperire pentru a preveni formarea de agregate in AgNP-
urile rezultate. Mai mult, introducerea argintului are ca rezultat intarirea matricei celulozice.
Caracterizarea nanoparticulelor de argint prin spectroscopie de absorbtie UV-V1S

Spectroscopia UV-Vis este utilizata in vederea identificarii si caracterizarii
nanoparticulelor in suspensie, spectrele fiind corelate cu morfologia si indicele de refractie al
mediului din apropierea AgNPs. Rezultatele spectroscopiei in domeniul Ultraviolet si Vizibil (UV-
Vis) au permis confirmarea initiald a nanoparticulelor de argint sintetizate. In acelasi timp, o

caracteristicd esentiala a nanoparticulelor de argint este modul in care electronii liberi din banda
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de conductie a argintului interactioneaza cu lumina, fenomen cunoscut sub denumirea de
rezonantd plasmonica de suprafata (SPR) si care determind aparifia unei benzi de absorbtie in
spectrul UV-Vis. AgNPs au absorbit lumina in regiunea vizibila a spectrului electromagnetic la
lungimi de unda cuprinse intre 380 si 450 nm, prezentand culori distincte in functie de
dimensiunea, forma si mediul lor.

Pe Figura 5.9 sunt prezentate spectrele de absorbtie UV-Vis pentru nanoparticulele de
argint stabilizate cu derivati celulozici, fiecare prezentand valori SPR caracteristice in functie de
derivatul celulozic utilizat: nanoparticule de argint stabilizate cu acetatul de celuloza (AgNPs-CA
=411 nm), nanoparticule de argint stabilizate cu etilceluloza (AgNPs-EC = 382 nm), nanoparticule
de argint stabilizate cu metilceluloza (AgNPs-MC = 389 nm) si nanoparticule de argint stabilizate
cu hidroxipropilceluloza (AgNPs-HPC =393 nm), indicand obtinerea cu succes a nanoparticulelor
de argint.

Spectrele UV-Vis AgNPs, formate folosind cei patru derivati celulozici, sunt reprezentat

pe Figura 5.9. In functie de tipul de polimer utilizat, culorile solutiilor de polimer au variat.
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Fig. 5.9. Spectrele de absorbtie UV-VIS pentru nanoparticulele de argint
stabilizate cu derivati celulozici (nanoparticule de argint stabilizate cu acetat de celuloza
AgNPs-CA, nanoparticule de argint stabilizate cu etilcelulozi AgNPs-EC, nanoparticule de
argint stabilizate cu metilceluloza AgNPs-MC, nanoparticule de argint stabilizate cu
hidroxipropilceluloza AgNPs-HPC)
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Dupa doua ore de la amestecarea celor doua solutii, solutia incolora de MC a devenit maro-
inchis, cea de EC a devenit galben-deschis, cea de HPC a devenit maro-deschis si cea de CA
galben-deschis, demonstrand faptul ca argintul ionic a fost transformat in nanoparticule de argint
ca urmare a activarii fenomenului de rezonanta plasmonica de suprafata (SPR).

Este bine cunoscut faptul cd nanoparticulele de argint absorb lumina in regiunea vizibild a
spectrului electromagnetic (380-450 nm) ca rezultat al tranzitiei SPR. Lungimea de unda
absorbanta a AgNP-urilor depinde de dimensiunea particulelor, de mediul dielectric si de mediul
chimic inconjurdtor, precum si de nanostructura polimerului folosit pentru a crea si a mentine
nanoparticulele. Toate acestea afecteaza spectrele de absorbtie UV-Vis ale nanoparticulelor de
argint. SPR-ul AgNP-urilor este intre 382 si 411 nm (AgNPs-CA =411 nm, AgNPs-EC =382 nm,
AgNPs-MC = 389 nm si AgNPs-HPC = 393 nm).

Analiza dimensiunilor nanoparticulelor de Ag. Diametrul hidrodinamic, indicele de
polidispersitate (PDI) si potentialul zeta al AgNP-urilor sintetizate au fost determinate utilizand
tehnica DLC. Rezultatele obtinute sunt prezentate pe Tabelul 5.2. In functie de derivatul celulozic
utilizat, dimensiunile AgNP determinate prin intermediul DLC variaza. In urma analizei datelor s-
a observat cd particulele au un indice de polidispersitate si un diametru mediu al particulelor
cuprins intre 119,7+0,2 s1 491,7+0,09 nm. Deoarece existd intotdeauna o tendintd de supraestimare
a marimii reale a nanoparticulelor, ca urmare a interactiunilor puternice dintre nanoparticule si
solvent, dimensiunile determinate nu pot fi considerate ca avand o valoare reala. Diametrul
hidrodinamic mediu afecteaza masuritorile bazate pe DLS. In plus, misuritorile agregatelor mici
in nanosuspensie ar putea modifica distributia obisnuita a dimensiunilor.

O distributie ingusta a dimensiunii particulelor este aratata de valorile PDI (0,263 pentru
AgNPs-CA, 0,485 pentru AgNPs-EC, 0,302 pentru AgNPs-MC si 0,269 pentru AgNPs-HPC).
Este bine cunoscut faptul ca PDI estimeaza omogenitatea distributiei dimensiunilor
nanoparticulelor in solutiile coloidale. Valorile PDI mai mari de 0,7 denota o distributie larga a
dimensiunilor particulelor, valorile mai mici indicand o omogenitate mai buna.

Potentialul zeta a prezentat in toate cazurile valori negative care au generat o repulsie mare
intre AgNP si, prin urmare, au crescut stabilitatea particulelor pentru o lunga perioada de timp.
Analiza comparativa a datelor obtinute a scos in evidenta faptul cd nanoparticulele pe baza de CA,
HPC (AgNPs-CA (-24,5+0,5), AgNPs-HPC (-16,2+0,9)), avand valori negative mai mari, sunt mai
stabile decat cele pe baza de EC si de MC care au valori negative mai mici (AgNPs-EC (-8,24+0,2),
AgNPs-MC (-1,93+0,6). Conform datelor din literatura, nanoparticulele de argint cu valori ale

potentialului zeta cuprins intre +10 mV si -10 mV sunt considerate stabile.

179



Rezultatele obtinute prin intermediul STEM si TEM au permis evidentierea morfologiei,

suprafetei si dimensiunii nanoparticulelelor de argint sintetizate.

Tabelul 5.2. Valorile medii ale marimii determinate de DLS, indicii de

polidispersitate si valorile potentiale C ale AgNP-urilor sintetizate din derivati celulozici

Tipul AgNPs Z-average (d.nm) Polydispersity index ¢ potential
(PDI) (mV)
AgNPs-CA 432+0,1 0,263 -24,5+0,5
AgNPs-EC 491+0,09 0,485 -8,24+0,2
AgNPs-MC 348+0,1 0,302 -1,93+0,6
AgNPs-HPC 119,7+0,2 0,269 -16,+0,9

Din imaginile STEM si TEM se observa ca dimensiunea nanoparticulelor de argint
depinde, in mare masura, de tipul de derivat celulozic folosit in reactia de reducere a precursorului
metalic (AgNOz). Astfel, in cazul utilizarii acetatului de celuloza ca stabilizator se obtin
nanoparticule de argint cu dimensiunile cele mai mici (16-19 nm), in timp ce nanoparticulele
stabilizate de etilceluloza formeaza agregate mai mari (80-100 nm).

Analizand comparativ imaginile STEM s-a observat ca nanoparticulele de argint par a fi
predominant entitati sferice, minuscule si discrete. De asemenea, s-a constatat ca AgNPs-EC,
AgNPs-CA si AgNPs-HPC au format particule mari, uniforme si neagregate, in timp ce AgNPs-
MC au generat cele mai mari si cele mai agregate nanoparticule (Figura 5.10).

Interactiunile dintre Ag+ si gruparile C-O sau OH ale polimerilor utilizati pentru formarea
AgNP-urilor
Prin aceste interactiuni, mobilitatea cationilor metalici este redusa, inhiband formarea

particulelor mari si stabilizand AgNP-urile rezultate.

. 500 nmi
T, e——

Fig. 5.10. Imagini STEM ale nanoparticulelor de argint stabilizate cu derivati

celulozici
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AgNP-urile obtinute in prezenta derivatilor celulozici au fost examinate folosind, de
asemenea, si microscopia electronica de transmisie. Rezultatele TEM obtinute au demonstrat ca
tipul de derivat celulozic utilizat are un impact asupra dimensiunii medii a AgNP-urilor produse.
Imaginile TEM ale nanoparticulelor de argint sunt prezentate pe Figura 5.11, iar dimensiunile
nanoparticulelor sunt prezentate pe Tabelul 5.3. AgNPs formeaza agregate mai mari in cazul
AgNPs-EC (89+1,3 nm), AgNPs-HPC (62+3,6). nm) si AgNPs-MC (54+11,6 nm), iar agregate
mici In cazul AgNPs-CA (17+1,8 nm).

AgNPs-CA

AgNPs-HPC AgNPs-MC

Fig. 5.11. Imagini TEM ale nanoparticulelor de argint stabilizate cu derivati
celulozici
Toate AgNP-urile au avut o forma sferica. Deoarece tehnica TEM evidentiaza doar centrul
AgNP-urilor, respectiv miezul metalic, dimensiunile obtinute prin TEM sunt substantial mai mici
decat cele obtinute prin tehnica DLC care masoara si diametrul hidrodinamic.

Tabelul 5.3. Dimensiunile si caracteristicile spectrale ale AQNPs determinate prin

TEM
Tipul AgNPs Dimensiunea medie a particulelor
in baza analizei TEM
AgNPs-CA 17£1,8 nm
AgNPs-EC 89+1,3 nm
AgNPs-MC 54+11,6 nm
AgNPs-HPC 62+3,6 nm

Diametrul mediu al AgNPs, determinat cu ajutorul spectroscopiei TEM, a fost comparat cu

diametrul determinat prin difuziunea dinamica a luminii (DLS). Indicele de polidispersitate (IP),
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determinat prin corelarea datelor DLS, prezinta valori rezonabile, variind de la 0,263, in cazul
probei AgNPs-CA (nanoparticule de argint stabilizate cu acetat de celuloza), pana la 0,485, pentru
proba AgNPs-EC (nanoparticule de argint stabilizate cu etilceluloza), si indica o polidispersitate
dimensionala relativ ingusta. Diametrul mediu ob{inut in urma analizelor DLS variaza, in functie
de tipul de derivat celulozic folosit, de la 119,7 nm, pentru AgNPs-HPC (nanoparticule de argint
stabilizate cu hidroxipropilceluloza), pana la 491 nm, pentru AgNPs-EC (nanoparticule de argint
stabilizate cu etilceluloza).

Rezultatele obtinute pentru diametrul mediu prin analiza TEM difera vizibil de cele
obtinute prin analiza DLS. Diferentele intre valorile obtinute prin cele douda metode sunt
determinate de specificul proceselor implicate in obtinerea probelor: tehnica TEM utilizeaza probe
in stare uscatd pentru a determina dimensiunea particulelor, in timp ce metoda DLS implica
masurdtori ale dimensiunii particulelor in starea hidratati a probelor. In aceste conditii,
dimensiunea obtinutd prin analiza TEM este dimensiunea reald a nanoparticulelor, in timp ce
diametrul masurat prin metoda DLS este un diametru hidrodinamic, care pare sa fie supraestimat,
din cauza interactiunilor puternice dintre solvent si constituientii nanoparticulelor.

In urma analizei valorilor potentialului zeta (Tabelul 5.4), obtinute pentru particulele de
argint, se observa ca toate probele prezinta valori negative ale potentialului zeta, cea mai buna
stabilitate a nanoparticulelor fiind in cazul probei AgNPs-CA (hanoparticule de argint stabilizate
cu acetat de celuloza) (-24.5 mV) si cea mai mica in cazul nanoparticulelor de argint stabilizate cu
metilceluloza AgNPs-MC (-1.93 mV).

Tabelul 5.4. Diametrul mediu al AgNPs stabilizate cu derivati celulozici determinat prin

TEM si DLC, indicele de polidispersitate si valoarea potentialului zeta

Tipul de AgNPs Diametrul mediu, Diametrul mediu, Indice de ¢ potential
determinat prin determinat prin polidispersitate (mV)
TEM (nm) DLC (d.nm) (1P)
AgNPs-CA 16-19 nm 432 0,263 -24.5
AgNPs-EC 80-100 nm 491 0,485 -8,24
AgNPs-MC 19-90 nm 348 0,302 -1,93
AgNPs-HPC 25-99 nm 119.7 0,269 -7,12

5.2. Screening-ul calitativ al sensibilitatii tulpinilor tip si al izolatelor clinice de fungi

fata de potentiala actiune antifungica a nanoparticulelor de argint generate din polizaharide

Ultimile cercetari in domeniul nanotehnologiilor au demonstrat cd nanoparticulele

PR

antifungice, datorita proprietatilor cum ar fi biocompatibilitatea intrinseca, efecte toxice minime

asupra organismului uman, activitate biologicd evidenta impotriva agentilor patogeni si modul de
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manifestare in legatura cu dimensiunile mici. Astfel, in subcapitolul dat vor fi prezentate
rezultatele evaluarii actiunii calitative a AgNPs generate din polizaharide (derivati celulozici,
pululan si 6-carboxipululan).

Evaluarea distributiei tulpinilor clinice testate cu referire la potentialul antifungic al
nanoparticulelor de argint generate din polizaharide denota apartenenta la cinci genuri de fungi:
Candida 94,0% (11 95% 91,9-96,2), Cryptococcus — 1,0% (Ii 95% 1,2-3,2), Magnusiomyces —
1,0% (I1 95% 1,2-3,2), Saccharomyces — 3,0% (I1 95% 0,9-5,2) si Trichosporon — 1,0 (11 95% 1,2-
3,2). Genurile Magnsiomyces capitatus si Trichosporon asahii au fost reprezentate de o singura
specie fiecare cu cate un izolat — 1,0% (If 95% 1,2-3,2). Genul Saccharomyces a fost reprezentat
de o singuri specie — S. cerevisiae cu trei izolate — 3,0% (If 95% 0,9-5,2). Cel mai numeros gen
din acest studiu a fost Candida spp., cu 15 specii si 94,0% (I 95% 91,9-96,2) din izolatele clinice.
Cele mai multe izolate au fost reprezentate de specia Candida glabrata cu 27,0% (If 95% 24.9-
29.2) din izolate, urmata de specia Candida albicans cu 23,0% (Ii 95% 20,9-25,2) din izolate si
Candida parapsilosis cu 16,0% (If 95% 13,9-18,2). Candida krusei a fost reprezentati de 5,0% (11
95% 2,9-7,2); Candida guilliermondii si Candida tropicalis - cu cate 4,0% (Il 95% 1,9-6,2)
fiecare; Candida lusitaniae - cu 3,0% (I 95% 0,9-5,2)e; Candida famata, Candida kefyr, Candida
norvegensis si Candida utilis - cate 2,0% (I 95% 0,2-4,2) fiecare;si Cryptococcus neoformans,
Candida pulcherrima, Candida pelliculosa, Candida dubliniensis, Candida robusta — cu cate 1,0%
(11 95% - 1,2-3,2) fiecare.

Toate tulpinile sunt identifcate si incluse in Colectia Roméana de Culturi Tip (RTCC -
Romanian Type Culture Collection).

Sensibilitatea la antifungice a tulpinilor clinice testate

Toate cele 100 de tulpini de fungi au fost testate fatd de sase compusi activi cu rol antifungic,
din doua grupe: azoli (fluconazol, voriconazol, posaconazol) si echinocandine (caspofungina,
micafungina, anidulafungind). Valorile obtinute au fost interpretate conform standardelor pentru

Astfel, o situatie foarte ingrijoratoare s-a inregistrat la izolatele de C. glabrata: din 27 de
izolate 44,4% (I1 95% 42,3-46,6) au fost rezistente (R) la fluconazol (Figura 5.11) si 55,6% (Ii
95% 53,5-57,8) au fost sensibile la doze inalte (SSD). Nici una din tulpini nu a fost sensibila la
acest preparat. Pentru celelalte preparate din aceasta grupa (voriconazol, posaconazol) standardele
breakpoint-urile obtinute.

La caspofungini s-au dovedit a fi sensibile doar 25,9% (I 95% 23,8-28,1) din izolatele de
C. glabrata (Figura 5.12), 63,0% (11 95% 60,9-65,2) din izolate au fost sensibile la doze inalte, iar
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11,1% (11 95% 9,0-13,3) au fost rezistente (Figura 5.11), comparativ cu micafungina, la care 63,0%
(11 95% 60,9-65,2) din izolate au prezentat rezistentd (Figura 5.11) si 37,0% (II 95% 34,9-39,2) —
sensibilitate (Figura 5.12). La anidulafungina cele mai multe tulpini au fost rezistente — 55,6% (Il

95% 53,5-57,8), iar 44,4% (11 95% 42,3-46,6) au fost sensibile (Figura 5.12).

30 5
20 83 83 12,5

10 42 6£3

0
-10 C. glabrara C albicans C. parapsilosis C. tropicalis
-20
-30

® Fluconazol Voriconazol Posaconazol

Caspofungin = Micafungin = Anidulafungin

Fig. 5.12. Rezistenta la preparatele antifungice a tulpinilor de Candida testate

Pentru izolatele de C. albicans testate situatia a fost ceva mai imbucuratoare, insa cu unele
exceptii. Din grupa azolilor, la fluconazol 87,5% (Il 95% 85,4-89,7) din izolate au manifestat
sensibilitate (Figura 5.12), 8,3% (I 95% 6,2-10,5) — sensibilitate dependenta de doza si doar 4,2%
(11 95% 2,1-6,4) din izolate au fost rezistente (Figura 5.11).

Aproximativ acelasi tablou s-a conturat si pentru tulpinile testate la voriconazol: 91,7% (I
95% 89,6-93,9) din izolate s-au aritat sensibile si 8,3% (Il 95% 6,2-10,5) — rezistente. In cazul
posaconazolului, 87,5% (I 95% 85,4-89,7) din izolate au manifestat sensibilitate (Figura 5.12),
4,2% (11 95% 2,1-6,4) au fost sensibile in dependenta de dozi si 8,3% (I 95% 6,2-10,5) din izolate
au dat dovada de rezistenta (Figura 5.12).

Antifungigrama pentru echinocandine a fost diferitd de cea a azolilor, cu exceptia
anidulafunginei, la care la fel 87,5% (Il 95% 85,4-89,7) din izolate au fost sensibile (Figura 5.12)
si 12,5% (I1 95% 10,4-14,7) — rezistente (Fgura 5.11). 95,8% (I 95% 93,7-98,0) din tulpinile de
C. albicans testate au prezentat sensibilitate dependenti de doza la caspofungina si 4,2% (I 95%
2,1-6,4) — rezistentd. La micafungina, 100% (Il 95% 97,9-102,2) din izolate au fost rezistente
(Figura 5.11).

Din 16 tulpini de C. parapsilosis testate, 100% (IT 95% 97,9-102,2) au fost sensibile la
fluconazol, voriconazol, micafungina si anidulafingina (Fgura 5.12), 93,8% (I1 95% 91,7-96,0) din
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izolate au fost sensibile la posaconazol si 6,3% (I1 95% 4,2-8,5) — rezistente (Figura 5.11). Pentru
caspofungina nu exista studii suficiente pentru a stabili valorile de referintd pentru interpretare,
respectiv testarea tulpinilor de C. parapsilosis nu este recomandata.

Sensibilitatea la antifungice a fost testatd si la cinci izolate de C. krusei. Conform
standardelor de referinta, aceasta a fost posibil doar pentru anidulafungina, la care 100% (Ii 95%
97,9-102,2) din izolate au fost sensibile (Figura 5.13). Pentru celelalte preparate standardele nu

recomanda testarea la antifungice.
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C. parapsilosis 100 100 93,8 100 100
C. tropicalis 100 100 100 75 75
m C. krusei 100
u C. dublinensis 100 100 100

Fig. 5.13. Sensibilitatea la preparatele antifungice a tulpinilor de Candida testate

C. tropicalis a fost in 100% (If 95% 97,9-102,2) din cazuri sensibilia la toate preparatele
din grupa azolilor (Figura 5.12). La caspofungini si anidulafungina, 75,0% (If 95% 72,9-77,2) din
izolate au fost sensibile (Figura 5.12), 25,0% (I 95% 22,9-27,2) au fost sensibile dependent de
doza la caspofunginé si 25,0% (If 95% 22 9-27,2) au fost rezistente la anidulafungina (Figura

C. dublinensis in 100% (1T 95% 97,9-102,2) din cazuri a prezentat sensibilitate la toate
preparatele din grupa azolilor (Figura 5.12), iar testarea la echinocandine nu este recomandata.

Pentru celelalte 23 de tulpini (C. guilliermondii — 4, C. lusitaniae — 3, C. utilis - 2, C.
norvegensis — 2, C. kefyr — 2, C. pulcherrima — 1, C. pelliculosa — 1, C. robusta — 1, C. famata —
1, C. neoformans — 1, S. cerevisiae — 3, Magnusiomyces capitatus — 1, T. asahii — 1) din 4 genuri
preparatele antifungice nu este recomandata de standardele 1nterna‘g10nale, lipsind breakpomt-url le

din cauza studiilor insuficiente pe aceste tulpini.
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Screening-ul calitativ al activitatii antifungice a nanoparticulelor de argint (AgNPs)
generate din pululan, 6-carboxipululan si derivati celulozici (AgNPs-MC, AgNPs-HPC, AgNPs-
CA, AgNPs-EC) pe tulpini tip de C. albicans ATCC 10231, C. auris CBS 10913, C. glabrata
ATCC 90030, C. parapsilosis ATCC 22019, C. guilliermondii IP 1055, C. krusei ATCC 6258, C.
lusitaniae RTCC 1120, C. pelliculosa RTCC 1029 si al izolatele clinice de fungi levuriformi a fost
realizat prin metoda difuziunii cu agar. Metoda a presupus adaugarea AgNP-urilor testate la mediul
de cultura preinoculat cu suspensie microbiana si masurarea zonei clare cauzate de inhibarea
cresterii dupa 24 de ore de incubare. In linii generale, pentru toate tipurile de AgNP-uri a fost
demonstrata eficienta foarte ridicatd in cazul majoritatii tulpinilor testate, efectul nefiind datorat

solventului (Figura 5.14).

Fig. 5.14. Efectul activitatii antifungice asupra izolatelor clinice de Candida albicans
a nanoparticulelor de argint (AgNPs): a) generate din pululan si 6-carboxipululan; b)

stabilizate cu derivati celulozici pe tulpini microbiene

Activitatea antifungica a nanoparticulelor de argint (AgNPs) generate din pululan si din
6-carboxipululan asupra unor izolate clinice de fungi

Datele prezentate pe Tabelul 5.5 cu referire la valorile diametrelor medii ale zonelor de
inhibitie a cresterii agentilor fungici, obtinute pentru fiecare tip de nanoparticule generate din
derivati celulozici (AgNPs-MC, AgNPs-HPC, AgNPs-CA, AgNPs-EC), notat in milimetri, atesta
ca toate AgNP-urile sunt capabile sa inhibe cresterea fungilor levuriformi puse in contact direct cu

acetti compusi.
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Tabelul 5.5. Activitatea antifungica a nanoparticulelor de argint (AgNPs) generate din

pululan si din 6-carboxipululan asupra unor izolate clinice de fungi

Nr. Denumirea Diametrul zonelor de inhibitie (mm)
d/o | agentului fungic -
g g Tipul de AgNPs
AgNPs-MC AgNPs-HPC AgNPs-CA AgNPs-EC

1. C. albicans 9 10 8 11
2. C. auris 10 11 9 10
3. C. glabrata 8 8 10 9
4. C. parapsilosis 9 9 11 10
5. C. guiliermondii 10 10 11 12
6. C . krusei 11 10 11 11
7. C. lusitaniae 10 10 12 11
8. C. pelliculosa 8 9 10 10

5.3.Testarea activititii antifungice a AgNPs in vederea determinarii unor parametri
cantitativi ai actiunii antifungice (CMI) pe izolate clinice si pe tulpini de referinta

Rezultatele activitatii antifungice a nanoparticulelor de Ag generate din polizaharide
(derivati celulozici, pululan si 6-carboxipululan) au demonstrat rezultate promitatoare si asupra
fungilor, in special asupra fungilor levuriformi.

Astfel, conform datelor obtinute, toate cele patru tipuri de nanoparticule de Ag noi (PAg,
POAg, C4, C5), in limitele concentratiilor testate, au manifestat efect antifungic fata de anumite
tulpini si la diferite concentratii aplicate.

Astfel, nanoparticulele PAg in concentratie de 28,75 pg/ml au manifestat efect antifungic
fata de 88,0% (I 95% 85,9-90,2) din cele 100 de tulpini testate. Pentru celelalte 12,0% (I 95%
9,9-14,2) de tulpini (doua tulpini de C. albicans, doua tulpini de C. guilliermondii, patru tulpini de
C. parapsilosisi, cate o tulpina de C. krusei, de C. pulcherrima, de C. famata si de C. kefyr) efectul
antifungic al nanoparticulelor s-a manifestat la o concentratie mai mare — 57,5ug/ml.

Nanoparticulele POAg de asemenea au manifestat actiune antifungica fata de tulpinile
clinice testate. Pentru 91,0% (Ii 95% 88,9-93,2) dintre acestea efectul minim de inhibitie a fost
obtinut la concentratia de 26,25 pg/ml, iar pentru celelalte 9,0% (If 95% 6,9-11,2) de tulpini (cinci
tulpini de C.albicans si cate o tulpind de C.glabrata, de C. parapsilosis, de C. famata si de C.
pulcherrima) — la concentratia de 52,5 pg/ml.

In cazul nanoparticulelor C4, efectul antifungic a fost obtinut la concentratii putin mai
ridicate. In cazul a 97,0% (I 95% 94,9-99,2) din tulpinile testate, CMI cu efect antifungic a fost
de 35 pg/ml si doar pentru 3,0% (Il 95% 0,9-5,2) dintre aceste tulpini (cate una din speciile

C.albicans, C. famata si C.parapsilosis) efectul a fost obtinut la concentratia de 70 pg/ml.
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Cele mai active substante cu efect antifungic au fost nanoparticulele C5. Pentru 25,0% (I1
95% 22,9-27,2) dintre tulpinile testate (16 tulpini C.glabrata, trei tulpini de C.parapsilosis, doua
tulpini de Sacharomyces cerevisiae, o tulpina de C.tropicalis si tulpinile de C.neoformans, C. kefyr
si C.robusta) CMI a fost de 18,25 pg/ml, iar pentru restul 75,0% (IT 95% 72,9-77,2) din tulpini —
36,5 pg/ml.

De asemenea poate fi remarcat si faptul ca unele din tipuri de nanoparticule de argint au
prezentat activitate antifugicd redusa asupra tulpinilor din genurile Magnusiomyces si
Trichosporon.

Cercetarea realizata demonstreaza eficienta celor patru tipuri de nanoparticule de argint
fatd de 18 specii de fungi patogeni, inclusiv dermatofiti. Pentru marea majoritate din cele 100 de
tulpini testate, concentratiile de nanoparticule care inhiba 100% cresterea fungilor este de pana la
50 ug/ml, ceea ce permite a examina aceste nanomateriale in calitate de remedii alternative (ori
adjuvante la terapiile existente) antifungice, in special de perspectiva in cazul tulpinilor rezistente
la preparate antifungice.

Activitatea antifungicd in vederea determinarii parametrilor cantitativi ai actiunii
antifungice a nanoparticulelor de argint stabilizate cu derivati celulozici (AgNPs-MC, AgNPs-
HPC, AgNPs-CA si AgNPs-EC), cu stabilirea valorilor CMI si CMF fata de speciile de Candida
albican si de Candida non-albicans, a fost evaluate utilizand tehnica microdilutiei dupa standardul
EUCAST E.Def. 7.3.2. Valorile CMI si CMF obtinute pentru nanoparticulele stabilizate cu
derivati celulozici fata de speciile din cadrul genului Candida sunt prezentate pe Tabelul 5.6.

Toti derivatii celulozici au prezentat un potential antifungic ridicat, comparativ cu
nanoparticulele de argint Tncorporate in matricea pululanului, cu valori ale CMI cuprinse intre
0,0625-0,125 mM (concentratia de argint). In linii generale, legat de activitatea antifungici a
principalilor derivati celulozici cu AGNOs3, acestia au actionat similar fata de speciile C. albicans,
C. glabrata, C. dubliniensis, C. parapsilosis si C. guilliermondii, C. tropicalis, C. norvegensis cu
o0 valoare a CMI de 0,125 mM; in timp ce fata de C. krusei, C. robusta, C. kefyr, C. neoformans,
C. lusitaniae si C. pelliculosa au prezentat un grad mai mare de inhibare a cresterii levurice cu 0
valoare a CMI de 0,0626 mM.

Determinarea parametrilor cantitativi ai potentialei activitatii antifungice pe baza valorilor
datele CMF au aratat ca toti derivatii celulozici au prezentat activitate ,,cida” uniforma fata de toate
speciile levurice luate in studiu.

Microscopia electronica de scanare (SEM) a fost utilizatd pentru a pune in evidentd
modificarile ultrastructurale ale celulelor fungice in prezenta AgNP-urilor folosind derivati

celulozici dupa 24 de ore de incubare.
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Tabel 5.6. Activitatea antifungica (CMI; CMF; mM) a nanopariculelor de argint stabilizate

cu derivati celulozici

Nr. Denumirea Tipul de AgNPs
d/o | agentului fungic | AgNPs-MC AgNPs-HPC AgNPs-CA AgNPs-EC
testat CMI |[CMF |CMI |CMF |CMI |CMF |CMI CMF
L1 c. albicans 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125
2. | c.glabrata 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125
3. | C. dubliniensis 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125
4 C. parapsilosis 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 0,125 0,125
5 | C. tropicalis 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125
6. | c.guilliermondii | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0125 | 0,125 | 0,25 | 0125 | 0,125
7. | C. norvegensis 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125
8. | C.krusei 0,0625 | 0,0625 | 0,0625 | 0,0625 | 0,0625 | 0,0625 | 0,0625 | 0,0625
9. | C.robusta 0,0625 | 0,0625 | 0,0625 | 0,0625 | 0,0625 | 0,0625 | 0,0625 | 0,0625
10. | ¢. neoformans 0.0625 | 0,0625 | 0,0625 | 0,0625 | 0,0625 | 0,0625 | 0,0625 | 0,0625
11| c. kefyr 0,0625 | 0,0625 | 0,0625 | 0,0625 | 0,0625 | 0,0625 | 0,0625 | 0,0625
12. | ¢, |usitaniae 0,0625 | 0,0625 | 0,0625 | 0,0625 | 0,0625 | 0,0625 | 0,0625 | 0,0625
131 ¢ pelliculosa 0,0625 | 0,125 | 0,0625 | 0,0625 | 0,0625 | 0,125 | 0,0625 | 0,125
+cp | Fluconazol
-cn | AD

Nota: Nu prezinta zona de inhibitie (-); control pozitiv (+cp); control negativ (-cn); apa distilata
(AD); CMI — concentratia minima inhibitorie; CMF — concentratia minima fungicida

Vizualizarea efectului AgNPs stabilizate cu derivati celulozici asupra speciilor de Candida
utilzand microscopia electronica

Evaluarea microscopica a fost realizata pe specia C. albicans ca control fara AgNPs unde
s-a observat ca celulele netratate au fost agregate, bine definite, cu o suprafatd neteda a celulei,
forma ovala si celule levurice care se multiplica prin burjeonare (Figura 5.13). In schimb, imaginile
SEM ale celulelor de C. albicans tratate cu nanoparticule de argint testate au indicat denaturarea
peretelui celular si eliberarea matricei intracelulare.

Nanoparticulele de argint obtinute din derivati celulozici au interactionat cu celula fungica,
ajungand sa se acumuleze la suprafata acesteia si sa produca modificari structurale ale peretelui
celular, crescand astfel permeabilitatea acestuia. A fost demonstrat ca si dimensiunea AgNp, si
forma, si concentratia acestora influenteaza procesul de aderentd la peretele celulei fungice.

Nanoparticulele de argint au aderat la suprafata peretelui celular al fungilor, avand drept consecinte
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modificarea morfologica a celulei fungice si ruperea peretelui celular, urmatd de pierderea
citoplasmei si apoi de apoptoza celulara.

Pe baza rezultatelor obtinuter s-a dovedit cd nanoparticulelor de argint au patruns in
interiorul celulei si al nucleului, dezechilibrand elementele intracelulare si generand disfunctie
mitocondriala, denaturarea proteinelor, alterarea ribozomilor, interactiunea cu ADN-ul. AgNp-
urile au manifestat citotoxicitate si stres oxidativ. Producerea de specii reactive de oxigen (SOR)
de catre AgNp-uri elucideaza actiunea antifungicd ale acestora. SOR au oxidat proteinele si
lipidele, dar si bazele azotate ale ADN-ului. Astfel, pe imaginile SEM, prezentate pe Figura 5.15,
se observa ca celulele de C. albicans tratate cu AgNP-uri, folosind derivati celulozici, prezinta

distorsiuni, rugozitate si defecte ale peretelui celular care au facilitat eliminarea citoplasmei.

b)

Fig. 5.15. Reprezentarea grafica a efectului AgNPs asupra C. albicans utilzind microscopia
electronica [SEM]: a) C. albicans fara tratament: celulele sunt bine definite, cu suprafata
netedi si forma ovala; b) C. albicans dupa tratamentul cu AgNP: se observi reductia si

distorsiunea celulelor levurice prin eliberarea continutului intracitoplasmatic

Evaluarea proprietitilor antifungice ale nanoparticulelor de Ag generate din pululan, din 6-
carboxipululan comparativ cu cele pe bazd de derivati celulozici

in prezentul studiul s-au efectuat testiri comparative pentru a evalua impactul
nanoparticulelor de Ag stabilizate cu utilizarea polizaharidelor si anume cele generate din pululan
cu cele obtinute pe baza de derivati celulozici.

Dezavantajul observat in procesul de preparare a materialelor antifungice pe baza de
nanoparticule de argint incorporate in matricea pululanului constd in faptul cd activitatea
antifungica a acestui tip de nanoparticule a prezentat valori ale CMI mai mari comparativ cu alte
tipuri de nanoparticule de Ag. Totodata, trebuie mentionat faptul ca este o polizaharida destul de

costisitoare.
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Un avantaj al nanoparticulelor de Ag stabilizate cu derivati celuloziCi este ca metodologia
de obtinere a acestora este simpla si nu presupune utilizarea de agenti nocivi toxici si de factori
fizici externi, precum temperatura, presiunea etc., ci doar a materialelor ieftine si uzuale (celuloza
este cel mai raspandit material organic biodegradabil de pe planeta noastra).

Rezultatele testarilor si ale indicilor valorilor concentratiei minime fungicida a activitatii
nanoparticulelor de Ag generate din pululan, comparativ cu cele ale AgNPs stabilizate cu derivati
celulozici, au prezentat un efect antifungic ridicat fata de toate speciile levurice luate in studiu si

valori ale CMI mult mai mici si mai uniforme.

5.4. Concluzii la capitolul 5

1. In experimentele efectuate la acest capitol al cercetirii s-au obtinut nanoparticule de argint in
prezenta unor derivati naturali pe baza de polizaharide (pululan, pululan oxidat, derivati
celulozici) in scopul dezvoltarii de noi sisteme cu eliberare controlata si tintitd de preparate
antifungice.

2. Metoda de generare a nanoparticulelor de argint s-a dovedit a fi una eficienta, relativ laborioasa
si a permis obtinerea de AgNPs cu dimensiuni reduse (<20 nm), ceea ce face posibila
internalizarea celulara a acestora.

3. Pentru caracterizarea AgNPs s-au folosit o serie de tehnici, precum analiza morfostructurala si
determinarea activitatii antifungice in vitro, iar rezultatele obtinute au permis recomandarea
materialelor sintetizate drept sisteme cu aplicatii biomedicale, inclusiv ca formule
farmaceutice noi cu efect antifungic.

4. Nanosistemele obtinute prezinta 0 morfologie sferica cu dimensiuni reduse, cuprinse intre 10-
100 nm, si un potential antifungic demonstrat asupra unui spectru larg de fungi, ceea ce creeaza
premisele unor potentiale aplicatii ale acestora in realizarea tintitd a terapiei micozelor umane.

5. Sensibilitatea variabila a tulpinilor levurice fatd de AgNPs stabilizate cu pululan indica la
necesitatea continudrii testdrilor pe AgNPs stabilizate cu alte tipuri de derivati naturali si
identificarea macromoleculelor care faciliteaza expresia maxima a efectului NPs.

6. Nanoparticulele de argint stabilizate cu derivati celulozici, prin actiunea fungicida
demonstrata, pot fi propuse pentru a fi incluse in arsenalul de remedii antifungice, atat in
practica medicald umana, cat si veterinara.

7. Rezultatele prezentului studiu au demonstrat o activitate antifungica inalta a AgNPs in vitro.
Pentru a le face aplicabile ca preparate antifungice sunt necesare investigatii suplimentare in

Vvivo, pentru standardizarea si stabilizarea lor, si cercetari toxicologice corespunzatoare.
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6. MODIFICAREA MARKERILOR STRESULUI OXIDATIV,
SISTEMULUI ANTIOXIDANT SI A PATTERNULUI INFLAMATOR SUB
INFLUENTA COMPUSILOR BIOLOGIC ACTIVI

6.1. Activitatea compusilor biologic activi asupra parametrilor stresului oxidativ si ai
sistemului antioxidant

Evaluarea intensitatii reactiilor de oxidare cu radicali liberi in materialul biologic s-a
realizat prin aprecierea unor indici importanti ai proceselor de peroxidare, cum ar fi nivelul
dialdehidei malonice, produselor proteice de oxidare avansata, precum si a sistemului antioxidant:
superoxid dismutaza, catalaza, activitatea antioxidanta totala, glutation S-transferaza, glutation
peroxidaza, glutation reductaza. Stresul oxidativ este un dezechilibru dintre speciile reactive de
oxigen, numite si oxidanti (ex., radicali liberi, metaboliti reactivi s.a.) si antioxidanti, in avantajul
oxidantilor manifestat prin procese distructive ale celulelor si impact semnificativ asupra
intregului organism.

DAM este un produs secundar al peroxidarii, utilizat ca marker biologic al stresului
oxidativ al lezarii membranei celulare, un indicator al leziunii oxidative a celulelor ce ne ofera
informatii utile privind starea de sanatate sau boald a unui pacient cu infectie fungica. Analiza
masurarilor efectuate pentru dialdehida malonica (DAM, pM/L) a ardtat valoarea absolutd
maximala in lotul C1 (Mediana = 7,55, IQR = 0,725), valoarea minima in lotul N2 (Mediana =
3,1, IQR = 0,725). Valorile absolute ale DAM, nM/s.L din lotul Martor (Mediana = 5,1, IQR =
0,675) au fost reduse comparativ cu valorile din lotul C1, comparabil cu lotul C2 (Mediana = 5,55,
IQR = 0,825), cu lotul C1+N1 (Mediana = 4,85, IQR = 0,725) si crescut comparativ cu valorile
DAM, uM/L din lotul N1 (Mediana = 4.25, IQR = 0,45), lotul N2, lotul C1+B2 (Mediana = 4,
IQR = 0,325), lotul C2+B1 (Mediana = 4,4, IQR = 0,525), lotul C2+B2 (Mediana = 3,35, IQR =
0,5) (Tabelul 6.13, Figura 6.1).

Este bine cunoscuta proprietatea stresului oxidativ de a determina efecte nocive oxidative
asupra proteinelor, finalizate cu formarea produselor proteice de oxidare avansata. Aceste produse
prezintd diverse efecte nocive, cum ar fi stimularea secretiei de citokine, eliberarea moleculelor de
adeziune si a factorilor de crestere, intensificarea proliferarii, migrarea si invazia celulelor
tumorale s.a.

Analiza masurarilor efectuate pentru produsele proteice de oxidare avansata (PPOA,
uM/L) a aratat valoarea absolutd maximala in lotul C1 (Mediana = 47,7, IQR = 2,65), valoarea
minima in lotul N2 (Mediana = 32,8, IQR = 4,73).
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Fig. 6.1. Tendintele distribuirii valorilor DAM, nM/s.L in loturile cercetate
Nota: DAM — dialdehida malonica, N1 — extract de S. platensis (ES); N2 — extract carotenoid cu
continut de mixoxantofila; C1 - compusul chimic CioH2:BrCuN4S; C2 - compusul chimic
C17H19CuNs0sS; C1+N1 compusul chimic CioH2:BrCuN4S + extract de S. platensis, C2+N2

compus chimic+ extrac carotenoid cu continut de mixoxantofila

Valorile absolute ale PPOA, uM/L din lotul Martor (Mediana = 35,3, IQR = 4,45) au fost
reduse comparativ cu valorile din lotul C1, lotul C2 (Mediana = 37,9, IQR = 3,6), si crescut
comparativ cu valorile PPOA, uM/L din loturile N1 (Mediana = 34,6, IQR = 14,68), N2, IC1+N1
(Mediana = 34,6, IQR = 4,48), C1+B2 (Mediana = 33.4, IQR = 4,3), lotului C2+N1 (Mediana =
34,6, IQR = 4,43) si C2+B2 (Mediana = 33,6, IQR = 1.68) (Tabelul 6,13, Figura 6.2).

Enzimele antioxidante, precum superoxid dismutaza, catalaza, glutation S transferaza,
glutation peroxidaza si glutation reductaza, reprezintd mecanisme de protectie a celulelor de
actiunea nociva a radicalilor liberi demonstrat prin reducerea stresului oxidativ si impiedicarea
avansarii acestuia. Totodata, sistemul antioxidant este constituit din substante antioxidante cu
proprietati hidrofile, parte a citoplasmei celulelor si a serului sangvin, precum si din compusii
hidrofobi, prezenti in membranele celulelor fungice.

Superoxid dismutaza, fiind consideratd cea mai importantd enzima a sistemului primar
intern de apdrare antioxidantd, joaca un rol semnificativ in diminuarea stresului oxidativ, care

poate determina multiple afectiuni, cu impact negativ asupra sanatatii.
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Fig. 6.2. Tendintele distribuirii valorilor PPOA, pM/L in loturile cercetate
Nota: PPOA — produse proteice de oxidare avansatd, N1 —extract de S. platensis (ES); N2 — extract
carotenoid cu continut de mixoxantofila; C1 - compusul chimic C19H21BrCuNsS ; C2 - compusul
chimic C17H19CuNs03S; C1+N1 compusul chimic C19H21BrCuNsS + extract de S. platensis,

C2+N2 compus chimic+ extract carotenoid cu continut de mixoxantofila

Analiza masurdrilor efectuate pentru superoxid dismutaza (SOD, u/c) a aratat valoarea
maximala in lotul N2 (Mediana = 1040, IQR = 7,05) si valoarea minima in lotul C1 (Mediana =
819, IQR =12,1). Valorile absolute ale SOD, u/c din lotul Martor (Mediana = 851, IQR = 7,53)
au fost reduse comparativ cu valorile indicatorului studiat din toate loturile - N1 (Mediana = 991,
IQR =9,28), N2, lotul C1+N1 (Mediana = 983, IQR = 6,38), lotul C1+N2 (Mediana = 1020, IQR
=4,1), lotul C2+N1 (Mediana = 984, IQR = 8,48) si lotul C2+N2 (Mediana = 1020, IQR = 6,03),
cu exceptia C1 si C2 (Mediana = 823, IQR = 4,88) (Tabelul 6.13, Figura 6.3).
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Fig. 6.3. Tendintele distribuirii valorilor SOD, u/c in loturile cercetate
Nota: SOD — superoxid dismutaza, produse proteice de oxidare avansata, N1 — extract de S.
platensis (ES); N2 — extract carotenoid cu continut de mixoxantofila; C1 - compusul chimic
C19H21BrCuNsS; C2 - compusul chimic Ci7H19CuNsOsS; C1+N1 compusul chimic
C19H21BrCuNaS + extract de S. platensis, C2+N2 compus chimic+ extract carotenoid cu continut

de mixoxantofila

Valorile absolute ale catalazei, uM/s.L din lotul Martor (Mediana = 17,8, IQR = 0,6) au fost
reduse comparativ cu valorile din lotul C2 (Mediana = 18,3, IQR = 0,750), lotul N1 (Mediana =
37.1, IQR =2,48), lotul N2, lotul C1+N1 (Mediana = 21,9, IQR = 2,40), lotul C1+N2 (Mediana =
33,7, IQR = 0,725), lotul C2+N1 (Mediana = 37,1, IQR = 2,58), lotul C2+N2 (Mediana = 39,9,
IQR = 0,450), fiind insd mai mari versus valorile din lotul C1. Cresterea observata in loturile unde
au fost cercetate efectele ,,combinate” ale compusilor studiati in cadrul studiului de fata au fost

determinate, incontestabil, de efectele extractelor N1 si N2 (Tabelul 6.13, Figura 6.4).
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Fig. 6.4. Tendintele distribuirii valorilor catalazei, pM/s.L in loturile cercetate
Nota: N1 — extract de S. platensis (ES); N2 — extract carotenoid cu continut de mixoxantofild; C1
- compusul chimic C19H2:BrCuN4S; C2 - compusul chimic C17H19CuNsO3S; C1+N1 compusul
chimic C19H2:BrCuN4S + extract de S. platensis, C2+N2 compus chimic+extract carotenoid cu

continut de mixoxantofila

Consecintele asupra celulei a excesului de radicali liberi de oxigen, ce includ activitatea
componentelor enzimatice si celulare ale sistemului antioxidant, au fost evidentiatd prin
determinarea activitatii antioxidante totale. Analiza masurarilor efectuate pentru activitatea
antioxidanta totala (AAT cu ABTS, uM/L) a aratat valoarea maximala in lotul C2 (Mediana = 158,
IQR = 3,08) si in lotul C2+N2 (Mediana = 160, IQR = 1,88), valoarea minima in lotul Martor
(Mediana = 138, IQR = 5,23), valorile absolute ale AAT cu ABTS, uM/L din lotul Martor au fost
reduse, 1n afard de valorile maximale mentionate mai sus, comparativ cu valorile AAT cu ABTS,
uM/L din lotul C1 (Mediana = 150, IQR = 3,88), lotul N1 (Mediana = 141, IQR = 5,63), lotul N2
(Mediana = 153, IQR = 6,23), lotul C1+N1 (Mediana = 138, IQR = 6,00), lotul C1+N2 (Mediana
=152, IQR = 1,80) si lotul C2+N1 (Mediana = 139, IQR = 0,800) (Tabelul 6.13, Figura 6.5).
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Fig. 6.5. Tendintele distribuirii valorilor AAT cu ABTS, nM/L in loturile cercetate
Nota: AAT — activitatea antioxidanta totala; N1 — extract de S. platensis (ES); N2 — extract
carotenoid cu continut de mixoxantofild; C1 - compusul chimic C19H21BrCuN4S ; C2 - compusul
chimic Ci17H19CuNsO3S; C1+N1 compusul chimic Ci9H2:BrCuN4S + extract de S. platensis,

C2+N2 compus chimic+extract carotenoid cu continut de mixoxantofila

Glutadionul este un tripeptid cu grupare sulthidrica si derivat esential al aminoacizilor, cu
functii fiziologice importante in protectia antioxidanta, ce inhibd formarea radicalilor liberi.
Glutation S-transferazele, enzime implicate in procesele celulare ale xenobioticelor, cu proprietati
de a cataliza diverse reactii multiple in vederea detoxifierii peroxizilor lipidici. Analiza masurarilor
efectuate pentru glutation S-transferaza G-S-T, (G-S-T, nM/s.L) a demonstrat valoarea maximala
in lotul N2 (Mediana = 46.9, IQR = 3,23), valoarea minima fiind constatata in lotul C2 (Mediana
=423, IQR = 3,60). In lotul Martor (Mediana = 44,7, IQR = 4,80) s-au inregistrat valori identice
cu lotul C1 (Mediana = 44,7, IQR = 4,88), crescute fata de C2 si C2+N1 (Mediana = 44,4, IQR =
1,73) si 1n scadere comparativ cu lotul N1 (Mediana = 45,8, IQR = 4,15), lotul N2, lotul C1+N1
(Mediana = 45,2, IQR = 4,33), lotul C1+N2 (Mediana = 46,6, IQR = 3,18) si lotul C2+N2
(Mediana = 46,2, IQR = 3,60) (Tabelul 6.13, Figura 6.6).
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Fig. 6.6. Tendintele distribuirii valorilor G-S-T, nM/s.L din loturile cercetate
Nota: GST — glutation S-transferaza, produse proteice de oxidare avansata; N1 — extract de S.
platensis (ES); N2 — extract carotenoid cu continut de mixoxantofild; C1 — compusul chimic
C1o9H21BrCuNsS ; C2 — compusul chimic Ci7H19CuNsOsS; C1+N1 compusul chimic
C19H21BrCuNsS + extract de S. platensis, C2+N2 compus chimic+ extract carotenoid cu continut

de mixoxantofila

Glutation peroxidaza, antioxidant enzimatic din ser si din citoplasma celulara responsabil de
detoxifierea peroxidului de hidrogen si a peroxizilor organici, reprezinta un factor important de
protectie a lipidelor membranare si a hemoglobinei de oxidare. GPO, de comun cu catalaza si cu
SOD, participad activ la neutralizarea xenobioticelor, constituind un sistem eficient de protectie
celulara. Reducerea activitatii GPO poate determina majorarea nivelului de peroxizi, amplificarea
producerii de radicali liberi si evidentierea stresului, care duce la lezarea oxidativa a tesuturilor.
Analiza masurdrilor efectuate pentru glutation peroxidaza (GPO, nM/s.L) a aratat valoarea
maximald in lotul N2 (Mediana = 470, IQR = 3,43) si valoarea minima in lotul C1 (Mediana =
319, IQR = 13,6). In lotul Martor (Mediana = 337, IQR = 6,75) s-au inregistrat valori reduse ale
GPO, nM/s.L, comparativ cu lotul C1, C2 (Mediana = 339, IQR = 4,53). Valori crescute fatd de
lotul Martor au fost determinate in lotul N1 (Mediana = 452, IQR = 8,45), lotul N2, lotul C1+N1
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(Mediana = 399, IQR = 4,75), lotul C1+N2 (Mediana = 462, IQR = 30,0), lotul C2+N1 (Mediana
=449, IQR = 1,38) si lotul C2+N2 (Mediana = 437, IQR = 2,03) (Tabelul 6.13, Figura 6.7).
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Fig. 6.7. Tendintele distribuirii valorilor GPO, nM/s.L in loturile cercetate
Nota: GPO — glutation peroxidaza, produse proteice de oxidare avansata; N1 — extract de
S.platensis; N2 — extract carotenoid cu continut de mixoxantofila; C1 — compusul chimic
C19H21BrCuN4S; C2 — compusul chimic Ci7H19CuNsO3S; C1+N1 compusul chimic
C19H21BrCuNaS + extract de S. platensis; C2+N2 compus chimic + extract carotenoidicu continut

de mixoxantofila

Glutation reductaza, responsabila de reglarea, modularea, mentinerea homeostazei celulare
st a aportului de glutation redus, constituie unul dintre cei mai importanti compusi reducatori
(tiolii) din majoritatea celulelor. In forma sa redusi, glutationul joaca un rol cheie in controlul
celular al speciilor reactive de oxigen, care actioneaza ca molecule de semnalizare intracelulare si
extracelulare, in interactiunea complexa dintre nivelurile speciilor reactive de oxigen, nivelurile
de glutation oxidat si redus, si alti tioli. GR determina conditiile cele mai potrivite pentru controlul
redox in interiorul celulei sau pentru activarea si moartea programatd a celulelor. Analiza
masurarilor efectuate pentru glutation reductaza (GR, nM/s.L) a aratat valoarea maximald in lotul
N2 (Mediana = 169, IQR = 4,85), valoarea minima, ca si in cazul GPO, nM/s.L, fiind constatata
in lotul C1 (Mediana = 29,8, IQR = 9.23). Valorile parametrului studiat din lotul Martor (Mediana
= 47,8, IQR =5,83) au fost reduse comparativ cu valorile absolute din lotul C2 (Mediana = 50,4,
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IQR =5,45), lotul N1 (Mediana = 97,4, IQR =11,8), lotul N2, lotul C1+N1 (Mediana = 59,3, IQR
=3,33), lotul C1+N2 (Mediana = 117, IQR = 2.25), lotul C2+N1 (Mediana = 91,5, IQR = 2,70) si
lotul C2+N2 (Mediana = 149, IQR = 4,00) (Tabelul 6.13, Figura 6.8).
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Fig. 6.8. Tendintele distribuirii valorilor GR, nM/s.L in loturile cercetate
Nota: GR — glutation reductaza; N1 — extract de S. platensis (ES); N2 — extract carotenoid cu
continut de mixoxantofila; C1 — compusul chimic CigH2:BrCuNsS ; C2 — compusul chimic
C17H10CuNs03S; C1+N1 compusul chimic C19H21BrCuN4S + extract de S. platensis, C2+N2

compus chimic+extract carotenoid cu continut de mixoxantofila

6.2. Modificarea nivelului parametrilor citokinelor proinflamatoare si
antiinflamatoare

Interactiunea fungilor levuriformi cu citokinele proinflamatoare declanseaza un raspuns
inflamator. In prezenta cercetare a fost evaluata expresia unor citokine pro- (IL-6, IL-1B siTNF-a)
si antiinflamatoare (IL-10) sub influenta compusilor chimici si biologici testati, separat si in
combinatie. Analiza masurarilor efectuate pentru interleukinele de tip 1, (IL-1, pg/ml) a aratat
valoarea maximala in lotul C1 (Mediana = 51,0, IQR = 1,35), valoarea minima in lotul N2
(Mediana=47,5, IQR =1,58). Valorile absolute ale IL-1, pg/ml, din lotul Martor (Mediana = 48,6,
IQR =2,20) au fost reduse, in afara de valoarea maximala din lotul C1, comparativ cu valorile IL-

1, pg/ml din lotul C1+N1 (Mediana = 50,1, IQR = 2,33), fiind 1n crestere fata de lotul C2 (Mediana
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=48,1, IQR = 2,23), lotul N1 (Mediana = 47,6, IQR = 1,40), lotul N2, lotul C1+N2 (Mediana =
47,8, IQR = 1,38), lotul C2+N1 (Mediana = 47,6, IQR = 1,40) si lotul C2+N2 (Mediana = 46,9,
IQR =0,425) (Tabelul 6.13, Figura 6.9).
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Fig. 6.9. Tendintele distribuirii valorilor IL-1, pg/ml in loturile cercetate
Nota: IL-1- interleukine de tip 1; N1 — extract de S. platensis (ES); N2 — extract carotenoid cu
continut de mixoxantofila; C1 — compusul chimic CigH2:BrCuNsS ; C2 — compusul chimic
C17H10CuNs03S; C1+N1 compusul chimic C19H21BrCuN4S + extract de S. platensis, C2+N2

compus chimic+extract carotenoid cu continut de mixoxantofila

Analiza masurarilor efectuate pentru factorul de necroza tumorald (TNF-a, pg/ml) a aratat
valoarea maximala in lotul C1 (Mediana = 102, IQR = 6,08), valoarea minima in lotul N2
(Mediana = 78,6, IQR = 2,28). Valorile absolute ale TNF-a, pg/ml din lotul Martor (Mediana =
99,1, IQR = 6,28) au fost reduse comparativ cu valoarea TNF-a, pg/ml din lotul C1 si in crestere
fatd de lotul C2 (Mediana = 97,1, IQR = 5,70), lotul N1 (Mediana = 79,2, IQR = 4,33), lotul N2
(Mediana = 78,6, IQR = 2,28), lotul C1+N1 (Mediana = 97,6, IQR = 8,58), lotul C1+N2 (Mediana
= 81,3, IQR = 2,35), lotul C2+N1 (Mediana = 80,2, IQR = 4,5), lotul C2+N2 (Mediana = 81,6,
IQR =1,43) (Tabelul 6,13, Figura 6.10).
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Fig. 6.10. Tendintele distribuirii valorilor TNF-a, pg/ml in loturile cercetate
Nota: TNF-a-factorul de necroza tumorala; N1 — extract de S. platensis (ES); N2 — extract
carotenoid cu continut de mixoxantofila; C1 — compusul chimic C19H2:BrCuN4S; C2 — compusul
chimic C17H19CuNsOsS; C1+N1 compusul chimic Ci9H2:BrCuN4sS + extract de S. platensis,

C2+N2 compus chimic+extract carotenoid cu continut de mixoxantofila

Analiza masurarilor efectuate pentru interleukinele de tip 6, (IL-6, pg/ml) a aratat valoarea
maximala in lotul C1 (Mediana = 150, IQR = 3,70), valoarea minima in lotul N2 (Mediana = 106,
IQR = 3,80). Valorile absolute ale IL-6, pg/ml din lotul Martor (Mediana = 132, IQR = 5,85) au
fost reduse dupa indicatorul studiat fata de lotul C1 (valoarea maximald), fiind in crestere
comparativ cu lotul C2 (Mediana = 130, IQR =4,95), lotul N1 (Mediana = 111, IQR = 5,28), lotul
N2 (Mediana = 106, IQR = 3,80), lotul C1+N1 (Mediana = 133, IQR = 6,48), lotul C1+N2
(Mediana = 121, IQR = 3,28), lotul C2+N1 (Mediana =112, IQR = 3,28), lotul C2+N2 (Mediana
=108, IQR =4,30) (Tabelul 6.13, Figura 6.11).
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Fig. 6.11. Tendintele distribuirii valorilor IL-6, pg/ml in loturile cercetate
Nota: IL-6-interleukine de tip 6, glutation reductaza; N1 — extract de S. platensis (ES); N2 — extract
carotenoid cu continut de mixoxantofila; C1 — compusul chimic C19H2:BrCuN4S ; C2 — compusul
chimic C17H19CuNsOsS; C1+N1 compusul chimic Ci9H2:BrCuN4sS + extract de S. platensis,

C2+N2 compus chimic + extract carotenoid cu continut de mixoxantofila

Analiza masurdrilor efectuate pentru interleukinele de tip 10 (IL-10, pg/ml) a aratat
valoarea maximald in lotul N2 (Mediana = 106, IQR = 5,13), valoarea minima in lotul C1
(Mediana = 58,4, IQR = 2,73) si lotul Martor (Mediana = 58,9, IQR = 2,45). Valorile absolute ale
IL-10, pg/ml din lotul Martor au fost reduse, 1n afard de lotul N2, comparativ cu valorile din lotul
C2 (Mediana = 60,5, IQR =1,58), lotul N1 (Mediana = 89,0, IQR = 2,043), lotul C1+N1 (Mediana
= 69,8, IQR =2,03), lotul C1+N2 (Mediana = 83,8, IQR = 0,750), lotul C2+N1 (Mediana = 74,9,
IQR =0,600) si lotul C2+N2 (Mediana = 102, IQR = 3,10) (Tabelul 6.13, Figura 6.12).
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Fig. 6.12. Tendintele distribuirii valorilor IL-10, pg/ml in loturile cercetate
Nota: IL-6-interleukine de tip 10; glutation reductaza; N1 — extract de S. platensis (ES); N2 —
extract carotenoid cu mixoxantofila (MX); C1— compusul chimic C19H2:BrCuN4S ; C2 — compusul
chimic C17H19CuNs03S; C1+N1 compusul chimic Ci19H21BrCuNsS + extract de S. platensis,

C2+N2 compus chimic+ extract carotenoid cu continut de mixoxantofila

6.3. Analiza comparativa a parametrilor din loturile cercetate

Analiza descriptivd din subcapitolul anterior permite formularea unui sir de ipoteze
stiintifice privind efectele compusilor studiati asupra indicatorilor fiziologici masurati. Dupa cum
a fost argumentat in Capitolul 2, pentru a efectua evaluarea comparativa a loturilor cercetate este
recomandata folosirea testului Friedman, analiza post-hoc fiind efectuatd cu utilizarea corectiei
Benjamini Hochberg.

Evaluarea comparativa a datelor pentru DAM, uM/L din loturile cercetate a prezentat
semnificatie statistica (Friedman chi-square = 92,703, df = 8, p-value = 2.2e-16), ceea ce permite
de a considera ipoteza alternativa (cel putin doud loturi din cele studiate difera dupa valoarea
DAM, uM/L). Marimea efectului medicatiei a fost estimata ca una crescuta (Kendall W = 0,966).
Analiza post-hoc a evidentiat diferente statistic semnificative intre lotul Martor si toate loturile
cercetate, datele fiind prezentate in Tabelul 6.1. Evaluarea comparativa a datelor pentru PPOA,
uM/L din loturile cercetate a prezentat semnificatie statistica (Friedman chi-square = 71,057, df =
8, p-value = 3,027e-12), ceea ce permite de a considera ipoteza alternativa (cel putin doua loturi
din cele studiate difera dupa PPOA, uM/L).
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Tabelul 6.1. Analiza post-hoc. Valorile p ajustate prin metoda Benjamini Hochberg pentru

evaluarea comparativa a valorilor DAM, nM/L intre loturile cercetate

Loturile C1 C1+N1 | C1+N2 C2 C2+N1 | C2+N2 | Martor N1
C1+N1 | 0,0031 - - - - - - B
C1+N2 | 0,0031 0,0031 - - - - - -
C2 0,0031 0,0039 0,0031 - - - - -
C2+N1 | 0,0031 0,0031 0,0198 0,0031 - - - -
C2+N2 | 0,0031 0,0031 0,0031 0,0031 0,0031 - - -
Martor | 0,0031 0,0064 0,0031 0,0054 0,0031 0,0031 - -
N1 0,0031 0,0031 0,1260 0,0031 0,0417 0,0031 0,0031 -
N2 0,0031 0,0031 0,0031 0,0031 0,0031 0,0342 0,0031 0,0031

Nota: N1 — extract de S. platensis (ES); N2 — extract carotenoid cu continut de mixoxantofild; C1
—compusul chimic C19H2:BrCuN4S; C2 — compusul chimic C17H19CuN503S; C1+N1 compusul
chimic C19H2:1BrCuNaS + extract de S. platensis, C2+N2 compus chimic+extract carotenoidic cu

continut de mixoxantofila

Marimea efectului medicatiei a fost estimat ca una crescuta (Kendall W = 0,740). Analiza
post-hoc a evidentiat diferente statistic semnificative intre lotul Martor si o parte din loturile
cercetate, in afard de lotul CI+N2 (p = 0,0615) si lotul N2 (p = 0,0615), datele fiind prezentate in
Tabelul 6.2.

Tabelul 6.2. Analiza post-hoc. Valorile p ajustate prin metoda Benjamini Hochberg pentru

evaluarea comparativa a valorilor PPOA, nM/L intre loturile cercetate

Loturile C1 C1+N1 | C1+N2 C2 C2+N1 | C2+N2 | Martor N1
C1+N1 | 0,0018 - - - - - - .
C1+N2 | 0,0018 0,1022 - - - - - -
Cc2 0,0057 0,0018 0,0615 - - - - -
C2+N1 | 0,0018 0,4363 0,0681 0,0057 - - - -
C2+N2 | 0,0057 0,1278 0,7030 0,0057 0,0586 - - -
Martor | 0,0018 0,0057 0,0615 0,0018 0,0018 0,0069 - -
N1 0,0018 0,6456 0,0996 0,0018 0,5809 0,0681 0,0057 -
N2 0,0018 0,1579 0,0774 0,0615 0,0774 0,9063 0,0615 0,0853

Nota: N1 —extract de S. platensis (ES); N2 — extract carotenoid cu continut de mixoxantofila; C1
— compusul chimic C1gH21BrCuN4S; C2 — compusul chimic C17H19CuNsOsS; C1+N1 compusul
chimic C19H2:BrCuN4S + extract de S. platensis, C2+N2 compus chimic + extract carotenoid cu

continut de mixoxantofila
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Evaluarea comparativa a datelor pentru SOD, u/c din loturile cercetate a prezentat

semnificatie statistica (Friedman chi-square = 93,511, df = 8, p-value = 2.2e-16), ceea ce permite

de a considera ipoteza alternativa (cel putin doua loturi din cele studiate difera dupa SOD, u/c).

Tabelul 6.3. Analiza post-hoc. Valorile p ajustate prin metoda Benjamini Hochberg pentru

evaluarea comparativa a valorilor SOD, u/c intre loturile cercetate

Loturile C1 C1+N1 | C1+N2 C2 C2+N1 | C2+N2 | Martor N1
C1+N1 | 0,00063 - - - - - - -
C1+N2 | 0,00275 | 0,00275 - - - - - -

Cc2 0,39124 | 0,00063 | 0,00063 - - - - -
C2+N1 | 0,00063 | 0,02420 | 0,00063 | 0,00063 - - - -
C2+N2 | 0,00063 | 0,00063 | 0,48001 | 0,00063 | 0,00063 - - -
Martor | 0,00121 | 0,00063 | 0,00063 | 0,00063 | 0,00063 | 0,00063 - -

N1 0,00063 | 0,00275 | 0,00063 | 0,00063 | 0,00063 | 0,00063 | 0,00063 -

N2 0,00063 | 0,00063 | 0,00063 | 0,00063 | 0,00063 | 0,00063 | 0,00275 | 0,00063

Nota: N1 —extract de S. platensis (ES); N2 — extract carotenoidc cu continut de mixoxantofila; C1
— compusul chimic C19H21BrCuN4S; C2 — compusul chimic C17H1eCuNsOsS; C1+N1 compusul
chimic C19H2:BrCuN4S + extract de S. platensis, C2+N2 compus chimic + extract carotenoid cu

continut de mixoxantofila

Marimea efectului medicatiei a fost estimatd ca una crescuta (Kendall W = 0,974).
Marimea efectului medicatiei a fost estimata ca una crescutd (Kendall W = 0,974). Analiza post-
hoc a evidentiat diferente statistic semnificative intre lotul Martor si toate loturile cercetate fara
exceptii, datele fiind prezentate pe Tabelul 6.3.

Evaluarea comparativa a datelor pentru catalaza, pM/L din loturile cercetate a prezentat
semnificatie statistica (Friedman chi-square = 95,338, df = 8, p-value = 2.2e-16), ceea ce permite
de a considera ipoteza alternativa (cel putin doua loturi din cele studiate diferd dupa Catalaza,
uM/L). Marimea efectului medicatiei a fost estimata ca una crescutd (Kendall W = 0,993).

Analiza post-hoc a evidentiat diferente statistic semnificative intre lotul Martor si toate
loturile cercetate, fara exceptii, datele fiind prezentate pe Tabelul 6.4.

Evaluarea comparativa a datelor pentru AAT cu ABTS, uM/L din loturile cercetate a aratat
semnificatie statistica (Friedman chi-square = 90,16, df = 8, p-value = 4,315e-16), ceea ce permite
de a considera ipoteza alternativa (cel putin doud loturi din cele studiate difera dupa AAT cu

ABTS, uM/L).
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Tabelul 6.4. Analiza post-hoc. Valorile p ajustate prin metoda Benjamini Hochberg pentru

evaluarea comparativa a valorilor catalazei, uM/L intre loturile cercetate

Loturile C1 C1+N1 | C1+N2 C2 C2+N1 C2+N2 Martor N1
C1+N1 0,0010 - - - - - - -
C1+N2 0,0027 0,0010 - - - - - -
C2 0,0010 0,0027 0,0010 - - - - -
C2+N1 0,0010 0,0027 0,0027 0,0010 - - - -
C2+N2 0,0010 0,0027 0,0027 0,0027 0,0010 - - -
Martor | 0,0027 0,0010 0,0027 0,0041 0,0010 0,0010 - -
N1 0,0027 0,0027 0,0010 0,0010 0,0279 0,0061 0,0010 -
N2 0,0010 0,0027 0,0027 0,0010 0,0027 0,0027 0,0027 0,0010

Nota: N1 — extract de S. platensis (ES); N2 — extract carotenoid cu continut de mixoxantofila; C1
— compusul chimic C19H21BrCuN4S; C2 — compusul chimic C17H19CuNsOsS; C1+N1 compusul
chimic C19H2:BrCuN4S + extract de S. platensis, C2+N2 compus chimic + extract carotenoid cu

continut de mixoxantofila

Marimea efectului medicatiei a fost estimata ca una crescutd (Kendall W = 0,939). Analiza
post-hoc a evidentiat diferente statistic semnificative intre lotul Martor si toate loturile cercetate,
cu exceptia lotului C2+N1 (p = 0,05948), datele fiind prezentate pe Tabelul 6.5.

Tabelul 6.5. Analiza post hoc. Valorile p ajustate prin metoda Benjamini Hochberg pentru

evaluarea comparativa a valorilor AAT cu ABTS, pnM/L intre loturile cercetate

Loturile C1 C1+N1 | C1+N2 C2 C2+N1 | C2+N2 | Martor N1
C1+N1 | 0,00093 - - - - - - -
C1+N2 | 0,03845 | 0,00093 - - - - - -

C2 0,00176 | 0,00093 | 0,01938 - - - - -
C2+N1 | 0,00093 | 0,11954 | 0,00336 | 0,00093 - - - -
C2+N2 | 0,00093 | 0,00093 | 0,00093 | 0,11954 | 0,00093 - - -
Martor | 0,00093 | 0,01293 | 0,00093 | 0,00093 | 0,05948 | 0,00336 - -

N1 0,00093 | 0,00336 | 0,00093 | 0,00336 | 0,00517 | 0,00093 | 0,00093 -

N2 0,00439 | 0,00336 | 0,00336 | 0,06773 | 0,00336 | 0,00093 | 0,00093 | 0,00093

Nota: N1 — extract de S. platensis (ES); N2 — extract carotenoid cu continut de mixoxantofila; C1
— compusul chimic C19H21BrCuN4S; C2 — compusul chimic C17H19CuNsO3S; C1+N1 compusul
chimic C19H2:BrCuN4S + extract de S. platensis, C2+N2 compus chimic + extract carotenoidicu

continut de mixoxantofila
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Evaluarea comparativa a datelor pentru G-S-T, nM/s.L din loturile cercetate a aratat
semnificatie statistica (Friedman chi-square = 79,474, df = 8, p-value = 6.237e-14) ceea ce permite
de a considera ipoteza alternativa (cel putin doua loturi din cele studiate difera dupa G-S-T,
nM/s.L). De asemenea, marimea efectului medicatiei a fost estimata ca una crescutd (Kendall W
= 0,828). Analiza post hoc a evidentiat diferente statistic semnificative intre lotul Martor si toate
loturile cercetate, cu exceptia lotului C1+N1 (p = 0,0922) si lotului C2+N1 (p = 0,8501), datele
sunt prezentate pe Tabelul 6.6.

Tabelul 6.6. Analiza post-hoc. Valorile p ajustate prin metoda Benjamini Hochberg pentru

evaluarea comparativa a valorilor G-S-T, nM/s.L intre loturile cercetate

Loturile C1 C1+N1 | C1+N2 C2 C2+N1 | C2+N2 | Martor N1
C1+N1 | 0,6749 - - - - - - -
C1+N2 | 0,0045 | 0,0045 - - - - - -
C2 0,0045 | 0,0065 | 0,0045 - - - - -
C2+N1 | 0,3943 | 0,4225 | 0,0063 0,0215 - - - -
C2+N2 | 0,0045 | 0,0045 | 0,6086 0,0045 0,0063 - - -
Martor | 0,0236 | 0,0922 | 0,0045 0,0045 0,8501 0,0045 - -
N1 0,0207 | 0,0045 | 0,0045 0,0045 0,0465 0,0109 0,0045 -
N2 0,0045 | 0,0045 | 0,0086 0,0045 0,0045 0,3941 0,0045 0,0045

Nota: N1 — extract de S. platensis (ES); N2 — extract carotenoid cu continut de mixoxantofild; C1
— compusul chimic C1gH21BrCuN4S; C2 — compusul chimic C17H19CuNsOsS; C1+N1 compusul
chimic C19H2:BrCuN4S + extract de S. platensis, C2+N2 compus chimic + extract carotenoidicu

continut de mixoxantofila

Evaluarea comparativd a datelor pentru GPO, nM/s.L din loturile cercetate a aratat
semnificatie statistica (Friedman chi-square = 88,812, df = 8, p-value = 8,102e-16) ceea ce permite
de a considera ipoteza alternativa (cel putin doua loturi din cele studiate difera dupa GPO, nM/s.L).
De asemenea marimea efectului medicatiei a fost estimatad ca una crescutd (Kendall W = 0.925).
Analiza post hoc a evidentiat diferente statistic semnificative intre lotul Martor si 0 parte din
loturile cercetate, cu exceptia lotului C2 (p = 0,09599), datele analizei prezentate pe Tabelul 6.7.

Evaluarea comparativa a datelor pentru GR, nM/s.L din loturile cercetate a aratat
semnificatie statistica (Friedman chi-square = 94,667, df = 8, p-value = 2.2e-16) ceea ce permite

de a considera ipoteza alternativa (cel putin 2 loturi din cele studiate difera dupa GR, nM/s.L).
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Tabelul 6.7. Analiza post-hoc. Valorile p ajustate prin metoda Benjamini Hochberg pentru

evaluarea comparativa a valorilor GPO, nM/s.L intre loturile cercetate

Loturile C1 C1+N1 | C1+N2 C2 C2+N1 | C2+N2 | Martor N1
C1+N1 | 0,00076 - - - - - - -
C1+N2 | 0,00076 | 0,00076 - - - - - -

C2 0,00424 | 0,00076 | 0,00076 - - - - -
C2+N1 | 0,00076 | 0,00076 | 0,21523 | 0,00076 - - - -
C2+N2 | 0,00076 | 0,00076 | 0,10067 | 0,00076 | 0,17963 - - -
Martor | 0,00814 | 0,00076 | 0,00076 | 0,09599 | 0,00076 | 0,00324 - -

N1 0,00076 | 0,00324 | 0,79102 | 0,00076 | 0,00076 | 0,10067 | 0,00324 -

N2 0,00076 | 0,00076 | 0,00076 | 0,00076 | 0,00076 | 0,00324 | 0,00076 | 0,00324

Nota: N1 — extract de S. platensis (ES); N2 — extract carotenoid cu continut de mixoxantofila; C1
— compusul chimic C19H21BrCuN4S; C2 — compusul chimic C17H19CuNsO3S; C1+N1 compusul
chimic C19H2:BrCuN4S + extract de S. platensis, C2+N2 compus chimic + extract carotenoidicu

continut de mixoxantofila

Marimea efectului medicatiei a fost estimata ca una crescuta (Kendall W = 0,986). Analiza
post hoc a evidentiat diferente statistic semnificative Intre lotul Martor si toate loturile de cercetare,
fara exceptii, datele sunt prezentate pe Tabelul 6.8.

Tabelul 6.8. Analiza post-hoc. Valorile p ajustate prin metoda Benjamini Hochberg pentru

evaluarea comparativa a valorilor GR, nM/s.L intre loturile cercetate

Loturile C1 C1+N1 | C1+N2 C2 C2+N1 | C2+N2 | Martor N1
C1+N1 | 0,00063 - - - - - - -
C1+N2 | 0,00063 | 0,00063 - - - - - -

C2 0,00063 | 0,00430 | 0,00266 - - - - -
C2+N1 | 0,00063 | 0,00063 | 0,00266 | 0,00063 - - - -
C2+N2 | 0,00063 | 0,00063 | 0,00063 | 0,00266 | 0,00063 - - -
Martor | 0,00063 | 0,00182 | 0,00063 | 0,00266 | 0,00063 | 0,00266 - -

N1 0,00063 | 0,00063 | 0,00063 | 0,00063 | 0,03418 | 0,00063 | 0,00063 -

N2 0,00063 | 0,00063 | 0,00063 | 0,00063 | 0.00063 | 0,00063 | 0,00063 0,00063

Nota: N1 — extract de S. platensis (ES); N2 — extract carotenoid cu continut de mixoxantofila; C1
— compusul chimic C19H21BrCuNsS; C2 — compusul chimic C17H19CuNsO3S; C1+N1 compusul
chimic C19H2:BrCuN4S + extract de S. platensis, C2+N2 compus chimic+ extract carotenoidicu

continut de mixoxantofila
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Evaluarea comparativda a datelor pentru IL-1, pg/ml din loturile cercetate a aratat
semnificatie statistica (Friedman chi-square = 80,717, df = 8, p-value = 3.506e-14) ceea ce permite
de a considera ipoteza alternativa (cel putin doua loturi din cele studiate difera dupa IL-1, pg/ml).
Marimea efectului medicatiei a fost estimata ca una crescutd (Kendall W = 0,841). Analiza post-
hoc a evidentiat diferente statistic semnificative intre lotul Martor si o parte din loturile cercetate,
fara exceptii, datele sunt prezentate pe Tabelul 6.9.

Tabelul 6.9. Analiza post-hoc. Valorile p ajustate prin metoda Benjamini Hochberg pentru

evaluarea comparativa a valorilor IL-1, pg/ml intre loturile cercetate

Loturile C1 C1+N1 | CI1+N2 Cc2 C2+N1 C2+N2 | Martor N1
C1+N1 0,0045 - - - - - - -
C1+N2 0,0045 0,0045 - - - - - -
C2 0,0045 0,0045 0,3436 - - - - -
C2+N1 0,0045 0,0045 0,4834 0,9063 - - - -
C2+N2 0,0045 0,0045 | 0,0045 0,0077 0,0045 - - -
Martor | 0,0045 0,0058 0,0045 0,0058 0,0058 0,0045 - -
N1 0,0045 0,0045 0,3300 0,8615 0,8615 0,0058 0,0045 -
N2 0,0045 0,0045 | 0,0080 0,0381 0,0381 0,0336 0,0045 0,0336

Nota: N1 — extract de S. platensis (ES); N2 — extract carotenoid cu continut de mixoxantofila; C1
— compusul chimic C19H21BrCuN4S; C2 — compusul chimic C17H1eCuNsOsS; C1+N1 compusul
chimic C19H2:BrCuN4S + extract de S. platensis, C2+N2 compus chimic + extract carotenoidicu

continut de mixoxantofila

Evaluarea comparativa a datelor pentru TNF-a, pg/ml din loturile cercetate a aratat
semnificatie statistica (Friedman chi-square = 85,951, df = 8, p-value = 3,077e-15) ceea ce permite
de a considera ipoteza alternativa (cel putin doua loturi din cele studiate difera dupa TNF-a,
pg/ml). De asemenea, marimea efectului medicatiei a fost estimatd ca una crescuta (Kendall W =
0,895). Analiza post-hoc a evidentiat diferente statistic semnificative intre lotul Martor si toate
loturile, fara exceptii, datele sunt prezentate pe Tabelul 6.10.

Evaluarea comparativda a datelor pentru IL-6, pg/ml din loturile cercetate a aratat
semnificatie statistica (Friedman chi-square = 90,578, df = 8, p-value = 3.55e-16) ceea ce permite

de a considera ipoteza alternativa (cel putin doua loturi din cele studiate difera dupa IL-6, pg/ml).
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Tabelul 6.10. Analiza post- hoc. Valorile p ajustate prin metoda Benjamini Hochberg

pentru evaluarea comparativa a valorilor TNF-o, pg/ml intre loturile cercetate

Loturile C1 C1+N1 | C1+N2 C2 C2+N1 | C2+N2 | Martor N1
C1+N1 | 0,0035 - - - - - - -
C1+N2 | 0,0035 | 0,0035 - - - - - -
Cc2 0,0035 | 0,9697 | 0,0014 - - - - -
C2+N1 | 0,0035 | 0,0014 | 0,0410 0,0014 - - - -
C2+N2 | 0,0014 | 0,0014 | 0,7544 0,0035 0,5124 - - -
Martor | 0,0035 | 0,0035 | 0,0014 0,0014 0,0014 0,0014 - -
N1 0,0035 0,0014 0,0384 0,0014 0,0051 0,2269 0,0035 -
N2 0,0035 0,0035 0,0014 0,0014 0,2626 0,0144 0,0035 0,5649

Nota: N1 — extract de S. platensis (ES); N2 — extract carotenoid cu continut de mixoxantofild; C1

— compusul chimic C1gH21BrCuN4S; C2 — compusul chimic C17H19CuNsOsS; C1+N1 compusul

chimic C19H2:BrCuN4S + extract de S. platensis, C2+N2 compus chimic + extract carotenoidicu

continut de mixoxantofila

Marimea efectului medicatiei a fost estimata ca una crescuta (Kendall W = 0,944). Analiza

post-hoc nu a evidentiat diferente statistic semnificative intre lotul Martor, pe o parte, si lotul

CI1+N1 (p = 0,6221), pe de alta parte, alte loturi de cercetare fiind statistic semnificative, datele

obtinute sunt prezentate pe Tabelul 6.11.

Tabelul 6.11. Analiza post-hoc. Valorile p ajustate prin metoda Benjamini Hochberg

pentru evaluarea comparativa a valorilor IL-6, pg/ml intre loturile cercetate

Loturile C1 C1+N1 | C1+N2 C2 C2+N1 | C2+N2 | Martor N1
C1+N1 | 0,0031 - - - - - - -
C1+N2 | 0,0008 | 0,0008 - - - - - -
Cc2 0,0008 | 0,0751 | 0,0031 - - - - -
C2+N1 | 0,0031 | 0,0008 | 0,0015 0,0008 - - - -
C2+N2 | 0,0008 | 0,0008 | 0,0031 0,0008 0,0077 - - -
Martor | 0,0008 | 0,6221 | 0,0008 0,0031 0,0008 0,0008 - -
N1 0,0008 | 0,0008 | 0,0008 0,0008 0,0031 0,1557 0,0008 -
N2 0,0008 | 0,0008 | 0,0008 0,0008 0,0039 0,0131 0,0008 0,0077

Nota: N1 — extract de S. platensis (ES); N2 — extract carotenoid cu continut de mixoxantofila; C1

— compusul chimic C19H21BrCuN4S; C2 — compusul chimic C17H19CuNsO3S; C1+N1 compusul

211




chimic C19H2:BrCuN4S + extract de S. platensis, C2+N2 compus chimic + extract carotenoidicu
continut de mixoxantofila

Evaluarea comparativd a datelor pentru IL-10, pg/ml din loturile cercetate a aratat
semnificatie statistica (Friedman chi-square = 94,711, df = 8, p-value = 2,2e-16) ceea ce permite
de a considera ipoteza alternativa (cel putin doua loturi din cele studiate difera dupa IL-10, pg/ml).
Mairimea efectului medicatiei a fost estimata ca una crescuta (Kendall W = 0,987). Analiza post-
hoc a evidentiat diferente statistic semnificative intre lotul Martor, pe de o parte, si loturile de
cercetare, pe de alta parte, in toate loturile, cu exceptia lotului C1 (p = 0,05443), datele prezentate
pe Tabelul 6.12.

Tabelul 6.12. Analiza post-hoc. Valorile p ajustate prin metoda Benjamini Hochberg

pentru evaluarea comparativa a valorilor IL-10, pg/ml intre loturile cercetate

Loturile C1 C1+N1 | C1+N2 C2 C2+N1 | C2+N2 | Martor N1
C1+N1 | 0,00073 - - - - - - -
C1+N2 | 0,00073 | 0,00073 - - - - - -

C2 0,00344 | 0,00073 | 0,00275 - - - - -
C2+N1 | 0,00073 | 0,00275 | 0,00073 | 0,00073 - - - -
C2+N2 | 0,00073 | 0,00073 | 0,00073 | 0,00275 | 0,00073 - - -
Martor | 0,05443 | 0,00073 | 0,00073 | 0,00275 | 0,00073 | 0,00073 - -

N1 0,00275 | 0,00275 | 0,00073 | 0,00073 | 0,00275 | 0,00073 | 0,00073 -

N2 0,00073 | 0,00073 | 0,00275 | 0,00275 | 0,00073 | 0,02120 | 0,00073 | 0,00073

Nota: N1 — extract de S. platensis (ES); N2 — extract carotenoid cu continut de mixoxantofild; C1
— compusul chimic C1gH21BrCuN4S; C2 — compusul chimic C17H19CuNsOsS; C1+N1 compusul
chimic C19H2:BrCuN4S + extract de S. platensis, C2+N2 compus chimic + extract carotenoidicu

continut de mixoxantofila

Pentru a evalua influenta extractului de S. platensis (ES), extractului carotenoidicu continut
de mixoxantofila si compusii chimici C1 (C19H21BrCuN4S) si C2 (C17H19CuNsO3S), precum si
combinarea acestora asupra markerilor stresului oxidativ, sistemului antioxidant si pattern-ului
inflamator, a fost utilizata analiza heatmap. Aceasta metoda a permis reprezentarea grafica a
datelor obtinute in care valorile au fost redate cromatic, astfel facilitind prezentarea simplificatd a

datelor complexe si, in final, intelegerea acestora dintr-o sigura privire.
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Tabelul 6.13. Heatmap pentru sinteza evaluarii comparative a parametrilor cercetati cu

lotul martor pentru compusi si combinatiile acestora

Catalaza,
uM/L

0,05948
Martor, G- | [ P
S-T, nM/s.L 0,8501
0,09599

Martor, IL-
6, pg/ml
Martor, IL-
10, pg/ml
diferenta statistic semnificativa, valoarea din lotul martor fiind mai mica
diferenta statistic semnificativa, valoarea din lotul martor fiind mai mare

diferenta statistic nesemnificativa

Nota: N1 — extract de S. platensis (ES); N2 — extractul carotenoidic cu continut de mixoxantofila;
Cl - compusul chimic Ci9H2:BrCuN4S; C2 - compusul chimic Ci7H19CuNsO3S; DAM —

0,05443

dialdehida malonica, PPOA — produse proteice de oxidare avansata, SOD — superoxid dismutaza,
AAT — activitatea antioxidanta totala, GST — glutation S-transferaza, GPO — glutation peroxidaza,
GR — glutation reductaza, IL — interleukina, TNF — factorul de necroza tumorala

6.4. Analiza corelationala in cadrul loturilor cercetate
In cadrul loturilor cercetate a fost utilizat coeficientul de corelatie al ordinului (testul p

Spearman) pentru a putea observa dacd existd sau nu o corelatie intre parametrii inclusi in
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cercetare. Astfel, in baza efectudrii acestei analize s-a demonstrat ca unii parametri au corelat

pozitiv, iar intre alti parametri nu s-a determinat nici o corelatie.

Analiza corelationala in lotul Martor

oA 0.29 -0.61 0.48
% PPOA 0.52 0.36
@@ sop  -0.69 -0.72

D IR o 0.52 0.41

Y 0.32 0.68 0.46
S N o g
ST T T o

i | pe o 0.47
NSt

Fig. 6.13. Analiza corelationali in lotul Martor
Nota: DAM-DAM,uM/L; PPOA-PPOA,uM/L; SOD-SOD,u/c; Catalaza—CatalazauM/s.L;
AATABTS-AATcuABTS,uM/L; G-S-T-G-S-T,nM/s.; GPO-GPO,nM/s.L; GR-GR,nM/s.L; IL-1-
IL-1,pg/ml; TNF-TNF,pg/ml; IL-6-1L-6,pg/ml; 1L-10-IL-10,pg/ml.

Analiza corelationald (testul p Spearman) in lotul Martor pentru variabilele cercetate a
evidentiat urmatoarele rezultate.Valoarea absolutd maximala a coeficientului a fost determinata
intre SOD si G-S-T (-0,72), ceea ce demonstreaza o asociere negativa intre acesti parametri.
Aceasta valoare a fost urmata de asocierea Intre SOD si valoarea catalazei (-0,69), TNF si
AATABTS (0,68), catalaza si DAM (-0,61), DAM si PPOA (-0,57), G-S_T si GPO (0,53), PPOA
si GR 0,52), Catalaza si G-S-T (0,52), TNF si IL-6 (0,51), ceilalti coeficienti fiind mai mici de 0,5,

totalitatea indicatorilor avand si baza logica, in afard de legaturd matematica (Figura 6.13).
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Analiza corelationala in lotul C1
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Fig. 6.14. Analiza corelationala in lotul de studiu C1
Nota: DAM-DAM,uM/L; PPOA-PPOA,uM/L; SOD-SOD,u/c; Catalaza—CatalazapM/s.L;
AATABTS-AATcuABTS,uM/L; G-S-T-G-S-T,nM/s.; GPO-GPO,nM/s.L; GR-GR,nM/s.L; IL-1-
IL-1,pg/ml; TNF-TNF,pg/ml; IL-6-1L-6,pg/ml; IL-10-I1L-10,pg/ml

Analiza corelationala (testul p Spearman) in lotul de studiu C1 pentru variabilele cercetate
a evidentiat urmatoarele rezultate.Valoarea absolutd maximala a coeficientului a fost determinata
intre SOD si IL-10 (0,57), ceea ce demonstreaza o asociere pozitiva intre acesti parametri. Aceasta
valoare a fost urmatd de asocierea intre G-S-T si IL-1 (0,56), SOD si valoarea PPOA (-0,55),
AATABTS si valoarea PPOA (-0,55), TNF si AATABTS (0,52), ceilalti coeficienti fiind mai mici

de 0,5, totalitatea indicatorilor avand si baza logica, in afara de legatura matematica (Figura 6.14).
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Analiza corelationala in lotul C2
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Fig. 6.15. Analiza corelationali in lotul de studiu C 2
Nota: DAM-DAM,uM/L; PPOA-PPOA,uM/L; SOD-SOD,u/c; Catalaza—CatalazauM/s.L;
AATABTS-AATcuABTS,uM/L; G-S-T-G-S-T,nM/s.; GPO-GPO,nM/s.L; GR-GR,nM/s.L; IL-1-
IL-1,pg/ml; TNF-TNF,pg/ml; IL-6-1L-6,pg/ml; IL-10-1L-10,pg/ml

Analiza corelationala (testul p Spearman) in lotul de studiu C2 pentru variabilele cercetate
a evidentiat urmatoarele rezultate.Valoarea absolutd maximala a coeficientului a fost determinata
intre SOD si catalaza (-0,68), ceea ce demonstreaza o asociere negativa intre acesti parametri.
Aceastd valoare a fost urmata de asocierea intre DAM si PPOA (-0,62), SOD si G-S-T (-0,61),
TNF si IL-6 (0,61), GR si IL-6 (0,57), SOD si valoarea DAM (0,56), AATABTS si IL-6 (-0,5),
ceilalti coeficienti fiind mai mici de 0,5, totalitatea indicatorilor avand si baza logica, in afara de

legatura matematica (Figura 6.15).
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Analiza corelationala in lotul N1
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Fig. 6.16. Analiza corelationala in lotul de studiu N1
Nota: DAM-DAM,uM/L; PPOA-PPOA,uM/L; SOD-SOD,u/c; Catalaza—CatalazauM/s.L;
AATABTS-AATcuABTS,uM/L; G-S-T-G-S-T,nM/s.; GPO-GPO,nM/s.L; GR-GR,nM/s.L; IL-1-
IL-1,pg/ml; TNF-TNF,pg/ml; IL-6-1L-6,pg/ml; IL-10-I1L-10,pg/ml

0.45

Analiza corelationala (testul p Spearman) in lotul de studiu N1 pentru variabilele cercetate
a evidentiat urmatoarele rezultate. Valoarea absoluta maximala a coeficientului a fost determinata
intre SOD si IL-10 (0,73), ceea ce demonstreaza o asociere pozitiva intre acesti parametri. Aceasta
valoare a fost urmata de asocierea intre DAM si PPOA (-0,71), GPO si G-S-T (0,62), AATABTS
si IL-6 (-0,62), catalaza si valoarea DAM (-0,55), IL-1 si IL-10 (-0,5), ceilalti coeficienti fiind mai
mici de 0,5, totalitatea indicatorilor avand si baza logica, in afard de legatura matematica (Figura
6.16).
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Analiza corelationala in lotul N2
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Fig. 6.17. Analiza corelationala in lotul de studiu N2
Nota: DAM-DAM,uM/L; PPOA-PPOA,uM/L; SOD-SOD,u/c; Catalaza—CatalazauM/s.L;
AATABTS-AATcuABTS,uM/L; G-S-T-G-S-T,nM/s.; GPO-GPO,nM/s.L; GR-GR,nM/s.L; IL-1-
IL-1,pg/ml; TNF-TNF,pg/ml; IL-6-1L-6,pg/ml; IL-10-1L-10,pg/ml

Analiza corelationala (testul p Spearman) in lotul de studiu N2 pentru variabilele cercetate
a evidentiat urmdtoarele rezultate.Valoarea absolutd maximala a coeficientului a fost determinata
intre SOD si G-S-T (-0,76), ceea ce demonstreaza o asociere negativa intre acesti parametri.
Aceasta valoare a fost urmata de asocierea intre TNF si PPOA (0,65), catalaza si GR (0,6), SOD
si IL-1 (-0,59), GPO si IL-1 (0,57), valoarea catalazei si PPOA (0,55), valorile SOD si catalaza
precum si GR si IL-10 fiind asociate la fel (-0,54), ceilalti coeficienti fiind mai mici de 0,5,

totalitatea indicatorilor avand si baza logica, in afard de legatura matematica (Figura 6.17).
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Analiza corelationala in lotul C1+N1
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Fig. 6.18. Analiza corelationali in lotul de studiu C1+N1
Nota: DAM-DAM,uM/L; PPOA-PPOA,uM/L; SOD-SOD,u/c; Catalaza—CatalazauM/s.L;
AATABTS-AATcuABTS,uM/L; G-S-T-G-S-T,nM/s.; GPO-GPO,nM/s.L; GR-GR,nM/s.L; IL-1-
IL-1,pg/ml; TNF-TNF,pg/ml; IL-6-1L-6,pg/ml; IL-10-1L-10,pg/ml

Analiza corelationald (testul p Spearman) in lotul de studiu C1+N1 pentru variabilele
cercetate a evidentiat urmatoarele rezultate.Valoarea absolutd maximald a coeficientului a fost
determinata intre DAM/GPO si GPO-GR (-0,59), ceea ce demonstreaza o asociere negativa intre
parametrii in ambele cazuri. Aceste valori au fost urmate de asocierea intre TNF si AATABTS
(0,58), SOD si IL-10 (0,57), GPO si IL-10 (0,55), GR-PPOA si GR-IL-6 (0,54), GR si PPOA (-
0,53), PPOA si IL-1 (0,51), ceilalti coeficienti fiind mai mici de 0,5, totalitatea indicatorilor avand

si baza logica, in afard de legdturd matematicd (Figura 6.18).
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Analiza corelationala in lotul C1+N2
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Fig. 6.19. Analiza corelationala in lotul de studiu C1+N2
Nota: DAM-DAM,uM/L; PPOA-PPOA,uM/L; SOD-SOD,u/c; Catalaza—CatalazauM/s.L;
AATABTS-AATcuABTS,uM/L; G-S-T-G-S-T,nM/s.; GPO-GPO,nM/s.L; GR-GR,nM/s.L; IL-1-
IL-1,pg/ml; TNF-TNF,pg/ml; IL-6-1L-6,pg/ml; IL-10-1L-10,pg/ml

Analiza corelationald (testul p Spearman) in lotul de studiu C1+N2 pentru variabilele
cercetate a evidentiat urmatoarele rezultate.Valoarea absolutd maximald a coeficientului a fost
determinata intre SOD si G-S-T (-0,67), ceea ce demonstreaza o asociere negativa intre parametrii
prezentati. Aceaste valori au fost urmate de asocierea intre GPO si IL-10 (0,62), DAM si IL-6
(0,57), GPO si IL-6 (-0,53), valoarea catalazei cu AATABTS si valoarea catalazei cu IL-6 (-0,52),
GPO si catalaza (0,51), ceilalti coeficienti fiind mai mici de 0,5, totalitatea indicatorilor avand si

baza logica, in afara de legatura matematica (Figura 6.19).
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Analiza corelationala in lotul C2+N1

DAM -0.58 0.40
PPOA 0.37 0.36

R

o

%@@ cadaz 043 0.48 0.70 029 035
@@@ AATABTS 0.49 0.63

TN N T« oee 0.43
OIS O oSy ™ 042

Sl oyeRs.

Fig. 6.20. Analiza corelationala in lotul de studiu C2+N1
Nota: DAM-DAM,uM/L; PPOA-PPOA,uM/L; SOD-SOD,u/c; Catalaza—CatalazauM/s.L;
AATABTS-AATcuABTS,uM/L; G-S-T-G-S-T,nM/s.; GPO-GPO,nM/s.L; GR-GR,nM/s.L; IL-1-
IL-1,pg/ml; TNF-TNF,pg/ml; IL-6-1L-6,pg/ml; IL-10-1L-10,pg/ml

Analiza corelationald (testul p Spearman) in lotul de studiu C2+N1 pentru variabilele
cercetate a evidentiat urmdtoarele rezultate.Valoarea absolutd maximald a coeficientului a fost
determinata intre GPO si G-S-T (0,77), ceea ce demonstreaza o asociere pozitiva intre parametrii
prezentati. Aceste valori au fost urmate de asocierea intre catalaza si GR (0,70), GR si IL-1 (0,69),
IL-6 si AATABTS (0,63), DAM si GST (-0,58), DAM si valoarea catalazei (-0,5), ceilalti
coeficienti fiind mai mici de 0,5, totalitatea indicatorilor avand si baza logica, in afara de legatura

matematica (Figura 6.20).
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Nota: DAM-DAM,uM/L;

6.21. Analiza corelationali in lotul de studiu C2+N2

IL-1,pg/ml; TNF-TNF,pg/ml: IL-6-1L-6,pg/ml; IL-10-1L-10,pg/ml

Analiza corelationald (testul p Spearman) in lotul de studiu C2+N2 pentru variabilele
cercetate a evidentiat urmatoarele rezultate.Valoarea absolutd maximald a coeficientului a fost
determinata intre catalaza si GR (0,88), ceea ce demonstreaza o asociere pozitiva intre parametrii
prezentati. Aceste valori au fost urmate de asocierea intre IL-1 si AATABTS (-0,72), TNF si IL-
10 (-0,62), DAM si IL-6 (0,61), catalaza si G-S-T (0,58), G-S-T si GPO (0,54), PPOA si catalaza
precum si SOD si IL-10 avand asociatie pozitiva (0,52 in ambele cazuri), catalaza st GPO (0,51),

ceilalti coeficienti fiind mai mici de 0,5, totalitatea indicatorilor avand si baza logicd, in afard de

legatura matematica (Figura 6.21).
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6.5. Concluzii la capitolul 6

Evaluarea rezultatelor obtinute prin studiul comparativ al loturilor si efectuarea testelor

post-hoc au permis formularea concluziilor ce tin de efectele asupra parametrilor fiziologici in

vitro ai compusilor cercetati dupa cum urmeaza:

1.

Compusul bromo{N-ciclohexil-N'-[fenil(piridin-2-il)metiliden]carbamohidrazono-tioat}cupru
(C1) prezinta efecte negative prin cresterea DAM, uM/L (p = 0,0031), PPOA, uM/L (p =
0,0018), reducerea potentialului antioxidant (SOD, u/c (0,00121), catalazei, uM/L (p = 0,0027),
G-S-T, nM/s.L (p =0,0236), GPO, nM/s.L (p =0,00814), GR, nM/s.L (p = 0,00063)), cresterea
raspunsului proinflamator (IL-1f, pg/ml (p = 0.0045), TNF-a, pg/ml (p = 0,0035), IL-6, pg/ml
(p = 0.008)).

. Compusul nitrato{N-tert-butil-N'-[fenil(piridin-2-il)metiliden]carbamohidrazono-tioat}cupru

(C2) prezintd efecte negative prin cresterea DAM, uM/L (p = 0,0054), PPOA, uM/L (p =
0,0018) si, totodata, efecte pozitive prin cresterea potentialului antioxidant (catalaza, uM/L (p
= 0,0041), AAT cu ABTS, uM/L (p = 0,00093), GR, nM/s.L (p = 0,00266)), reducerea
potentialului antiinflamator (IL-1p, pg/ml (p = 0,0058), TNF-a, pg/ml (p = 0,0014), IL-6, pg/ml
(p =0,0031)) si cresterea potentialului antiinflamator (IL-10, pg/ml (p = 0,00275)).

Extractul de S. platensis (N1) prezinta, incontestabil, efecte pozitive prin reducerea DAM,
uM/L (p = 0,0031), PPOA, uM/L (p = 0,0057), cresterea potentialului antioxidant (SOD, u/c
(p = 0,00063), catalazei, uM/L (p = 0,0010), AAT cu ABTS, uM/L (p = 0,00093), G-S-T,
nM/s.L (p = 0,0045), GPO, nM/s.L (p = 0,00324), GR, nM/s.L (p = 0,00063)), reducerea
potentialului antiinflamator (IL-1p, pg/ml (p = 0,0045), TNF-a, pg/ml (p =0,0035), IL-6, pg/ml
(p = 0,0008)) si cresterea potentialului antiinflamator (IL-10, pg/ml (p = 0,00073)).

Extractul carotenoid cu continut de mixoxantofila (N2) a demonstrat efecte similare cu extractul
de S. platensis (N1), cu exceptia modificarilor nesemnificative pentru PPOA, uM/L (p =
0,0615), avand efecte pozitive prin reducerea DAM, uM/L (p = 0,003 1), cresterea potentialului
antioxidant (SOD, u/c (p = 0,00275), catalazei, uM/L (p = 0,0027), AAT cu ABTS, uM/L (p =
0,00093), G-S-T, nM/s.L (p = 0,0045), GPO, nM/s.L (p = 0,00076), GR, nM/s.L (p = 0,00063)),
reducere potentialului antiinflamator (IL-1pB, pg/ml (p = 0,0045), TNF-a, pg/ml (p = 0,0035),
IL-6, pg/ml (p = 0,0008)) si cresterea potentialului antiinflamator (IL-10, pg/ml (p = 0,00073)).
Efectele pozitive ale combinatiilor, mai ales asupra sistemului antiinflamator si a sistemului
DAM — PPOA, sunt determinate de extractul de S. platensis (N1) si de extractul carotenoid cu
continut de mixoxantofila, caracteristici optimale Inregistrand combinatia nitrato {N-tert-butil-
N'-[fenil(piridin-2-il)metiliden]carbamohidrazono-tioat}cupru (C2) + extractul carotenoidic cu

continut de mixoxantofila. Pe de alta parte, efectul asteptat de potentare nu a fost constatat.
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Acest fapt poate fi evidentiat prin analiza evolutiei indicatorilor studiati in lotul cu extract
carotenoid cu continut de mixoxantofila (N2) si in lotul cu compusul bromo{N-ciclohexil-N'-
[fenil(piridin-2-il)metiliden]carbamohidrazono-tioat}cupru (Cl) + extract carotenoid cu
continut de mixoxantofila (N2) (complet din punct de vedere al efectelor asteptate).

. Reiesind din rezultatele cercetarii din cadrul acestui studiu, extractul de S. platensis (N1) si
extractul carotenoid cu continut de mixoxantofild, avand caracteristici optimale privind efectele
asupra sistemelor cercetate, prezintd un potential efect antifungic fapt ce argumenteaza
necesitatea continuarii cercetarilor in vivo in vederea confirmarii acestor date.

Rezultatele obtinute oferd noi perspective de cercetare a actiunii compusilor studiati in diverse
afectiuni caracterizate prin perturbarea functiilor sistemului de protectie antioxidanta si impun
confirmarea acestora in vivo fara de care nu pot fi formulate concluziile defintive privind efectul

cantitativ al compusilor studiati, ceea ce prezinta una dintre limitarile cercetarii efectuate.
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CONCLUZII GENERALE

1. Candida albicans a fost cel mai frecvent agent fungic izolat din biosubstraturile umane in cadrul
acestui studiu (61,5%), iar dintre speciile de Candida non-albicans (NAC), ccare au constituit o
parte substantiala din tulpinile clinice izolate (38,5%), a prevalat Candida glabrata (56,8%,)
urmata de Candida krusei (31,8%), Candida parapsilosis (5,3%) si Candida tropicalis (2,4%).
Repartizarea speciilor de Candida in functie de specimenele biologice este neuniforma. Astfel, unele
specii au fost recuperate din toate specimenele clinice (C. albicans si C. glabrata), in timp ce altele
doar in unele (ex., C. dublinensis, C.norvegensis in prelevatele din céile respiratorii). Distributia
speciilor de Candida non-albicans in raport cu proba clinica nu a variat semnificativ, acestea
prevaland in probele de urind (20,8%), urmate de cele de sputd/aspirat bronsic (14,7%).
Imbucurator este faptul ca izolatele clinic nu atesta indici majorati de rezistenta la preparatele
antifungice.

2. Rezultatele cercetarilor factorilor de patogenitate ai tulpinilor de levuri nu a aratat diferente
evidente a expresiei acestora in functie de biosubstrat si de specia testatd. Totodata, s-a atestat
0 exprimare putin mai inaltd a enzimelor la C. albicans, comparativ cu Candida non-albicans, ceea
ce permite supravietuirea si implicarea acestor specii in invazie, evitarea raspunsului imun al
gazdei si dezvoltarea formelor mai severe de IF1, drept consecinta persistenta si dificultati de eradicare
a infectiei. La speciile de Candida non-albicans s-au observat unele diferente in gradul de
expresie a factorilor de patogenitate. Astfel, C. tropicalis a prezentat cel mai frecvent activitate
esterazica, C. glabrata si C. krusei — activitate hemolizinica si capacitate de inactivare a
activitatii lizozimului.

3. Activitate antifungicad inalta fatd de fungii levuriformi cercetati au prezentat cinci compusi
chimici noi ai cuprului cu tiosemicarbazone, cu aldehide si cu cetone. Acesti compusi prezinta
interes in calitate de potentiali candidati pentru devoltarea de preparate antifungice cu efecte
directionate asupra fungilor levuriformi. Preparatele carotenoide cu continut de mixoxantofila
au prezentat activitate antifungica mai pronuntata, comparabila cu cea a celor cinci compusi
chimici enumerati mai sus. Intrucat susceptibilitatea tulpinilor de referinta s-a dovedit a fi
apropiatd de cea a tulpinilor clinice, rezultatele obtinute in cadrul testelor primare pe culturi de
referinta, prin care se studiaza compusii chimici tiosemicarbazonati cu continut de cupru, pot fi
extrapolate, cu un nivel foarte inalt de probabilitate, si asupra tulpinilor clinice.

4. Activitatea antifungica a combinatiilor dintre compusii chimici si cei biologici se bazeaza pe
interactiunea preponderent sinergica dintre acestea, dovedita prin aplicarea modelului indicelui

de concentractie al inhibitiei factoriale. Compusii chimici si biologici aplicati fiecare in parte,
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cat si combinatie, au avut efecte performante de inhibare a factorilor de patogenitate manifestati
de speciile C. albicans si C. tropicalis, provocand diminuarea semnificativa a activitatii
exoenzimelor de patogenitate, blocand capacitatea de formare a biofilmelor, inhiband total ori
partial activitatea antilizozim si anticomplementard a fungilor patogeni. Combinatiile dintre
preparatele biologice si compusii chimici sunt mai eficiente in raport cu factorii de patogenitate
decat compusii aplicati individual. Efectele sinergice, generate intre principiile active
constituente, au determinat cresterea capacitatii de inhibare a dezvoltarii agentilor fungici.

. Nanoparticulele de argint stabilizate cu derivati naturali, precum pululanul si derivatii
celulozici, au demonstrat actiune inhibitorie atat asupra tulpinilor de referinta, cat si asupra
fungilor izolati din biosubstraturile clinice. Activitatea antifungica s-a dovedit a fi relativ
uniforma impotriva tuturor tulpinilor testate la un nivel relativ de concentratii apropiate.
Sistemele pe baza de derivati naturali de noua generatie au ca scop depasirea inconvenientelor
anterioare legate de Incorporarea si toxicitatea AgNPs, iar activitatea antifungicd inaltd a
AgNPs in vitro, demonstrata in prezentul studiu, necesita investigatii suplimentare in vivo,
precum standardizarea si stabilizarea, si cercetdri toxicologice corespunzatoare pentru a le face
aplicabile ca preparate antifungice.

. Efectele pozitive in cadrul combinatiilor, mai ales asupra sistemului antiinflamator si a
sistemului DAM — PPOA, sunt determinate de extractele N1 si N2, caracteristici optimale avand
combinatia C2+N2. Pe de alta parte, efectul asteptat de potentare a fost slab exprimat. Acest
fapt poate fi observat prin analiza evolutiei indicatorilor studiati in lotul N2 si lotul C2+N2
(complet din punct de vedere al efectelor asteptate). Conform rezultatelor cercetarilor efectuate
in acest studiu, compusii N1 si N2 prezintd caracteristici optimale privind efectele asupra
sistemelor cercetate, potential efect antifungic, ceea ce argumenteaza necesitatea continuarii
cercetarilor in vivo in vederea confirmarii acestor date. Fara aceste cercetari nu se pot trage
concluzii defintive privind efectul cantitativ al compusilor studiati, ceea ce constiue una dintre
limitarile cercetarii efectuate.

Totodata, rezultatele obtinute oferd noi perspective de cercetare a actiunii compusilor studiati
in diverse afectiuni caracterizate prin perturbarea functiilor sistemului de protectie antioxidanta.
. In raport cu obiectivul privind evaluarea modificarilor unor parametri biochimici ai izolatelor
fungice sub influenta compusilor monocomponenti si In combinatie se poate mentiona ca
extractele de spirulina nu au efect toxic direct asupra microorganismelor studiate, iar compusii
chimici studiati si aplicati in concentratii minim inhibitorii produc efecte toxice pronuntate
asupra izolatelor fungice analizate. Actiunea combinatd a compusilor asupra parametrilor

investigati demonstreaza eficacitatea lor in calitate de potentiali agenti antifungici, in conditiile
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in care concentratiile compusilor chimici sunt de 2-4 ori mai mici comparativ cu cele aplicate
in cazul utilizarii lor separate. Compusii chimici i cei naturali actioneaza sinergist, prin
mecanisme neevidentiate in cadrul acestui studiu, dar care le oferad perspective mari in calitate
de agenti antifungice cu grad redus de toxicitate si potential scazut de formare a rezistentei.

. In contextul influentei compusilor biologic activi asupra parametrilor fiziologici in vitro se
atesta efecte pozitive ale acestora asupra tuturor parametrilor studiati, manifestate prin
micsorarea valorii indicilor stresului oxidativ, sistemului proinflamator si cresterea
potentialului antioxidant si antiinflamator, in timp ce compusii chimici au prezentat efecte
negative, determinand valori crescute pentru indicii stresului oxidativ si componentele
sistemului proinflamator, favorizand sistemele antoxidant si antiinflamator. In cazul compusilor
combinati s-au observant efecte pozitive, in special asupra sistemului antiinflamator si a

indicilor stresului oxidativ.
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RECOMANDARI PRACTICE

Pe baza rezultatelor obtinute in cadrul acestui studiu au fost elaborate unele recomandari pentru
aplicare in practica:
1. Creareaunui sistem national de supraveghere si control a infectiilor fungice si consolidarea
capacitatilor de diagnostic de laborator in domeniul micologiei medicale.
2. Implementarea in practica laboratoarelor medicale a testelor rapide de identificare cu
specificificitate, sensibilitate inalta de evidentiere a expresiei factorilor de patogenitate ai
3. Elaborarea ghidurilor, procedurilor, protocoalelor clinice nationale si organizarea instruirii
specialistilor implicati In supravegherea si controlul infectiilor fungice.
4. Propunerea spre utilizare a tehnologilor de combinare a preparatelor biologice, compusilor
chimici si a nanoparticulelor de Ag stabilizate cu derivati naturali in vederea elaborarii a

medicamentelor policomponente eficiente in terapia infectiilor fungice.

Directii si sugestii de cercetare de perspectivi

Rezultatele studiului realizat pot fi utilizate pentru continuarea cercetarilor directionate
spre dezvoltarea unor metodologii de diagnostic rapid al infectiilor fungice, al preparatelor
farmaceutice originale eficiente asupra fungilor filamentosi in calitate de terapii alternative cu

toxicitate redusa asupra organismului uman.
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ANEXE



Anexa 1. Designul si compozitiachimici a compusilor sintetici luati in studiu

M R! R? X A

Codul
preparatului

Compozitia
chimica

Denumirea chimica

A. Compusii coordinativi ai metalelor 3d cu tiosemicarbazone, aldehidelor si cetonelor

I. Compusii coordinativi ai cuprului si nichelului cu tiosemicarbazone N(4)substituite cu formula generala

R2
Rl
\ N,
NH~</ N
S— l/\/l =
X
g
cu cr ) CoaHLCICUNGS CIoro_—[N—m_cIohgmI—2—(p_|r|d|n_—2—|l—
A 1(L1) metiliden)hidrazincarbotioamido]cupru
A2 | cu H CH.COO" ) C1sH20CUN4O2S | Acetato-[N-ciclohexil-2-(piridin-2-il-
S : metiliden)hidrazincarbotio-amido]cupru
Nitrato{N-ciclohexil-N'-[(piridin-2-
Al(L @ NOs : HiCuN e . .
(13) cu O C1sH1rCUNSO:S il)metiliden]carbamohidrazonotioato}cupru
Bromo{N-ciclohexil-N'-[(1-(piridin-2-
A-1(L4) cu Br CaabheBrCuN.S il)etiliden]carbamohidrazonotio-ato}cupru
CH;s
. Acetato{N-ciclohexil-N'-[(1-(piridin-2-
A-1(L3) CHSCOO0 ) CashlzCUNLO2S il)etiliden]carbam-ohidrazonotio-ato}cupru
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Nitrato{N-ciclohexil-N'-[(1-(piridin-2-

A 1(16) | Cu O CHs NOs - C14H19CuNsO3S il)etiliden]carbamohidrazonotio-ato}cupru
A.1(17) | Cu @ Br ) CroHaBICUN.S ﬁ)r;?t?ﬁ:e_ﬁi]iﬁmtEi;[rgezrg:]?itﬂgczﬁpru
A.1(18) | Cu H NOs ) C11H1sCUNOsS mg{ﬁfggr\:]ct:i\x:;tcl)lh::Ijrgz::)?:gaf}lIgupru
AT@Y | Cu H cr C | CuHeCIOINS | im0t cunre
A.1(110) | Cu H Br ) CuuHisBICUNGS irecingr\:]ézrrtn:;tcl)lh:\(Ijrgizlr:g:gaf}lIgupru
ALY | cu CHs CHICOO | - | CaHaCuNOsS | [ rone foatyeupre
A.1(112) | Cu c|;H3CH3 @ Br ) CarHisBrCUNaS :Elg)rr?]?t(i)l{izle-:g:ta;?ﬁ;:{g:;gzzgS())i-rtiidcjgt-}?c-upru
A 1(113) | Cu NOs’ i Ca7H19CUN5OsS :\ll)irtrzzf[(ijl{idNe-:g:;Z:)bu::rirl;ol\r:i-gfrzzic:Elrc))i—rtii?)i;-}zc-upru
Al | co T s | elecatsmonssionaiot-n
3
A1(L15) | cu cr -] CeHnTIoINS | ohcharomatioatioupy
A.1(116) | Cu | HC _~_ ~_ H NOs - C1sH19CUNs03S Nitrato{N-hexil-N"-[(piridin-2-il)-

metiliden]carbamohidrazonotioat}-cupru

265




1(1.17)

Cu

.1(1.18)

Cu

CHs

NOs

C14H2:CuNsO3S

Nitrato{N-hexil-N'-[1-(piridin-2-il)-
etiliden]carbamohidrazonotioat}cupru

NOs

C19H23CUN503S

Nitrato{N-hexil-N'-[fenil(piridin-2-il)-
metiliden]carbamohidrazonotioat}-cupru

. 1(1.19)

Cu

CH;COO

Ci15H22CuN40,S

Acetato{N-hexil-N'-[(piridin-2-il)-
metiliden]carbamohidrazonotioat}-cupru

.1 (1.20)

Cu

L 1(L.21)

Cu

1(1.22)

Cu

. 1(1.23)

Cu

1(1.29)

Cu

Cl

C16H15C|CUN4OQS

Cloro{N-[4-(etoxicarbonil)fenil]-N'-
[(piridin-2-il)metiliden]carbamo-
hidrazonotioato}cupru

Br

C16H15BrCuN4O,S

Bromo{N-[4-(etoxicarbonil)fenil]-N'-
[(piridin-2-il)metiliden]carbamo-
hidrazonotioato}cupru

NO3s

C16H15CuNsOsS

Nitrato{N-[4-(etoxicarbonil)fenil]-N'-
[(piridin-2-il)metiliden]carbamo-
hidrazonotioato}cupru

CHs:COO

C1sH1sCuN4O.4S

Acetato{N-[4-(etoxicarbonil)fenil]-N'-
[(piridin-2-il)metiliden]carbamo-
hidrazonotioato}cupru

.1(1.25)

Cu

CHs

Cl

C17H17C|CU N4O,S

Cloro{N-[4-(etoxycarbonil)fenil]-N'-[(1-
(piridin-2-il)etiliden]carbamo-
hidrazonotioato}cupru

Br

C17H17BrCuN40O,S

Bromo-{etil-4-[2-(1-piridin-2-il)etiliden-
hidrazinil]carbonotioil-amino-
benzoato}cupru




.1 (1.26)

Cu

CH;COO

C19H20CuN40O4S

Acetato-{etil-4-[2-(1-piridin-2-il)-etiliden-
hidrazinil]carbonotioil-amino-
benzoato}cupru

1(1.27)

Cu

.1(1.28)

Cu

Cl

C22H19C|CU N4OzS

Cloro{N-[4-(etoxicarbonil)fenil]-N'-
[fenil(piridin-2-il)metiliden]carba-
mohidrazonotioato}cupru

NO3s

szH19C|CU N4O,S

Nitrato{N-[4-(etoxicarbonil)fenil]-N'-
[fenil(piridin-2-il)metiliden]car-
bamohidrazonotioato}cupru

. 1(1.29)

Cu

. 1(1.30)

Ni

. 1(1.31)

Cu

. 1(1.32)

Cu

OCHs

NO3s

C21H20N504SCu

Nitrato-{N-(2-metoxifenil)-2-[fenil(piridin-
2-il)metiliden]-
hidrazincarbotioamido}cupru

Cl

C20H17CIOSN:Ni

Cloro-{N-(2-metoxifenil)-2-[fenil(piridin-
2-il)metiliden]-
hidrazincarbotioamido}nichel

Br

CooH17CuBrON4S

Bromo-{N-(2-metoxifenil)-2-[fenil(piridin-
2-il)metiliden]-idrazincarbotioamido}cupru

NO3s

C14H13 CuNsO4S

Nitrato--[ N-(2-metoxifenil)--2-(piridin-2-
ilmetiliden)-hidrazincarbotioamido]cupru

. 1(1.33)

Cu

. 1(1.34)

Cu

.

OCHj4

NO3

ClezoCUN504S

Nitrato-{N-(3-metoxifenil)-2-[fenil(piridin-
2-il)metiliden]-
hidrazincarbotioamido}cupru

CuH1s Cu N504S

Nitrato--[ N-(4-metoxifenil)--2-(piridin-2-
ilmetiliden)-hidrazincarbotioamido]cupru
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Cloro--[ N-(4-metoxifenil)--2-(piridin-2-

A-1(1.35) | Cu CHs cr ] CisHisCICUNAOS 1 4y ilien)hidrazin-carbotioamido]cupry
. Nitrato--[ N-(4-metoxifenil)--2-(piridin-2-
A-1(136) | Cu CHs NO: C1sH1sCUNsO.S iletiliden)hidrazin-carbotioamido]cupru
/ CooH17CuBroN,S | Bromo-{N-(3-metoxifenil)-2-[fenil(piridin-
A.1(1.37) Cu Br - 2-il)metiliden]-
OCHs — hidrazincarbotioamido}cupru
Nitrato-{N-(prop-2-en-1-il)-N'-[1-(piridin-
A.1(1.38) Cu \\ / CHs NOs - C11H13CuNsO3S 2-il)etiliden]carbamohidra-
zonotioato}cupru
Cloro-{N-(prop-2-en-1-il)-N'-[1-(piridin-2-
A1(139) | Cu \\J CH Cl CuH1:CICUN.S il)etiliden]carbamo-hidrazonotioato}cupru
) Bromo-{N-(prop-2-en-1-il)-N'-[1-(piridin-
A-1(140) | Cu \\J ChHs Br CuH1aBreuNaS 2-il)etiliden]-carbamo-hidrazontioato}cupru
\ .
NH j/\ 5\| —
S— /'V'~ NS = | clo,
O \ )7
Perclorat de {N-ciclohexil-N'-[(piridin-2-
A.1(1.41) Cu @ H - - C13H19CICUN4OsS il)metiliden]carbamo-

hidrazonotioato}aquacupru
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A.1(1.42)

Cu

o)
/
C O—C,h

- - C15H17C|CUN407S

Perclorat de {N-[4-(etoxicarbonil)-fenil]-
N'-[(piridin-2-il)metiliden]-
carbamohidrazonotioato}aquacupru

A.1(1.43)

Cu

A. 1 (1.44)

Cu

CHj
CHs

- - C11H17C|CUN4053

Perclorat de {N-tert-butil-N'-[(piridin-2-
il)metiliden]-
carbamohidrazonotioat}aquacupru

CHj

- - C17H210|CUN405S

Perclorat de {N-tert-butil-N'-
[fenil(piridin-2-il)metiliden]carba-
mohidrazonotioat}-aquacupru

A. 1 (1.45)

Cu

A.1(1.46)

Cu

A. 1 (1.47)

Cu

C13H21C|CUN4055

Perclorat de {N-hexil-N'-[(piridin-2-
il)metiliden]carbamohidrazonotioat}cupr
u

H3C\/\/\/

CHs

- - C14H23C|CUN4058

Perclorat de {N-hexil-N'-[1-(piridin-2-
il)etiliden]carbamohidrazono-tioat}-
aquacupru

0

- - C19H25C|CUN405S

Perclorat de {N-hexil-N'-[fenil-(piridin-
2-il)metiliden]carbamo-hidrazonotioat}-
aquacupru

O,N
NO3 \

Cut\
% H \ | P
H,C=CH-CHzNH-C—N—-N=C

\
CH,
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Nitrat de catena-(p-nitrato-O,07)-{N-
) i i ) (prop-2-en-1-il)-2-[(piridin-2-il)-
A-1(L48) | Cu C1aH1CUN:06S etiliden]hidrazin-1-carbotioamid}-cupru(
)
R2
R! /N~ N
N\
NH S/C/U\— N
X
A
N Nitrato-{N-(prop-2-en-1-il)-N'-[1-
A.1(1.49) Cu \\ / CHs NOz \i‘ v C14H17CUN;QO3S (piridin-2-il)etiliden]-carbamohidra-
NH zonotioato}-(imidazol)cupru
o Nitrato-{N-(prop-2-en-1-il)-N'-[1-
/ . _ " o (piridin-2-il)etiliden]-carbamo-
A-1(LS0) | cu \\ CHs NOs EN% C18H2CUNGOsS hidrazonotioato}-(3,4-dimetil-
piridin)cupru

CHN—N=C—NH-CH,CHCH,

&
X N\’Cu/ PHs HQ40
0 H,O
0 \ \\o 2
0
\CU&N X
HsC S/ |

|
H,C=CH-CH5NH-C=N—-N=CH %
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Bis(pz-acetato-0)-bis{[N-prop-2-en-1-il-
A.1(1.51) Cu - - - - C24H36CuU2Ng0sS: N'-(piridin-2-ilmetiliden)carba-
mohidrazonotioato]cupru} tetrahidrat

I1. Compusii coordinativi ai sulfatului de cupru (11) cu metoxifeniltiosemicarbazone 2-benzoilpiridinei cu formula generala

H
Rl \ R2
N\H N\N
\\< / SO,
s—Cu =
g
2 \ y ,

CuoH3sCuOsS3N,S; | Sulfat de aqua-{N-(2-metoxifenil)-2-
- - [fenil(piridin-2-il)metiliden]-
hidrazincarbotioamido}cupru(ll)

A.11(252) | Cu
OCH,

Sulfat de aqua-{N-(4-metoxifenil)-2-
A. 11 (2.53) OCHj —@ CaoHssCUOsSsNLS | [fenil(piridin-2-il)metiliden]-

hidrazincarbotioamido}cupru(ll)

IIT Compusii coordinativi ai cuprului cu 4-alil-S-alilizotiosemicarbazona 2-formilpiridinei cu formula generala

RZ
\\ S\‘fN\N
—/ HN-/C/U =
1/ \
R \ y
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Dibromo{(prop-2-en-1-il)-N-(prop-2-en-

A. 111 (3.54) | Cu \\ / H Br - C13H16BroCuN4S 1-il)-N'-[(piridin-2-il)metili-
den]carbamohidrazonotioat}cupru

Dicloro{(prop-2-en-1-il)-N-(prop-2-en-

A. 111 (3.55) | Cu \\ / H Cl - C13H16CI2CuN4S 1-il)-N'-[(piridin-2-il)metili-
den]carbamohidrazonotioat}cupru

IV Compusii coordinativi ai cuprului (1) cu N(4)-ciclohexiltiosemicarbazona aldehidei salicilice cu formula generala

X O
\M/
1 7
RY /[L N=
HN~ HN
Cloro{2-{[2-(ciclohexilcarbamo-
A. 1V (4.56) | Cu Cl - C14H15CICUN;0OS tioil)hidraziniliden]metil}fenolato}-
cupru
Acetato{2-{[2-(ciclohexilcarbamo-
A. 1V (457) | Cu H CHsCOO - C16H21CUN3O3S tioil)hidraziniliden]metil}fenolato}-
cupru
Nitrato{2-{[2-(ciclohexilcarbamo-
A. 1V (458) | Cu NOz - C14H18CUN.O4S tioil)hidraziniliden]metil}fenolato}-
cupru

V Compusii coordinativi ai cuprului (11) cu 4-aliltiosemicarbazona aldehidelor 3,5-dibromosalicilice cu formula
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\N/
H,O | Br
VAR P
HN% |
_N
Nitrato-[2,4-dibromo-6-({2-[(prop-2-en-
A. V(559 | Cu \\ / - NOs - C11H12Br,CuN4OsS 1-il)carbamotioillhidrazi-
niliden}metil)fenolato]-aquacupru
G AP
T s
2-[(2-Hidroxifenil)metiliden]-N-[4-(3-
A.V (5.60) - - - - - C17H16NsOS; metil-5-sulfanil-4H-1,2,4-triazol-4-
il)fenil]hidrazin-1-carbotioamida
N\ / Nog
Br
Br
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Nitrat de [2,4-dibromo-6-({2-[(prop-2-
en-1-il)carbamotioil]-

AV (561) | Cu \\J ; ; ] CasHueBrCUNOS | o inilidendmetilyfenolato]-(1,10-
fenantrolin)cupru
O_O NOS_
—N N=—
NEw
S\ o
H,C CH, N
“NeH T SNH N SeH Br
H
Nitrat de [2,4-dibromo-6-({2-[(prop-2-
en-1-il)carbamotioil]hidrazini-
AV (562) | Cu \\_/ ; ; ] CaieBrCUNOS | - e ymetilyfenolato]-(2.2-

bipiridin)cupru

VI Compusii coordinativi ai unor metale 3d cu 4-alil-S-alchiltiosemicarbazone aldehidelor salicilice substituite cu formula generala

Br
X O Br
\
\/\HN'CQ
I =
SN
b2
A. IV (6.63) | Cu \\ / CHs cl - C1,H1,Br,CICuNs0s | Cloro —(2,4-dibromo-6-[({(metal-

sulfanil)[(prop-2-en-1-yl)amino]-
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metiliden}hidraziniliden)metil]feno-
lato)cupru

Acetato—(2,4-dibromo-6-[({(metal-
sulfanil)[(prop-2-en-1-yl)amino]-

A IV (6.64) | Cu \_/ CH. | CH,COO CaHusBrCUN:OsS | - ilidenhidraziniliden)metil]feno-
lato)cupru
CHg
/
S
H>C
HN /
Br 5°
/\N
H \ CH2
H3C
lodura de bis(2,4-dibromo-6-
A. VI (6.65) | Co - - - CatHaBriCoIND,S, | L(L(metilsulfanil(prop-2-en-1-

yl)amino]metiliden}hidraziniliden)metil]
fenolato)cobalt

VII Compusii coordinativi ai unor metale 3d cu 4-aliltiosemicarbazona 2,4-dihidroxiacetofenonei cu formula generala

i TA/Q
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{N'-[1-(4-hidroxi-2-oxidofenil)-etiliden]-
A.VII (7.66) | Cu -- - - C12H15CuN303S N-(prop-2-en-1-il)carbamo-
hidrazonotioato}-aquacupru
C1oH1sN303SZn {N'-[1-(4-hidroxi-2-oxidofenil)-etiliden]-
A.VII (7.67) | Zn - - N-(prop-2-en-1-il)carbamo-
hidrazonotioato}-aquazinc
T
/(j:C:N—NH-lcl—NH—CHZ-CH:CHZ
S
HO o\\F +,/ NO
e
/ \\OH OH
i
HzC:CH—CHz—NH—C—NH—N:ﬁZ‘t©/
CHj
A. VIl (7.68) Nitrat de bis-{5-hidroxi-2-(1-{2-[(prop-
Fe - - - Ca4H29FeN;07S; 2-en-1-il)carbamotioil]-
hidraziniliden}etill)fenolato}ier(I11)
H,O
OH
H20 % NOg
\Ni+
e \\o OH
S
Hzc:CH—CHZ—NH—c”—NH—Nzcl:©/
CHg
A. VIl (7.69) Nitrat de {5-hidroxi-2-(1-{2-[(prop-2-
en-1-il)carbamotioil]-hidrazin-
Ni - -

- C12H20N4NiOgS

iliden}etill)fenolato}-triaqua-nichel (1)
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H,0
H,0 cl

/Ni\o

OH
i
HZC:CH—CHZ—NH—C—NH—N:Cll

CHg
C1,H1sCINaNiO.S Cloro-{5-hidroxi-2-(1-{2-[(prop-2-en-1-
A.VII (7.70) | Ni - - - - il)carbamotioil]hidraziniliden}-
etill)fenolato}-diaquanichel
CH,
CH
HO | N ’
pZ
o N
Nl
— s
: \N/ NH
HC\L
CH {N'-[(4-hidroxi-2-oxidofenil)metiliden]-
5 N-prop-2-en-1-
A VII(7.71) | Cu \\ / - - A CisHaoCUNIO,S prop

ilcarbamohidrazonotioato}(3,4-
dimetilpiridin)cupru
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| X CH,
HO P4
N N\\ CH,
o\\c/
u
v s
H \N/
NH
HCR
Chy {N'-[(4-hidroxi-2-oxidofenil)-metiliden]-
CHy N-prop-2-en-1-
AVIL(T.72) | Cu \\J ) \/N\ CasHzsCUNSO:S ilcarbamohidrazonotioato}-bis(3,4-
dimetilpiridin)cupru
Nitratul de {2-[1-(2-
] Fenan- hidroxifenil)etiliden]-N-(prop-2-en-1-
AVIL(7.73) | Cu \_/ NOZ | iroting | CoH=CUNOS | irazin-1-carbotioamid(1,10-

fenantrolina)cupru(ll)
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ﬁ ::1:::::]
H,C /CHZ ,C ,N
e SNH - ONH §cl:
CH,
2-[1-(2-hidroxifenil)etiliden]-N-(prop-2-
AVIL(T.T8) |- \\J ) ) CHisNgOS en-1-il)hidrazine-1-carbotioamid
VIII Compusii coordinativi ai unor metale 3d cu 4-aliltiosemicarbazona acidului piruvic cu formula generala
CHj
HN-N7 \=0
\
Cu-0
NHTX s
X

A VI Cloro-(2-{2-[(prop-2-en-1-il)carba-

' Cu - Cl - C7H1oCICuN;s0,S motioil]hidraziniliden}propanoato)-
(8.75)

cupru
C7H10BrCuNs0,S Bromo-(2-{2-[(prop-2-en-1-il)carba-

A. VI . -
(8.76) Cu - Br - motioil]hidraziniliden}propanoato)-

cupru
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— p— —
| NH NH
J\/ ~ N7 >=o
S— M- cS)
o~ | —
O=§(/N\ H>\\ NH- x
CH3 //
A VI Nitrat de bis-(2-{2-[(prop-2-en-1-il)-
' Fe NOz : C14H20FeN;O7S; carbamotioillhidraziniliden}propa-
(8.77) .
noato)fier(l1)
A VI Bromura de bis-(2-{2-[(prop-2-en-1-
' Fe Br - C14H20BrFeNgsO4S: il)carbamotioil]hidraziniliden}propanoat
(8.78) .
o)fier(lll)
A VI Clorura de bis-(2-{2-[(prop-2-en-1-
' Co CI - C14H20CICON404S, il)carbamotioil]hidraziniliden}propa-
(8.79)
noato)cobalt(l11)
A VI Bromura de bis-(2-{2-[(prop-2-en-1-
' Co Br - C14H20BrCoNs0:S; il)carbamotioil]hidraziniliden}propanoat
(8.80)
o)cobalt(I11)
\ CH;j
N— N/)Y O
/ é:u O
NH s
A
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A VIl

[2-({[(prop-2-en-1-il)amino]-

Cu - (% C14H18CuN40O,S (sulfido)metiliden}hidraziniliden)-
(8.81) N o
N propanoato]-(3,4-dimetilpiridin)cupru
A VI N [2-({[(prop-2-en-1-il)amino]-
' Cu - \i— 7 C10H13CuNsO3S sulfido)metiliden}hidraziniliden)-
(8.82) NH o
propanoato]-(imidazol)cupru
B. Compusii coordinativi ai metalelor 3d cu aminoguanizona, aldehidelor si cetonelor
I. Compusii coordinativi ai cuprului (II) cu aminoguanizona pirazolonei cu formula generala
CHs
N —
/
N
;CLf SNH
O N
N\
NH;
Cloro-{2-[(3-methyl-5-0x0-1-phenyl-
4,5-dihydro-1h-pyrazol-4-yl)-
B. I (1. I - . .
(1.83) cu ¢ C1eH17CICUNGO (phenyl)methylidene]-hydra-zin-
carboximidamido}cupru
Nitrato-{2-[(3-methyl-5-ox0-1-phenyl-
cu NO~ ] C1eH17CuN-O, 4,5-dihydro-1h-pyrazol-4-yl)-
B. 1(1.84) 3 (phenyl)methylidene]-hydrazin-

carboximidamid}cupru
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Anexa 2. Sensibilitatea la preparatele antifungice testate a celor patru specii de Candida cel
mai frecvent izolate, intervalele MIC si valorile MIC50 si MIC90

Antifungice Range S SSD R MIC50 | MIC90
pg/ml n |l % | n]lw| n | %

C. albicans (121)
Amfotericina B 1-1 118 | 97,5 3 2,5 0,25 0,5
Anidulafungina 0,03-0,03 106 | 97,6 15 12,4 | 0,03 0,03
Micafungina 0,016 - 0,016 114 | 94,2 7 58 | 0,016 | 0,016
Fluconazol 2-4 110 | 90,9 1 0,8 10 8,3 0,5 1
Itraconazol 0,06 - 0,06 103 | 85,1 18 14,9 | 0,03 0,06
Posaconazol 0,06 - 0,06 116 | 95,9 5 4,1 0,03 0,06
Voriconazol 0,06 - 0,25 111 | 91,7 | 2 1,7 8 6,6 0,06 0,25
5-fuorocitozini 0,06-0,25 113 | 93,4 8 6,6 0,06 0,25
Caspofungina 0,016-0,25 98 81 10 | 8,3 13 10,7 | 0,016 0,25

C. glabrata (52)
Amfotericina B 1-1 43 | 82,7 9 17,3 | 0,25 0,5
Anidulafungina 0,06 - 0,06 49 | 94,2 3 5,8 0,03 0,06
Micafungina 0,03-0,03 44 | 84,6 8 15,4 | 0,03 0,03
Fluconazol 0,001-16 26 50 20 | 38,5 6 11,5 0,5 1
Itraconazol ND - - - - - - - -
Posaconazol 0,12-8 43 | 82,7 | 2 3,8 7 13,5 0,5 1
Voriconazol 0,06-8 48 | 92,3 2 3,8 2 3,8 1 2
5-fuorocitozina 0,006-0,12 46 | 88,5 6 11,5 | 0,006 0,12
Caspofungina 0,03-0,12 44 | 846 | 3 5,8 5 9,6 0,03 0,06

C. parapsilosis (12)

Amfotericina B 1-1 12 100 0,25 0,5
Anidulafunzina 4-4 9 75 3 25 1 2
Micafungina 2-2 10 | 83,3 2 16,7 0,5 1
Fluconazol 2- 12 100 0,5 2
Itraconazol 0,125 -0,125 12 100 0,125 0,125
Posaconazol 0,06 - 0,06 11 91,7 1 8,3 0,03 0,06
Voriconazol 0,125-0,25 12 100 0,125 0,25
5-fuorocitozina ND - -
Caspofungina 2-8 6 50 4 33,3 2 16,7 0,5 1

C. tropicalis (15)
Amfotericina B 1-1 14 | 93,3 1 6,7 0,25 0,5
Anidulafungina 0,06 - 0,06 13 | 86,7 2 13,3 | 0,03 0,06
Micafungina 0,015-0,06 11 | 73,3 4 26,7 | 0,03 0,06
Fluconazol 2-4 10 | 66,7 4 26,7 0,5 1
Itraconazol 0,125 -0,125 10 | 66,7 5 33,3 | 0,125 | 0,125
Posaconazol 0,12-1 11 | 733 | 2 | 133 2 13,3 | 0,25 0,5
\Voriconazol 0,12-8 10 | 66,7 2 |13.3 3 20 1 2
5-fuorocitozina 0,06-0,12 14 | 93,3 1 6,7 0,06 0,06
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Anexa 3. Exprimarea factorilor enzimatici de patogenitate ai tulpinilor clinice de Candida spp.

Scorul de activitate al Speciile de Candida
enzimelor C. albicans C. tropicalis C. glabrata C. krusei
(n-126) (n_65) (n=32) (n=21)
Fosfolipaza
1 32 (25,4%; 17,8-33,0) 30 (46,2%; 34,0-58,3) 23 (71,9%; 56,3-87,4) 17 (80,9%; 64,1-97,7)
2 12 (12,8%; 4,4-14,6) 33 (94,3%; 92,5-96,5) 5 (55,6%; 53,5-57,8) 3 (75,0%; 72,9-77,2)
3 82 (87,2%; 85,1-89,4) 2 (5,7%; 3,6-7,9) 4 (44,4%; 42,3-46,6) 1 (25,0%; 22,9-27,2)
Total pozitive 94 (74,6%; 67,0-82,2) 35 (53,8%; 35,5-72,1) 9 (28,1%; 26,0-30,3) 4 (19,1%; 17,0-21,3)
Proteaze
1 27 (21,4%; 14,3-28,6) 29 (44,6%; 32,5-56,7) 15 (46,9%; 29,6-64,2) 12 (57,1%; 36,0-78,3)
2 59 (59,6%; 57,5-61,8) 19 (52,8%; 50,7-55,0) 14 (82,4%; 80,3-84,6) 8 (88,9%; 86,8-91,1)
3 40 (40,4%); 38,3-42,6) 17 (47,2%; 45,1-49,4) 3 (17,6%; 15,5-19,8) 1(11,1%; 4,3-18,9)
Total pozitive 99 (78,6% 71,4-85,7) 36 (55,4%; 37,1-73,6) 17 (53,1%; 18,2-88,1) 9 (42,9%; 40,8-45,1)
Hemolizine
1 12 (9,5%; 4,4-14,6) 28 (43,1%; 31,0-55,1) 1(3,1%; -2,9-9,1) 1 (4,8%; 2,7-7,0)
2 58 (50,9%; 37,3-54,7) 28 (75,7%; 73,6-77,9) 31 (96,9%; 94,8-99,1) 20 (95,2%; 93,1-97,4)
3 56 (49,1%; 35,8-53,1) 9 (24,3%; 22,2-26,5) 0 (0-0) 0 (0-0)
Total pozitive 114 (90,5% 85,4-95,6) 37 (56,9%; 38,7-75,1) 31 (96,9%; 94,8-99,1) 20 (95,2%; 93,1-97,4)
Esteraze
1 24 (19,5%; 12,2-25,9) 0 (0-0) 17(53,1%; 51,0-55,3) 1 (4,8%; 4,3-18,9)
2 58 (56,9%; 54,8-59,1) 23 (35,4%; 23,8-47,0) 12 (80,0%; 48,9-92,2) 9 (45,0%; 21,7-64,0)
3 44 (43,1%; 41,0-45,3) 42 (64,6%; 53,0-76,2) 3 (20,0%; 0,5-35,8) 11 (55,0%; 31,0-73,7)
Total pozitive 102 (80,5%; 74,1-87,8) 65 (100%; 97,9-102,2) 15 (46,9%;11,9-81,8) 20 (95,2%; 93,1-97,4)
DNA-aze
1 93 (73,8%; 66,1-81,5) 52 (80,0%; 70,3-89,7) 31 (96,9%; 94,8-99,1) 12 (57,1%; 36,0-78,3)
2 19 (57,6%; 55,5-59,8) 9 (69,2%; 67,1-71,4) 1 (100%; 97,9-102,2) 6 (66,7%; 64,6-68,9)
3 14 (42,4%; 40,3-44,6) 4 (30,8%; 28,7-33,0) 0 (0-0) 3 (33,3%; 31,2-35,5)
Total pozitive 33 (26,2%; 18,5-33,9) 13 (20,0%; 5,3-34,7) 1(3,1%; 1,0-5,3) 9 (42,9%; 40,8-45,1)

Nota: Scorul pentru fosfolipaza, proteinaza si activitate hemolitica: 1 - lipsa activitatii enzimatice; 2- activitate enzimatica moderata; 3-

activitate enzimatica inalta
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Anexa 4. Activitatea antifungica a compusilor chimici asupra micetelor levuriforme (ng/ml)

Codul C. albicans | C. parapsilosis C. krusei C. glabrata C. lusitaniae | S. cerevisiae M. C. neoformans
compusulu | ATCC 90028 | ATCC 22019 ATCC 6258 ATCC 2001 ATCC 34449 ATCC 4098 guilliermondii CECT 1043
i chimic ATCC 4098
CMI [CMF | CMI | CMF [ CMI [CMF| CMI | CMF | CMI [CMF| CMI | CMF | CMI | CMF | CMI | CMF
A. Compusii coordinativi ai metalelor 3d cu tiosemicarbazone, aldehidelor si cetonelor
I. Compusii coordinativi ai cuprului si nichelului cu tiosemicarbazone N(4) substituite cu formula generala
Al(1l) [ 195 3125 | 195 | 781 | 195 3,90 3,90 3,90 | 195 195 | 195 | 195 3,90 7,81 3,90 3,90
A 1(12) [1562] 31,25 | 1562 | 31,25 |1562 | 31,25 | 1562 | 3125 | 7,81 | 15.62 | 1562 | 1562 | 7,81 15.62 7,81 | 15.62
Al@3) |19 | 781 | 781 | 781 | 195 1,95 3,90 781 | 195 39 | 781 | 781 3,90 3,90 1,95 7,81
Al(4) [19 | 391 | 195 | 391 | 195 1,95 1,95 391 | 391 391 | 195 | 391 0,97 3,91 0,97 1,95
A I(15 [ 097 | 195 | 097 | 0,97 | 0,48 0,48 1,95 195 | 0,48 195 | 0,48 | 0,97 0,48 0,48 0,24 0,48
A.1(16) [ 097 | 195 | 097 | 195 | 0,24 0,48 3,90 3,90 | 0,97 097 | 012 | 0,24 0,12 0,12 0,12 0,12
Al(@7) [ 097 | 195 | 097 | 195 | 0,97 0,97 0,97 195 | 0,06 0,06 | 0,06 | 0,48 0,24 0,97 0,97 0,97
A 1(1.8) [ 39 | 390 | 390 | 7,81 | 3,90 1,95 3,90 7,81 | 3,90 390 | 390 | 7,81 3,90 7,81 31,25 | 62,50
A 1(19) [390 | 390 | 1,95 | 3,90 | 1,95 3,90 3,90 7,81 | 3,90 390 | 390 | 7,81 3,90 7,81 3,90 7,81
A.l1(110) | 781 | 781 | 7,81 | 1562 | 7,81 7,81 15,62 | 15,62 | 15,62 | 1562 | 7,81 | 1562 | 7,81 7,81 15,62 | 31,25
A 1(111) | 195 ] 195 | 195 | 3,90 | 1,95 1,95 3,90 3,90 | 195 195 | 195 | 390 1,95 3,90 15,62 | 15,62
Al(12) [ 195 390 | 390 | 3,9 | 195 3,90 3,90 3,90 | 3,90 7,81 | 3,90 | 3,90 7,81 7,81 3,90 7,81
A.1(1.13) | 048 | 097 | 097 | 0,97 | 0,48 0,97 1,95 3,90 | 0,48 0,48 | 097 | 0,97 0,24 0,48 0,97 1,95
A 1(114) | 39 | 781 | 781 | 7,81 | 1,95 3,9 7,81 781 | 7,81 781 | 195 | 3,90 1,95 3,90 3,90 7,81
A 1(115) | 390 | 390 | 195 | 39 |19 1,95 3,90 3,90 | 3,90 390 | 195 | 195 1,95 3,90 15,62 | 31,25
A.1(1.16) | 390 | 7,81 | 390 | 3,90 | 1,95 3,90 3,90 7,81 | 3,90 390 | 195 | 3,90 3,90 3,90 1,95 3,90
A 1(1.17) | 390 | 390 | 1,95 | 3,90 | 0,97 1,95 3,90 3,90 | 195 3,90 | 3,90 | 3,90 1,95 3,90 0,97 0,97
A.1(1.18) | 390 | 390 | 39 | 7,81 | 1,95 3,90 1,95 3,90 | 3,90 3,90 | 3,90 | 3,90 1,95 1,95 1,95 1,95
Al(l19 | 781 | 781 | 781 | 7,81 | 3,90 7,81 3,90 7,81 | 3,90 781 | 390 | 7,81 3,90 3,90 3,90 3,90
A.1(1.20) | 3,90 | 1250 | 31,25/ 1250 | 1,95 | 31,25 | 31,25 | 1250 | 31,25 | 31,25 | 15,62 | 31,25 | 1562 | 31,25 1,95 1,95
A l1(121) | 781 | 1562 | 7,81 | 1562 | 7,81 | 1562 | 31,25 | 62,50 | 15,62 | 15,62 | 15,62 | 31,25 | 7,81 15,62 3,90 7,81
A 1(122) | 097 | 195 | 195 | 3,90 | 1,95 3,90 3,90 7,81 | 195 195 | 0,48 | 0,97 0,24 0,97 1,95 1,95
A 1(1.23) | 195 | 390 | 390 | 3,90 | 1,95 1,95 3,90 3,90 | 3,90 390 | 195 | 3,90 1,95 1,95 1,95 1,95
A 1(124) | 097 | 195 | 195 | 195 | 195 3,90 0,97 195 | 0,97 195 | 195 | 195 0,97 1,95 0,97 1,95
A 1(125) | 195 | 781 | 195 | 195 | 0,97 1,95 3,90 781 | 195 3,90 | 390 | 3,90 3,90 7,81 0,97 1,95
A.1(1.26) | 097 | 195 | 781 | 781 | 7,81 | 1562 7,81 7,81 | 3,90 781 | 390 | 7,81 0,97 1,95 1,95 1,95
A 1(127) | 195 | 390 | 390 | 7,81 | 3,90 3,90 3,90 7,81 | 3,90 7,81 | 3,90 | 3,90 3,90 3,90 3,90 3,90
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A 1(1.28) | 390 | 1562 | 1,95 | 195 | 0,97 1,95 195 | 390 | 3,90 390 | 0,97 | 1,95 1,95 1,95 097 | 0,97
A 1(1.29) | 195 | 390 | 390 | 390 | 195 | 3091 195 | 195 | 3,90 3,90 | 3,90 | 3,90 1,95 3,90 1,95 1,95
A 1(130) | 781 | 3125 | 7,81 | 1562 | 7,81 | 7,81 7,81 | 1562 | 7,81 781 |1562 | 1562 | 7,81 7,81 3,90 | 15,62
A 1(131) | 391 | 781 | 391 | 391 | 391 | 391 391 | 781 | 391 391 | 391 | 391 3,91 3,91 195 | 391
A1(132) | 391 | 781 | 391 | 781 | 391 | 391 391 | 781 | 391 781 | 391 | 781 3,91 7,81 781 | 7,81
A.1(1.33) | 15,62 125,00 | 62,50| 125,0 | 15,62| 15,62 | 31,25 | 125,0 | 62,50 | 1250 | 62,50 | 62,50 | 15,62 | 31,25 | 7,81 | 15,62
A 1(1.34) | 7,81 | 1562 | 1562|1562 | 7,81 | 7,81 781 | 781 | 781 | 1562 | 7,81 | 1562 | 1562 | 1562 | 7,81 | 7,81
A.1(1.35) | 31,25 62,50 | 31,25| 62,50 | 31,25 31,25 | 31,25 | 62,50 | 31,25 | 62,50 | 31,25 | 62,50 | 31,25 | 62,50 | 15,62 | 15,62
A.1(1.36) | 31,25 62,50 | 31,25| 62,50 | 15,62| 15,62 | 31,25 | 62,50 | 31,25 | 62,50 | 31,25 | 31,25 | 31,25 | 6250 | 7,81 | 1562
A.1(1.37) | 125,0] 250,0 | 125,0] 250,0 | 125,0] 250,0 | 1250 | 125,0 | 125,0 | 125,0 | 125,0 | 125,0 | 250,0 | 250,0 | 1250 | 125,0
A 1(138) | 19 | 781 | 048 | 097 | 0,24 | 097 195 | 390 | 3,90 390 | 390 | 7,81 1,95 1,95 195 | 7,81
A 1(139 | 781 | 1562 | 7,81 | 1562 | 7,81 | 15,62 781 | 1562 | 7,81 | 1562 | 7,81 | 7,81 7,81 7,81 0,97 1,95
A 1(140) | 7,81 | 31,25 | 390 | 7,81 | 7,81 | 15,62 7,81 | 1562 | 7,81 781 | 781 | 781 3,90 7,81 0,97 1,95
A 1(141) | 19 | 31,25 | 390 | 781 | 195 | 7,81 390 | 7,81 | 390 781 | 390 | 7,81 3,90 7,81 3,90 1,95
A 1(142) | 39 | 781 | 390 | 781 | 390 | 7,81 781 | 781 | 781 781 | 390 | 7,81 3,90 3,90 7,81 | 31,25
A 1(143) | 390 | 390 | 195 | 390 | 1,95 1,95 781 | 781 | 781 | 1562 | 1,95 | 3,90 1,95 3,90 15,62 | 31,25
A 1(144) | 048 | 097 | 048 | 0,48 | 0,24 | 0,48 0,48 | 0,97 | 0,48 0,48 | 0,48 | 0,48 0,24 0,48 390 | 7,81
A l(145) | 781 | 781 | 781 | 781 | 390 | 7,81 390 | 7,81 | 390 781 | 781 | 781 7,81 7,81 781 | 781
A.1(1.46) | 390 | 390 | 3,90 | 390 | 195 | 3,90 3,90 | 390 | 3,90 3,90 | 3,90 | 3,90 1,95 3,90 3,90 | 3,90
A.1(147) | 39 | 781 | 781 | 1562 | 7,81 | 7,81 781 | 781 | 781 781 | 781 | 781 3,90 7,81 390 | 781
A 1(148) | 39 | 781 | 097 | 195 | 7,81 | 15,62 390 | 7,81 | 390 39 | 195 | 1,95 1,95 1,95 1,95 | 3,90
A 1(149) | 19 | 781 | 195 | 7,81 | 0,97 1,95 195 | 390 | 3,90 781 | 390 | 7,81 3,90 3,90 0,48 | 0,97
A 1(150) | 39 | 781 | 195 | 781 | 390 | 7,81 390 | 7,81 | 390 781 | 3,90 | 3,90 1,95 3,90 0,12 | 0,24
A.1(1.51) | 31,25| 62,50 | 3,90 | 7,81 | 15,62| 31,25 7,81 | 15,62 | 31,25 | 31,25 | 15,62 | 31,25 | 15,62 | 31,25 | 3,90 | 1562
I1. Compusii coordinativi ai sulfatului de cupru(IT) cu metoxifeniltiosemicarbazone 2-benzoilpiridinei cu formula generala

Al 15,62 | 31,25 | 31,25 | 62,50 | 15,62 | 31,25 | 31,25 | 62,50| 15,62 | 31,25 | 31,25 | 62,50 | 15,62 | 15,62 | 62,50 | 62,50

(2.52)

Al 62,50 | 125,0 | 0,125 | 0,125 | 62,50 | 62,50 | 125,0 | 125,0| 62,50 | 62,50 | 62,50 | 125,0 | 62,50 | 62,50 | 62,50 | 125,0

(2.53)

111. Compusii coordinativi ai cuprului cu 4-alil-S-alilizotiosemicarbazona 2-formilpiridinei cu formula generala |

Al 390 | 781 | 390 | 7,81 | 390 | 7,81 15,62 | 31,25| 31,25 | 62,50 | 15,62 | 31,25 | 62,50 | 62,50 1,95 3,90

(3.54)

Al 195 | 39 | 1,95 | 195 | 1,95 | 3,90 15,62 | 15,62| 31,25 | 31,25 | 1,95 | 15,62 | 31,25 | 62,50 | 0,97 1,95

(3.55)

IV. Compusii coordinativi ai cuprului(Il) cu N(4)-ciclohexiltiosemicarbazona aldehidei salicilice cu formula generala
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A IV 31,25 | 62,50 | 125,0 | 125,0| 62,50| 62,50 | 62,50 | 125,0 | 31,25 | 31,25 | 31,25 | 31,25 | 62,50 | 62,50 | 15,62 | 31,25
(4.56)
A IV 31,25 | 62,50 | 62,50 | 125,0| 31,25| 31,25 | 62,50 | 62,50 | 15,62 | 31,25 | 15,62 | 31,25 | 7,81 15,62 | 15,62 | 15,62
(4.57)
A.1(458) | 31,25 | 62,50 | 62,50 | 125,0] 31,25] 62,50 | 31,25 | 62,50 | 31,25 | 62,50 | 15,62 | 31,25 | 1562 | 1562 | 1562 | 31,25
V. Compusii coordinativi ai cuprului(ll) cu 4-aliltiosemicarbazona aldehidelor 3,5-dibromosalicilice cu formula |
A.1(5.59) | 62,50 | 125,0 | 62,50 | 62,50| 62,50 | 125,0 | 62,50 | 62,50 | 15,62 | 15,62 | 15,62 | 31,25 | 31,25 | 31,25 | 1562 | 31,25
AV 0,97 | 1,95 0,97 0,97 | 048 | 097 1,95 39 | 048 | 048 | 048 | 0,48 0,24 0,48 0,48 0,97
(5.60)
A.1(5.61) | 62,50 | 1250 | 125,0 | 250,0] 125,0 | 250,0 | 125,0 | 1250 | 62,50 | 125,00 | 62,50 | 1250 | 62,50 | 62,50 | 125,0 | 1250
A.1(5.62) | 62,50 | 125,0 | 125,0 | 250,0] 62,50 | 125,0 | 62,50 | 62,50 | 62,50 | 125,0 | 125,0 | 1250 | 62,50 | 125,00 | 62,50 | 62,50
VI. Compusii coordinativi ai unor metale 3d cu 4-alil-S-alchiltiosemicarbazone aldehidelor salicilice substituite cu formula generali |
A VI 31,25 | 62,50 | 31,25 | 62,50| 15,62 | 15,62 | 31,25 | 31,25 | 31,25| 31,25 | 31,25 | 62,50 | 31,25 | 62,50 | 15,62 | 31,25
(6.63)
A VI 15,62 | 31,25 | 31,25 | 31,25| 15,62 | 15,62 | 31,25 | 62,50 | 15,62 | 15,62 | 15,62 | 15,62 | 7,81 15,62 7,81 | 15,62
(6.64)
A VI 125,0 | 250,0 | 125,0 | 250,0| 125,0 | 125,0 | 125,0 | 125,0 | 62,50 | 125,0 | 62,50 | 62,50 | 62,50 | 125,0 | 62,50 | 125,0
(6.65)
VII. Compusii coordinativi ai unor metale 3d cu 4-aliltiosemicarbazona 2,4-dihidroxiacetofenonei cu formula generali |
A. VIl 15,62 | 31,25 | 15,62 | 31,25| 15,62 | 31,25 | 15,62 | 31,25 | 15,62 | 31,25 | 31,25 | 31,25 | 15,62 | 62,50 | 31,25 | 31,25
(7.66)
A A VIl | 1250 | 250,0 | 62,50 | 125,0| 62,50 | 62,50 | 62,50 | 250,0 | 125,0| 125,0 | 31,25 | 62,50 | 62,50 | 1250 | 31,25 | 31,25
(7.67)
A. VIl 31,25 | 62,50 | 15,62 | 62,50| 15,62 | 62,50 | 31,25 | 31,25 | 31,25| 62,50 | 15,62 | 31,25 | 15,62 | 31,25 | 15,62 | 31,25
(7.68)
A VI 62,50 | 125,0 | 62,50 | 62,50| 15,62 | 62,50 | 31,25 | 31,25 | 15,62 | 62,50 | 62,50 | 62,50 | 31,25 | 62,50 | 62,50 | 62,50
(7.69)
A. VIl 62,50 | 125,0 | 62,50 | 125,0| 62,50 | 62,50 | 62,50 | 125,0 | 62,50 | 125,0 | 62,50 | 62,50 | 31,25 | 62,50 | 62,50 | 62,50
(7.70)
A. VI 7,81 | 15,62 | 15,62 | 31,25| 3,90 | 1562 | 31,25 | 62,50 | 7,81 | 15,62 | 3,90 | 7,81 | 62,50 | 125,0 3,90 3,90
(7.71)
A. VIl 31,25 | 62,50 | 62,50 | 62,50 62,50 | 125,0 | 62,50 | 125,0 | 31,25| 62,50 | 31,25 | 62,50 | 62,50 | 62,50 7,81 7,81
(7.72)
A VI 15,62 | 31,25 | 62,50 | 62,50| 31,25 | 62,50 | 15,62 | 15,62 | 31,25| 31,25 | 31,25 | 31,25 | 31,25 | 62,50 7,81 | 31,25
(7.73)
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A. VIl 31,25 | 62,50 | 62,50 | 125,0| 62,50 | 125,0 | 31,25 | 31,25 | 15,62 | 15,62 | 15,62 | 31,25 | 15,62 | 15,62 | 31,25 | 31,25
(7.74)

VIII. Compusii coordinativi ai unor metale 3d cu 4-aliltiosemicarbazona acidului piruvic cu formula generala |
A VIl 125,0 | 250,0 | 250,0 | 250,0 | 125,0 | 125,0 | 125,0 | 125,0 | 62,5 | 125,0 | 125,0 | 250,0 | 62,5 125,0 62,5 | 250,0
(8.75)
A VIl 31,25 | 62,50 | 31,25 | 62,50| 31,25 | 31,25 | 62,50 | 62,50 | 31,25| 62,50 | 31,25 | 62,50 | 31,25 | 31,25 | 31,25 | 31,25
(8.76)
A VIl 62,50 | 250,0 | 125,0 | 250,0| 62,50 | 62,50 | 62,50 | 125,0 | 125,0| 125,0 | 62,50 | 62,50 | 62,50 | 62,50 | 31,25 | 62,50
(8.77)
A. VIl 125,0 | 250,0 | 250,0 | 250,0| 125,0 | 250,0 | 250,0 | 250,0 | 250,0| 250,0 | 125,0 | 250,0 | 125,0 | 250,0 | 125,0 | 125,0
(8.78)
A VIl 62,50 | 250,0 | 62,50 | 250,0| 62,50 | 125,0 | 62,50 | 62,50 | 62,50 | 125,0 | 125,0 | 125,0 | 125,0 | 1250 | 125,0 | 125,0
(8.79)
A. VIl 125,0 | 500,0 | 125,0 | 250,0| 125,0 | 125,0 | 125,0 | 125,0 | 125,0| 500,0 | 125,0 | 125,0 | 125,0 | 125,0 | 250,0 | 250,0
(8.80)
A VIl 125,0 | 250,0 | 125,0 | 250,0| 125,0 | 250,0 | 125,0 | 250,0 | 125,0| 125,0 | 125,0 | 125,0 | 250,0 | 250,0 | 125,0 | 125,0
(8.81)
A. VIl 31,25 | 62,50 | 31,25 | 31,25| 15,62 | 31,25 | 31,25 | 31,25 | 15.62| 31,25 | 7,81 | 31,25 | 31,25 | 62,5 15,62 | 15,62
(8.82)
B. Compusii coordinativi ai metalelor 3d cu aminoguanizona, aldehidelor si cetonelor

I. Compusii coordinativi ai cuprului (I) cu aminoguanizona pirazolonei cu formula generala

B.1(1.83) | 125,0 | 250,0 | 125,0 | 250,0 | 62,5 | 125,0 | 125,0 | 250,0 | 125,0| 250,0 | 125,0 | 125,0 | >500,0| >500,0| >500,0 [>500,0
B.1(1.84) | 125,0 | 250,0 | 125,0 | 250,0 | 125,0 | 125,0 | 125,0 | 250,0 | 250,0| 250,0 | 125,0 | 125,0 | >500,0| >500,0| >500,0 [>500,0
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Anexa 5. Activitatea antifunfica a compusilor biologici (mg/mL)

Nr. | Cod C. albicans C. C. lusitaniae C. krusei C. glabrata C. S. cerevisiae M.
d/o ATCC 90028 | parapsilosis neoformans guilliermondii

CMI | CMF | CMI | CMF | CMI | CMF | CMI | CMF | CMI | CMF | CMI | CMF | CMI | CMF | CMI | CMF

1. ESl 062 | 1,25 | 062 | 1,25 | 062 | 062 | 125 | 25 | 0,62 | 1,25 | 0,31 | 0,62 | 1,25 | 1,25 | 0,07 | 0,31

2. ES2 1,25 2,5 1,25 2,5 125 | 1,25 | 125 | 25 2,5 5,0 0,62 | 1,25 | 0,15 | 0,62 2,5 5,0

3. ES3 1,25 2,5 1,25 | 1,25 | 1,25 | 125 | 125 | 25 2,5 2,5 0,62 | 1,25 | 0,08 | 0,15 2,5 2,5

4. pPCM1 | 0,007 | 0,01 | 0,007 | 0,01 | 0,01 | 0,00 | 0,01 | 0,02 | 0,007 | 0,01 | 0,007 | 0,01 | 0,003 0,007 | 001 | 0,02

5. | PCM2 | 0,004 | 0,009 | 0,004 | 0,009 | 0,009 | 0,009 | 0,009 | 0,02 | 0,004 | 0,009 | 0,004 | 0,009 | 0,002 | 0,002 | 0,009 | 0,02

Nota: C. albicans ATCC 90028; C. parapsilosis ATCC 22019; C. lusitaniae ATCC 34449; C. krusei ATCC 6258; C. glabrata ATCC
2001; C. neoformans CECT 1043; S. cerevisiae ATCC 4098; M. guilliermondii ATCC 6260; ES1 - extract de Spirulina platensis 1; ES2
- extract de Spirulina platensis 2; ES3 - extract de Spirulina platensis 3; PCM1 - preparat carotenoid cu mixoxantofila 1; PCM2 - preparat

carotenoid cu mixoxantofila 2.
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Anexa 6. Efectul antifungic sinergic al combunatiilor dintre compusii chimici si biologici asupra tulpinilor de referinta

Compusii testati C. albicans C. parapsilosis C. glabrata S. cerevisiae M. guilliermondii C. neoformans
ATCC 90028 | ATCC 22019 ATCC 2001 ATCC 4098 ATCC 6260 ATCC 13690
A.1(1.6) ES1 1/8c+1/4b 1/4c+1/4b 1/4c+1/4b 1/4c+1/4b 1/4c+1/4b 1/16¢c+1/8b
CuaPaoCUNSOSS Es3 | Liac+1/db i 1/4c+1/4b 1/4c+1/4b 1/4c+1/4b 1/8c+1/32b
PCM2 1/8¢c+1/8b 1/4c+1/4b 1/8c+1/16b 1/16¢+1/16b 1/8c+1/4b 1/16¢+1/16b
A.1(1.13) ES1 1/8c+1/16b 1/16¢+1/8b 1/16¢+1/4b 1/4c+1/4b 1/4c+1/4b 1/32c + 1/16b
C17H19CUNsOsS ES3 1/32¢ + 1/16b 1/8c+1/8b 1/4c+1/4b - 1/4c+1/4b 1/32¢ + 1/16b
RV-26 PCM2 | 1/16c+1/8b 1/16¢+1/8b 1/8c+1/8b 1/4c+1/4b 1/8c+1/8b 1/16¢+1/16b
A.1(L7) ES1 1/8c+1/16b 1/32c + 1/16b 1/32¢c + 1/16b 1/8c+1/4b 1/8c+1/4b 1/8c+1/16b
C1gH20CUN4O2S ES3 1/8c+1/16b 1/8c+1/16b 1/8c+1/16b 1/8c+1/16b 1/4c+1/8b 1/8c+1/16b
RR-36 PCM2 | 1/32c+1/32b 1/8¢+1/16b 1/8¢c+1/16b 1/8¢c+1/8b 1/4c+1/4b 1/8c+1/16b
A. 1 (1.24) ES1 1/8c+1/4b 1/4c+1/4b 1/4c+1/4b - - 1/4c+1/4b
C17H17CICUN4O2S | ES3 1/4c+1/4b 1/4c+1/4b - - - 1/4c+1/4b
A-28 PCM2 | 1/8¢+1/8b 1/8c+1/4b 1/4c+1/4b - ; 1/8¢+1/4b
A.1(1.55) ES1 1/4c+1/8b 1/16¢+1/8b 1/16¢+1/8b 1/4c+1/4b 1/4c+1/4b 1/8c+1/4b
C13H16C12CUN4S
KSS 12 ES3 1/4¢+1/8b 1/4c+1/8b 1/4c+1/4b 1/4c+1/8b 1/4c+1/4b 1/16¢+1/8b
PCM2 1/8¢+1/8b 1/16¢c+1/8b 1/16¢+1/8b 1/4¢+1/8b 1/4c+1/4b 1/16¢+1/16b
A. 1 (1.60) ES1 | 1/32c+ 1/16b 1/4c+1/8b 1/16¢+1/8b 1/4c+1/4b 1/8c+1/4b 1/16c+1/8b
Ca7H16N6OS; ES3 1/16¢ + 1/8b 1/4¢+1/4b 1/8¢+1/8b 1/4c+1/4b - 1/16¢+1/8b
RG 34 PCM2 | 1/8c+ 1/16b 1/16¢+1/16b 1/16¢+1/16b 1/4c+1/4b 1/4c+1/4b 1/16¢+1/16b
A.1(1.71) ES1 1/4c+1/8b 1/4c+1/4b 1/4c+1/4b - - 1/8c+1/4b
C18H20CuN402S ES3 1/4c+1/4b 1/4c+1/4b 1/4c+1/4b - - 1/4c+1/4b
MUI 6 PCM2 1/8c+1/8b 1/8c+1/4b 1/4c+1/4b - -

Nota: ¢ — compus chimic; b — compus biologic.
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Anexa 7. Activitatea antifungicd a nanoparticulelor de argint (AgNPs) generate din pululan si din 6-carboxipululan asupra unor

izolate clinice de fungi

Diametrul zonelor de inhibitie (mm)
Nr. Denumirea agentului Denumirea compusilor testati
dlo fungic
Pag, ng/ml POAg,ng/ml C4, pg/ml CS, pg/ml
1. | C.glabrata 15 13 13 11 17 15 14 | 12 16 | 15 | 13| 7 | 16 |16 | 13 7
2. | C.albicans 15 13 12 5 15 15 12 7 14 |11 | 7 0 | 13|11 5 0
3. | C.glabrata 15 15 14 12 17 15 15 | 12 15 | 15 | 14| 8 |14 |14 | 14 8
4. | C.albicans 13 12 11 7 13 12 12 0 12 | 10 | 7 0 |12 |10 5 0
5. | C. albicans 13 11 10 0 13 11 11 0 11 |11 | 0 0 |11 |11 O 0
6. | C.albicans 11 10 10 6 13 10 11 6 10 | 10 | 8 0 |10 |10 6 0
7. | C. albicans 10 9 7 4 10 9 8 4 9 8 4 0 9 | 8| 4 0
8. | C.guilliermondii 12 11 10 8 12 11 10 8 9 7 7 0 9 | 6| 6 0
9. C. glabrata 15 14 12 9 15 15 13 11 14 14 9 7 13112 9 7
10. | C. glabrata 15 15 15 10 16 15 15 | 10 15 | 15 | 9 6 | 15|14 9 6
11. | C. glabrata 15 14 14 11 16 14 14 | 14 12 |11 | 11| 6 | 13|12 11 5
12. | C. glabrata 14 13 13 9 14 14 14 9 14 112 | 9 5 14|12 9 0
13. | C. parapsilosis 10 9 9 6 10 9 9 6 9 8 7 0 9 |9 7 0
14. | C. krusei 10 10 8 5 10 9 8 5 9 5 5 0 9 | 5] 5 0
15. | C. parapsilosis 15 14 11 9 15 14 11 9 14 13 | 9 7 9 |9 9 7
16. | C. parapsilosis 13 11 11 7 13 11 11 7 13 10 | 8 5 10| 7 7 5
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17. | C. parapsilosis 12 11 10 6 12 11 11 6 11 11 | 6 4 9 | 8 5 4
18. | S. cerevisiae 19 17 17 14 19 16 15 13 16 15 | 13 | 11 | 18 | 15| 15 13
19. | S. cerevisiae 13 13 10 7 12 11 9 7 11 7 7 0 |10 | 7 7 0
20. | C. albicans 11 11 10 5 12 12 10 5 13 9 7 0O 10| 9| 7 0
21. | C. utilis 10 10 10 7 11 10 10 7 10 9 7 0 9 7 7 0
22. | C. krusei 10 9 9 7 10 9 8 7 10 6 6 4 9 19| 5 4
23. | C. norvegensis 14 13 13 6 14 13 10 7 15 9 8 0 [ 13| 9 8 0
24. | C. neoformans 16 15 15 11 16 14 14 11 15 11 6 13 | 11 6
25. | C. pulcherrima 15 13 11 0 15 13 11 0 12 10 9 0 12 110 9 0
26. | C. lusitaniae 15 15 13 6 15 15 13 6 16 12 | 10 0 16 | 12 | 10 0
27. | C. pelliculosa 16 14 14 10 14 14 14 10 14 10 | 10 0 14 | 10 | 10 0
28. | C.tropicalis 16 12 10 7 16 12 11 7 11 11 | 0 0 11 111 O 0
29. | C. dubliniensis 19 14 11 9 14 14 11 9 14 14 | 11 0 14 | 14| 11 0
30. | C.tropicalis 14 13 12 7 13 12 10 7 12 7 6 0 11 | 7 6 0
31. | C. kefyr 20 18 15 10 20 18 15 10 18 17 | 10 0 18 | 17 | 10 0
32. | C. norvegensis 19 16 15 6 19 16 15 6 17 16 9 0 17 |16 | 11 0
33. | C. glabrata 16 15 15 10 15 15 15 10 15 14 | 11 8 15 | 14| 12 6
34. | C. albicans 15 14 10 7 15 14 10 7 13 9 9 0 [19| 9 9 0
35. | C. glabrata 17 15 15 9 15 15 15 9 15 15 | 11 7 15 | 15| 11 5
36. | C. glabrata 13 11 7 7 12 11 7 6 12 11 7 6 12 |11 7 6
37. | C. albicans 10 9 7 6 10 9 7 6 9 8 6 0 9 8 6 0
38. | C. lusitaniae 14 14 11 6 14 13 11 6 11 7 6 0 11 | 6 6 0
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39. | C. albicans 11 9 7 6 9 8 7 6 8 7 6 0 8 | 7] 6 0
40. | C.glabrata 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 5 0 8 | 8] 5 0
41. | C.glabrata 15 12 9 8 15 12 9 8 12 9 8 0 |12]|9 | 8 0
42. | C.glabrata 15 11 7 7 15 11 7 7 12 |11 | 7 0 |12 |11 7 0
43. | C. tropicalis 11 10 9 6 10 9 9 6 10 8 7 6 10| 8| 6 6
44. | C. albicans 12 11 9 4 12 9 9 4 11 8 6 0 |11 |8 | 6 0
45. | M. capitatus 12 11 10 7 12 11 10 7 11 9 6 0 |10 9| 6 0
46. | T. asahii 14 12 12 7 14 12 12 7 12 |12 | 7 0 |12 |12 7 0
47. | C. robusta 18 17 13 9 18 17 13 9 18 | 13 | 9 7 118 (13| 9 7
48. | C. parapsilosis 15 12 9 7 14 12 9 7 12 | 10 | 8 0 |12 |10 8 0
49. | C.tropicalis 12 12 10 8 12 12 10 8 12 8 8 0 |12 | 8| 8 0
50. | C. guilliermondii 13 11 10 4 13 11 10 4 11 7 4 0 11 | 7 4 0
51. | C. albicans 13 8 6 5 13 8 6 5 8 8 4 0 8 | 8] 4 0
52. | C. glabrata 17 12 10 7 16 12 10 7 12 11 7 0 12 |11 7 0
53. | C. glabrata 11 10 8 6 9 8 8 6 9 8 6 6 9 | 8] 6 6
54. | C. glabrata 14 13 12 9 14 13 12 9 14 |13 | 9 0 |14 |12 9 0
55. | C. albicans 10 10 6 10 10 6 10 | 10 | 6 0 |10 |10 6 0
56. | C. guilliermondii 10 10 6 10 10 6 10 | 10 | 6 0 |10 |10 6 0
57. | C. parapsilosis 11 10 10 6 11 10 10 6 10 6 5 4 110 | 6 5 4
58. | C. glabrata 8 8 7 7 8 8 7 7 8 8 7 7 8 | 8 7 7
59. | C. glabrata 15 13 13 10 15 13 13 | 10 13 |13 11| 8 | 13|13 11 8
60. | C. glabrata 11 10 9 8 11 10 9 8 9 9 8 7 9 |9 | 8 7

292




61. | C.glabrata 16 15 11 9 16 15 11 9 15 |13 (11| 6 |15 11| 11 6
62. | C. glabrata 16 15 15 10 15 15 15 | 10 15 |12 |10 | 8 | 15 |12 | 10 8
63. | C. albicans 9 9 8 6 9 9 8 6 9 6 6 0 9 | 6| 6 0
64. | C.glabrata 15 13 13 10 15 13 13 9 14 |13 | 13| 6 |14 |13 | 10 6
65. | C. utilis 11 11 10 7 11 10 10 7 10 | 10 | 9 0 |10 |10 9 0
66. | C. parapsilosis 11 11 7 7 11 11 7 7 11 0 0 0 |[121]0 | O 0
67. | S. cerevisiae 14 13 13 9 14 13 13 9 13 1131 9 9 | 13|13 9 9
68. | C. krusei 11 9 6 6 11 9 6 6 11 9 4 0O |11 ]9 | 4 0
69. | C. albicans 13 11 8 6 13 11 8 6 11 9 8 0 |11 ]9 | 6 0
70. | C. famata 8 7 6 5 8 7 6 5 7 6 5 4 71615 4
71. | C. glabrata 14 12 11 10 14 13 13 | 10 11 | 11 | 9 8 |11 11| 9 8
72. | C. glabrata 15 13 13 11 15 13 13 12 15 13 | 11 0 15 | 13| 11 0
73. | C. krusei 12 9 9 8 12 9 9 8 10 9 9 0 |10 9| 9 0
74. | C. albicans 16 14 14 7 16 14 14 7 14 10 9 0 14 110 9 0
75. | C. parapsilosis 14 12 11 9 14 12 11 9 14 12 9 6 14 112 | 9 6
76. | C. albicans 15 15 13 7 15 15 13 7 13 |12 (10| O | 13 |12 | 10 0
77. | C. parapsilosis 13 13 11 8 13 13 11 8 13 | 13 | 9 6 |13 13| 9 6
78. | C. glabrata 16 15 14 9 16 15 14 9 16 |15 (11| 6 | 16 |15| 11 6
79. | C. parapsilosis 10 10 9 8 10 10 9 8 10 | 10 | 8 5 |10 |10 8 5
80. | C. lusitaniae 17 16 12 9 17 16 12 9 16 15 | 9 0 |16 |15] 9 0
81. | C. albicans 13 12 7 2 11 10 7 2 8 7 4 0 8 | 7 4 0
82. | C. glabrata 15 15 14 10 15 15 14 10 15 15 | 14 0 15 | 14| 13 0
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83. | C. auris 8 7 5 0 8 7 5 0 7 0 0 0 6 | O 0 0
84. | C. kefyr 16 14 13 7 16 14 13 7 14 13 | 9 5 |14 (13| 9 5
85. | C. albicans 20 19 17 9 19 18 16 9 19 18 |10 0 |19 |17 10 0
86. | C. glabrata 18 14 14 11 18 14 14 | 11 15 14 |11 | 0 |15 (14| 11 0
87. | C. parapsilosis 17 17 14 9 17 17 14 9 17 13 |11 3 |13 (17| 11 3
88. | C. parapsilosis 16 15 13 7 16 15 13 7 16 12 | 9 0 |16 (12| 8 0
89. | C. parapsilosis 16 16 14 7 16 16 14 7 16 13 | 9 0 |16 (13| 7 0
90. | C. parapsilosis 18 16 15 6 17 16 15 6 16 14 110 | 2 |16 |14 | 10 2
91. | C. parapsilosis 16 16 14 11 16 16 14 | 11 16 14 {10 | 5 |16 |14 | 8 5
92. | C. krusei 15 12 10 4 15 12 10 4 12 10 | 4 2 |12 |10| 4 2
93. | C. albicans 22 22 19 10 22 20 19 | 10 22 17 110 | 0 | 22 |17 | 10 0
94. | C. guilliermondii 15 15 10 3 15 13 11 5 10 10 | O 0 |10 (10| O 0
95. | C. albicans 21 18 17 13 21 18 17 | 15 18 18 | 13| 3 |18 |18 | 16 3
96. | C.glabrata 19 18 14 8 19 18 16 8 17 14 | 8 7 |20 16| 9 8
97. | C. albicans 16 14 9 6 16 15 9 6 12 9 0 0 |17 (12| O 0
98. | C. parapsilosis 16 14 8 2 16 14 8 2 12 9 0 0 |12 | 8 0 0
99. | C. albicans 20 18 12 8 20 18 15 | 10 16 13 | 2 0 |21 |15] 2 0
100. | C. albicans 19 18 9 6 18 16 9 6 13 11 | 0 0 [13|10] O 0
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Anexa 8. Statistica descriptiva a markerilor stresului oxidativ, sistemului antioxidant si patternului inflamator din loturile

formate (Rstudio output)

Martor C1l C2 N1 N2 C1+N1 C1+N2 C2+N1 C2+N2
(N=12) (N=12) (N=12) (N=12) (N=12) (N=12) (N=12) (N=12) (N=12)
DAM, uM/L
Mean (SD) 5.14 (0.425) | 7.49 (0.518) | 5.51 (0.560) | 4.23 (0.362) | 3.27 (0.460) | 4.94(0.403) | 4.08(0.233) | 4.37(0.314) | 3.41(0.297)
Median (IQR) | 5.10 (0.675) | 7.55 (0.725) | 5.55 (0.825) | 4.25 (0.450) | 3.10(0.725) | 4.85(0.725) | 4.00 (0.325) | 4.40(0.525) | 3.35 (0.500)
[Min, Max] [4.60, 5.80] | [6.60, 8.20] | [4.60,6.30] | [3.70, 4.90] [2.80, 4.00] [4.50, 5.50] [3.80, 4.50] [4.00, 4.90] [3.00, 3.90]
PPOA, pM/L
Mean (SD) 35.7(2.91) | 47.7(1.79) | 375(2.49) | 34.6(2.86) 34.2 (5.03) 34.5 (3.03) 34.4 (4.93) 34.7 (2.85) 33.5 (1.92)
Median (IQR) 35.3(445) | 47.7(2.65) | 37.9(3.60) | 34.6(4.68) 32.8 (4.73) 34.6 (4.48) 33.4 (4.30) 34.6 (4.43) 33.6 (1.68)
[Min, Max] [30.8, 40.2] | [44.5,50.6] | [32.8,40.9] | [30.0, 39.1] [29.1, 47.8] [29.4, 38.6] [29.2, 48.0] [29.8, 39.0] [31.2, 38.5]
SOD, u/c
Mean (SD) 850 (6.57) 817 (21.3) 823 (7.52) 994 (7.17) 1040 (7.37) 982 (5.83) 1020 (3.57) 985 (6.09) 1020 (5.91)
Median (IQR) 851 (7.53) 819 (12.1) 823 (4.88) 991 (9.28) 1040 (7.05) 983 (6.38) 1020 (4.10) 984 (8.48) 1020 (6.03)
[Min, Max] [839, 860] [758, 844] [812, 839] [984, 1010] | [1020, 1050] [970, 992] [1010, 1030] [977, 995] [1010, 1030]
Catalaza,
uM/s.L
Mean (SD) 17.7(0.481) | 13.0(0.711) | 18.4(0.607) | 37.5(1.96) 48.1 (1.05) 21.6 (1.57) | 33.5(0.619) | 37.0(1.84) 40.1 (1.07)
Median (IQR) | 17.8 (0.600) | 13.0(0.875) | 18.3 (0.750) | 37.1(2.48) 47.9 (1.38) 21.9(2.40) | 33.7(0.725) | 37.1(2.58) | 39.8(0.450)
[Min, Max] [16.8,18.3] | [11.7,14.3] | [17.5,19.4] | [34.8,40.7] [46.8, 50.1] [19.7, 24.7] [32.1, 34.2] [34.2, 39.9] [39.3, 43.3]
AAT cu ABTS,
uM/L
Mean (SD) 137 (4.29) 149 (3.19) 158 (4.98) 142 (3.88) 154 (3.39) 138 (4.61) 152 (1.96) 139 (1.62) 159 (2.32)
Median (IQR) 138 (5.23) 150 (3.88) 158 (3.08) 141 (5.63) 153 (6.23) 138 (6.00) 152 (1.80) 139 (0.800) 160 (1.88)
[Min, Max] [130, 145] [143, 154] [144, 162] [137, 149] [150, 160] [130, 146] [150, 157] [137, 144] [153, 162]
G-S-T, nM/s.L
Mean (SD) 44.1(2.53) | 445(2.33) | 425(2.29) | 45.1(2.19) 46.3 (1.91) 44.4 (2.41) 46.0 (1.85) 44.0 (1.14) 46.2 (2.02)
Median (IQR) 44.7 (4.80) | 44.7(4.88) | 42.3(3.60) | 45.8(4.15) 46.9 (3.23) 45.2 (4.33) 46.6 (3.18) 44.4 (1.73) 46.2 (3.60)
[Min, Max] [40.0,46.9] | [41.1,47.1] | [39.7,46.6] | [41.7,47.5] [43.4, 48.5] [41.0,47.1] [43.1, 48.5] [42.1, 45.2] [43.1, 49.7]
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Martor C1 C2 N1 N2 C1+N1 C1+N2 C2+N1 C2+N2
(N=12) (N=12) (N=12) (N=12) (N=12) (N=12) (N=12) (N=12) (N=12)

GPO, nM/s.L

Mean (SD) 333(15.1) | 316(10.0) | 334(14.0) | 451(159) | 470(6.06) | 397 (14.1) | 451(16.9) | 446 (145) | 438(10.6)
Median (IQR) | 337 (6.75) | 319(13.6) | 339(4.53) | 452(8.45) | 470(3.43) | 399 (4.75) | 462 (30.0) | 449(1.38) | 437 (2.03)

[Min, Max] [288,346] | [301,329] | [296,346] | [403,462] | [454,479] | [357,416] | [422,467] | [402,462] | [430,471]

GR, nM/s.L

Mean (SD) 50.4 (10.9) | 31.7(10.8) | 52.7(10.0) | 95.5(10.3) | 169(5.67) | 61.0(6.26) | 117 (4.15) | 89.8 (4.66) | 150 (5.05)
Median (IQR) | 47.8(5.83) | 29.8(9.23) | 50.4 (5.45) | 97.4(11.8) | 169 (4.85) | 59.3(3.33) | 117 (2.25) | 91.5(2.70) | 149 (4.00)

[Min, Max] [38.6,78.6] | [21.2,61.3] | [41.7,78.8] | [75.9,107] | [158,178] | [55.8,79.5] | [111,127] | [80.1,93.2] | [146, 164]

IL-1, pg/ml

Mean (SD) 485 (1.53) | 51.4(2.82) | 47.7(1.46) | 47.7(1.60) | 47.2(1.50) | 49.6 (1.42) | 47.5(1.47) | 47.7(1.25) | 46.6 (0.997)
Median (IQR) | 48.6(2.20) | 51.0(1.35) | 48.1(2.23) | 47.6(1.40) | 47.5(1.58) | 50.1(2.33) | 47.8(1.38) | 47.6(1.40) | 46.9 (0.425)

[Min, Max] [45.1,50.4] | [48.2,59.4] | [44.7,49.5] | [44.2,50.0] | [44.0,49.0] | [46.7,51.1] | [44.2,49.2] | [45.1,49.8] | [44.0, 47.3]

TNF, pg/ml

Mean (SD) 99.3(6.63) | 101(6.23) | 96.8(6.37) | 80.0(6.73) | 79.2(4.52) | 96.1(4.69) | 82.9(4.50) | 80.5(6.83) | 82.0(2.40)
Median (IQR) | 99.1(6.28) | 102 (6.08) | 97.1(5.70) | 79.2(4.33) | 78.6(2.28) | 97.6(8.58) | 81.3(2.35) | 80.2 (4.50) | 81.6 (1.43)

[Min, Max] [90.3,113] | [92.6,115] | [88.2,111] | [71.6,94.7] | [72.3,91.5] | [89.5, 103] | [79.8,95.6] | [72.0,95.2] | [80.4,89.2]

IL-6, pg/ml

Mean (SD) 132(3.84) | 150(3.19) | 130(3.87) | 110(3.25) | 106(3.11) | 132(3.94) | 122(3.00) | 113(3.20) | 109 (3.28)
Median (IQR) | 132(5.85) | 150 (3.70) | 130(4.95) | 111(5.28) | 106(3.80) | 133(6.48) | 121(3.28) | 112(3.28) | 108 (4.30)

[Min, Max] [125,137] | [144,156] | [125,137] | [105,115] | [101,111] | [126,139] | [117,127] | [108,120] | [104,114]
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IL-10, pg/ml

Mean (SD) 58.8 (1.58) | 58.1(2.05) | 60.5(0.932) | 89.1(1.73) | 106 (3.73) | 69.4(2.12) | 83.6(1.02) | 74.8(0.375) | 102 (3.36)
Median (IQR) 58.9 (2.45) | 58.4(2.73) | 60.5(1.58) | 89.0(2.43) | 106(5.13) | 69.8(2.03) | 83.8(0.750) | 74.9 (0.600) | 102 (3.10)

[Min, Max] [55.8,61.1] | [54.2,61.3] | [59.3,61.9] | [86.5,92.3] | [99.7,110] | [64.3,72.1] | [80.8,84.7] | [74.2,75.4] | [98.9, 111]

Nota: Mean — media, median — mediana, SD — abaterea standard, IQR — abaterea intercvartila, Min — valoarea minimala, Max — valoarea

maximald, NI — extract de S. platensis (ES); N2 — preparat carotenoid cu mixoxantofila (MX); C1 - compusul chimic C19H21BrCuNsS; C2

- compusul chimic C17H19CuNsO3S; DAM — dialdehida malonica, PPOA — produse proteice de oxidare avansatd,SOD — superoxid

dismutaza, AAT — activitatea antioxidanta totald, GST — glutadion S-transferaza, GPO — glutadion peroxidaza, GR — glutation reductaza,
IL — interleukina, TNF — factorul de necroza tumorala.
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Anexa 9. Brevete de inventie

MD 4652 C1 2020.04.30

(19) Agentia de Stat 11y 4652 13 C1
pentru Proprictatea Intelectuali (51) Int.Cl: COTF 108 (2006.01)
CO7C 337408 (2006.01)
CO7C 47752 (2006.01)
ABIK 31/175 (2006.01)
ABIK 31730 (2006.01)
ABIP 31/04 (2006.01)

(12) BREVET DE INVENTIE

(21) Nr. depoxit: a 2018 0021 (45) Data publicirii hotiririi de
(22) Drata depozxit: 2018.03.22 acordare a brevetului:
2019.05.30, BOPI nr. %2019

(71) Solicitant: UNIVERSITATEA DE STAT DIN MOLDOVA, MD

(72) Inventatori: BALAN Greta, MD; BURDUNIUC Olga, MD; TAPCOV Victor, MD;
MITKEWVICH Natalia, RU; RUDIC Valenu, ML GULEA Aurclian, MD

(73) Titular: UNIVERSITATEA DE STAT DIN MOLDOVA, MD

(54) Complecsii sulfatului de cupru(ll) cu 2-2-hidroxibenziliden)-N-
(metoxifeniljhidrazincarbotivamide, care manifestd activitate antimicrobiana
fatd de microorganismele gram-pozitive

(57) Rezumat:
s l :
?' Invenpia se referd la chimic st medicma, si hidrazmcarboticamida (1) 51 2-2-
anume la un sir de compusi coordinativi hidroxibenziliden )-M-{4-metoxifenil )
§ biologic actvi i  cuprulu din clasa hidrazmcarboticarmida (1)  eu  formula
tiosemicarbazonafilor metalclor de tranzific. gencrali:
g Acegti  complecsi  manifesti  activitate ;
~l bacteriostatici 51 bactericidd inalta faja de @t“}" g (4 T
— microorganismele  gram-poritive §i  datoritd .\"{1 s :I::*k'-:xwu:ltléfluc'llli-.-.
&) acestor proprietifi pot gis: aplicare in medicing Rt . e Tz % = L, B NCH,
i vetermdne in calitate de  preparate 1 .
? antimicrobiene.
"-ﬂ" Esenta inventiei constdi in  objinerca Rezultatul invenfiel consti in obfinerea
-+ compusilor coordinativi 1111 ai sulfutului de unui ir de compusi complecsi, care manifesta
CUF""-'{_I]} o E_—ﬂ-hldl'?ﬁlbf_ﬂﬂhdm]-h{} activitate  antimicrobiand  bacteriostatica 51
: metoxifenil)hidrazincarbotioamida (1),  2+42- bactericidi fafi de microorganismele gram-
E hidroxibenziliden }-N+ 3-metoxifenil) poEitive.
Revendiciri: 2
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MD 4648 C1 2020.04.30

MD 4648 C1 2020.04.30

(19) Agentia de Stat
pentru Proprietatea Intelectuali

11 4648 13 C1

(51) Int.Cl: AGIK 317175 (2006.01)

AGIK 31/4402 (2006.01)
AGIP 31710 (2006.01)
AGIP 31704 (2006.01)
COTC 337708 (2006.01)
CO7D 213/16 (2006.01)

(12) BREVET DE INVENTIE

(21) Nr. depozit: a 2018 0079
(22) Data depozit: 2018.09.12

(45) Data publicirii hotfiririi de
acordare a brevetului:
2019.09.30, BOPI nr. %2019

(71) Solicitant: UNIVERSITATEA DE STAT DIN MOLDOVA, MD

(72) Inventatori: GULEA Auvrelian, MD: BURDUNIUC Olga, MD; BALAN Greta, MDx; RUSNAC
Roman, MD; TAPCOV Victor, MD; RUDIC Valeriu, MD

(73) Titular: UNIVERSITATEA DE STAT DIN MOLDOY A, MD

(54) Utilizare a N-ciclohexil-2-] 1-(piridin-2-il)etiliden|hidrazincarbotioamidei in
calitate de inhibitor al proliferirii microorganismelor gram-pozitive si fungilor

Candida albicans

(57) Rezumat:
1

Invenia se referd la chimie si medicind,
si anume la utilizarea compusului din clasa
tiosemicarbazonelor, care mamifesta o
activitate antimicrobland si antimicoticd inalti
5l poate gisi aplicare in medicind si veterindrie
in calitate de preparat  ou acfiune
antimicrobiand 51 antmicotici  sau  de
ingredient la  crearea medillor  nutritive
selective de cultivare a microorganismelor §i
fungilor.

Esenta invenfiel constd in utlizarca in
calitate  de  mhibitor  al  proliferdri
microorganismelor gram-pozitive s fungilor
Candida albicans a N-ciclohexil-2-[14{piridin-
Zaljetiliden Judrazincarbotioamidel oo for-
miula

2

) CH;
i
}—NI-I
s NO

Rezultatul invenfied constd in sporirea
activitifil bacteriostatice 51 bactericide fajd de
microorganismele gram-pozitive
Staphyiococcus  auwreus,  Bacillus  cereus,
Enterococcus  faecalis de 212 on s
asigurarca unei activitifi antimicotice inalte
fati de fungn Candida albicans.

Revendican: 1
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MD 4667 C1 2020.07.31

(19) Agentia de Stat 11 4667 13 C1
pentru Proprictatea Intelectuals (51) Int.Cl: COTF 1/08 (2006.01)
CO7C 47/56 (2006.01)
CO7C 21508 (2006.01)
AGIK 31/30 (2006.01)
AGIK 31/045 (2006.01)
AG1P 31/10 (2006.01)
AGIP 31/04 (2006.01)

(12) BREVET DE INVENTIE

(21) Nr. depozit: a 2018 0048 (45) Data publicirii hotfiririi de
(22) Drata depozit: 2018.06.14 acordare a brevetului:
219.12.31, BOP or. 122019

(71) Solicitant: UNIVERSITATEA DE STAT DIN MOLDOVA, MD

{72) Inventatori: GULEA Aurclian, MD: TAPCOV Victor, MD; BALAN Greta, MD:
BURDUNIUC Olga, MD

(73) Titular: UNIVERSITATEA DE STAT DIN MOLDOYVA, MD

MD 4667 C1 2020.07.31

(54) Tetrakis{|ps-2-(1-oxibutan-2-iljiminometil|-fenolato( 2-)- 0N, 0-Ouc -
tetracupru(Il), care manifesta activitate antimicrobiani si antimicotici

(57) Rezumat:
1

Invenpia se referd la chimie si medicma, s
anume la sinteza compusului coordinativ
tetranuclear de cupru din clasa saliciliden-
amimobutanclailor metalelor de tranzipie de un
nou tip structural. Acest complex manifestd
activitate antimicrobiand si antimicotica fatd de
un spectru larg de microorganisme  gram-
pozitive, gram-negative §1 micete levuriforme.
Datoriti  acestor proprictifi el poate gis
aplicare in medicind 51 veterindrie in calitate de
preparat  cu  acfiune  anfimicrobiand s
anfifungicd =au in calimte de ingredient in
crearea mediilor nutritive selective de cultivare
a microorganismelor si fungilor. - -

Esenfa invenfiei consti in  sinteza Compusul extinde arsenalul de inhibitori ai
compusului coordinativ tetranuclear de cupru - microorganismelor  gram-pozitive,  gram-
tetrakis | [ ps-2-( | -oxibutan-2-1l jiminometil |- negative 51 micetelor levuriforme, cu activitate
fenolato] 2- -0, M, 0-0h. | -tetracupru 11}, cu biologicd inaltd.
formula: Revendicin: 2

Figur: 1
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MD 4621 C1 2019.09.30

(19) Agentia de Stat
pentru Proprictatea Intelectuali

MD 4621 C1 2019.09.30

(4621 13 C1
(51) Int.Cl: CO7F 1408 (2006.01)
CO7C 337708 (2006.01)
CO7D 213786 (2006.01)
AGITK 3130 (2006.01)
A6IP 314 (2006.01)

(12) BREVET DE INVENTIE

(21) Nr. depozit: a 2018 0052
(21) Data depozit: 2018.06.28

(45) Data publicirii hotdiririi de
scordare 3 brevetului:

219.02.28, BOPL nr. 272019

(71) Solicitant: UNIVERSITATEA DE STAT DIN MOLDOWV A, MD

(72) Inventatori: BURDUNIUC Olga, MD; BALAN Greta, MD; GRAUR Vasili, MD; TAPCOY
Victor, MD; GULEA Aurclian, MD

(73) Titular: UNIVERSITATEA DE STAT DIN MOLDOVA, MD

{34) Compusi ai cuprului (IT) co 4-aliltiosemicarbazona 2-acetilpiridinei in
calitate de inhibitori ai proliferirii fungilor din specia Crppfococcus neoformans

{57y Rezumat:
l

Invenpia se referd la chimie 51 medicmi, s
anume la compusi coordinativi ai cuprulu (I1)
biologic activi din clasa tiosemicarbazonaplor
metalelor de tranzipie care pot fi aplicati in
calitate de preparate cu proprictatl anhfungice.

Esenta inveniicl consti in aceea ci se
propune  mifrato- {N-{prop-2-en- 1l }-N"-[1-
{piridin-2-il p-etiliden]-
carbamohidrazontioato } imidazolcupru

2

monohidrat 51 nitrato- {M-{ prop-2-en-1-il}-
N[ 1-{pindin-2-il petiliden]-
carbamohidrazontioato}-(3,4-
dimetilpmidinjcupru  pentru  utilizare  in
calitate de mhibiton a1 proliferam fungilor
din specia Crgptococcis neoformans.

Revendicin: 2

Fig.: |
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MD 4675 C1 2020.11.30

REPUBLICA MOLDOVA

MD 4675 C1 2020.11.30

(19) Agentia de Stat
pentru Proprictatea Intelectuali

a1 4675 a3 C1

(51) Int.Cl: CO7F 1/08 (2006.01)

CO7C 337/08 (2006.01)
CO7C 47/58 (2006.01)
AG6IK 31/30 (2006.01)
AG6IK 31/175 (2006.01)
AG6IP 31/10 (2006.01)

(12) BREVET DE INVENTIE

(21) Nr. depozit: a 2018 0088
(22) Data depozit: 2018.10.18

(45) Data publicirii hotiririi de
acordare a brevetului:
2020.02.29, BOPI nr. 22020

(71) Solicitant: UNIVERSITATEA DE STAT DIN MOLDOVA, MD

(72) Inventatori: GULEA Aurclian, MD; TAPCOV Victor, MD: CEBOTARI Diana, MD; BALAN
Greta, MD; BURDUNIUC Olga, MD; RUDIC Valermu, MD

(73) Titular: UNIVERSITATEA DE STAT DIN MOLDOVA. MD

(54) Inhibitor al proliferarii fungilor din specia Cryptococcus neoformans in baza
hidratului de cloro-{|4—(2,4-dimetilfenil)-2-(oxo0-3-
metoxibenziliden)hidrazincarbotioamido(1-)]-O,N,S}-{|4-(2.4-dimetilfenil)-5-(2-
hidroxi-3-metoxifenil)-2,4-dihidro-3H-1,2 4-triazol-3-tion|-S}cupru

(57) Rezumat:
1

Inventia se referd la chimic si medicina, si
anumec la un compus coordinativ biologic activ
de cupru din clasa tiosemicarbazonatilor
metalclor de tranzitic. Acest complex inhiba
prolifcrarca fungilor din specia Cryprococcus
neoformans. Datorita acestor proprictagi el
poate gasi aplicare in medicina si veterindric in
calitate de preparat antifungic.

Conform inventici, se revendica utilizarca
in calitate de inhibitor al proliferarii fungilor
din specia Cryptococcus neoformans a
hidratului de  cloro-{[4~(2.4-dimetilfenil)-2-
(oxo0-3-
metoxibenziliden )hidrazincarboticamido( 1-)}-
ON.S}-{[442.4-dimculfenil)-5-(2-hidroxi-3-
metoxifenil)}-2.4-dihidro-3H- 1.2 4-triazol -3-
tion]-S}cupru cu formula:

2

007 %n\l‘
e

NH_ Y s
\/ f -@ =
LN An CH,
" JO
o O e

- .

Rezultatul tchnic al invenfici consti in
obtincrea compusului coordinativ de cupru cu
liganzi micgti, carc manifesta  activitate
antimicotica fati de fungii din specia
Cryptococcus neoformans.

Revendicirn: 2

Figur:: 1
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MD 4712 B1 2020.09.30

MD 4712 B1 2020.09.30

REPUBLICA MOLDOVA

(19) Agentia de Stat
pentru Proprietatea Intelectuali

an4712 a3 B1

(51) Int.Cl: A61K 31/60 (2006.01)

A6IK 31/30 (2006.01)
A6IK 31/16 (2006.01)
A61P 31/10 (2006.01)
C07C 65/10 (2006.01)
CO7F 1/08 (2006.01)

CO7F 3/00 (2006.01)

A61P 31/04 (2006.01)

(12) BREVET DE INVENTIE

In termen de 6 luni de la data publicirii mentiunii privind hotirirea de acordare a brevetului de
inventie, orice persoani poate face opozitie la acordarea brevetului

(21) Nr. depozit: a 2019 0081
(22) Data depozit: 2019.11.13

(45) Data publicirii hotiririi de
acordare a brevetului:
2020.09.30, BOPI nr. 92020

(71) Solicitanti: INSTITUTUL DE CHIMIE AL MECC, MD: UNIVERSITATEA DE STAT DIN

MOLDOVA, MD

(72) Inventatori: GORINCIOI Viorina, MD; LOZAN Vasike, MD: BURDUNIUC Olga, MD;
BALAN Greta, MD; TAPCOV Victor, MD; GULEA Aurelian, MD

(73) Titulari: INSTITUTUL DE CHIMIE AL MECC, MD; UNIVERSITATEA DE STAT DIN

MOLDOVA, MD
(74) Mandatar autorizat: JOVMIR Tudor

(54) Utilizarea tetrasalicilatului de bariu-cupru in calitate de inhibitor al
proliferarii fungilor Cryptococcus neoformans

(57) Rezumat:
1

Inventia se refera la chimic si medicina,
si anumec la utilizarca unui compus coordinativ
biologic activ din clasa carboxilatilor
heterometalici, care selectiv inhiba proliferarca
fungilor Cryptococcus neoformans si poate
gasi aplicare in medicind § veterinaric la
profilaxia si tratarca micozelor.

Esenta inventicl consta in utilizarca in
calitate de inhibitor al proliferarii fungilor
Cnyptococcus  neoformans a  compusului

"
heterobinuclear aqua-2xO-tetrakis(N.N-
dimetilacetamid- | xO)-tetrakis{ u-salicilato-
1xO:2x07bariu( 1) cupru(I1).

Rezultatul tchnic al mventiel consti in
stabilirca la compusul sus-indicat a activitagi
fungistatice §i fungicide fata de fungn
Cryptococcus  neoformans i limitele
concentratiilor de 0,10...0,20 pg/mL.

Revendican: 1
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MD 4708 B1 2020.08.31

MD 4708 B1 2020.08.31

MOLDOVA

0

REPUBLICA

(19) Agentia de Stat
pentru Proprietatea Intelectuala (51) Int. (.'(ll: lc),;‘;.oﬁ /0(;3()22)1. 01)
CO7D 213/53 (2006.01)
CO7C 337/08 (2006.01)
A6IK 31/175 (2006.01)
A6IP 31/10 (2006.01)

(12) BREVET DE INVENTIE

In termen de 6 luni de la data publicarii mentiunii privind hotirirea de acordare a brevetului de
inventie, orice persoani poate face opozitie la acordarea brevetului

(21) Nr. depozit: a 2019 0044 (45) Data publicarii hotaririi de
(22) Data depozit: 2019.05.30 acordare a brevetului:
2020.08.31, BOPI nr. 8/2020

(71) Solicitant: UNIVERSITATEA DE STAT DIN MOLDOVA, MD

(72) Inventatori: GULEA Aurelian, MD; FUIOR Arcadie, MD; FLOQUET Sebastien, FR;
BURDUNIUC Olga, MD; TAPCOV Victor, MD; TODERAS lon, MD

(73) Titular: UNIVERSITATEA DE STAT DIN MOLDOVA, MD

(54) Bis(p2-sulfido)-bis{|N-ciclohexil-N'-(1-piridin-2-il)-
etiliden|carbamohidrazontioato-(N,N,S)-oxomolibden} sescvihidrat care
manifestd proprietiiti de inhibitor al proliferirii fungilor levuriformi

(57) Rezumat:
1 2
Inventia se referd la chimie si medicina, = b
si anume la sinteza unui compus coordinativ al O\
molibdenului(V) biologic activ din clasa NH Z
tiosemicarbazonatilor metalelor de tranzitie. & |
Acest con'\pl.ex in!xib."i proliferarefi fgngilor A\{ $ s N\ /;)
lcwnfor,m sl ({alﬁl(ﬁ acestor Propnet.éu poate N-I§vi‘0< >Mu-N‘ ASHO
gasi aplicare in medicind si veterindrie in O N S s’ N
calitate de preparat antifungic. JS,/\j
Conform inventiei, se revendicd Z HN
compusul bis(y:-sulfido)-bis {[N-ciclohexil-N - \O
(1-piridin-2-il)- B ]
etiliden]carbamohidrazontioato-(N.N.S)-
oxomolibden} sescvihidrat cu formula: Compusul mentionat At
proprietdti de inhibitor al proliferarii fungilor
levuriformi.
Revendicari: 2
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MD 4696 C1 2021.02.28

REPUBLICA MOLDOVA

(19) Agentia de Stat
pentru Proprietatea Intelectuala

114696 13 C1
(51) Int.Cl: A6IK 31/175 (2006.01)
A6IK 31/155 (2006.01)
A61K 31/30 (2006.01)
A61P 31/10 (2006.01)
CO7F 1/08 (2006.01)
CO7C 337/08 (2006.01)

(12) BREVET DE INVENTIE

(21) Nr. depozit: a 2019 0027
(22) Data depozit: 2019.04.04

(45) Data publicarii hotararii de
acordare a brevetului:
2020.05.31, BOPI nr. 5/2020

(71) Solicitanti: INSTITUTUL DE CHIMIE. MINISTERUL EDUCATIEIL CULTURII SI
CERCETARIL MD; UNIVERSITATEA DE STAT DIN MOLDOVA, MD

(72) Inventatori: JOVMIR Tudor, MD; BURDUNIUC Olga, MD: POPA Tatiana, MD; DRUTA
Vadim, MD; GULEA Aurelian, MD; LOZAN Vasile, MD

(73) Titulari: INSTITUTUL DE CHIMIE, MINISTERUL EDUCATIEI, CULTURII $I
CERCETARII, MD; UNIVERSITATEA DE STAT DIN MOLDOVA, MD

(74) Mandatar autorizat: JOVMIR Tudor

(54) Compus hidrosolubil 2,6-bis(S-metilizotiosemicarbazidometiliden)-4-
metilfenolato-tricloro-dicupru-hidrat pentru utilizare in calitate de remediu
antimicotic

(57) Rezumat:
1
Inventia se referd la utilizarea unui
compus coordinativ binuclear de cupru in baza _' 2+
de izotiosemicarbazone hidroxiaromatice in
calitate de remediu antimicotic §i poate fi

(5]

MD 4696 C1 2021.02.28

aplicatd in medicina.

Compusul  binuclear de cupru(Il)
hidrosolubil cu formula [Cux(u-H:DF-T))-p-
ClICL'H,O, unde H.DF-T, reprezinta bis(S-
metilizotiosemicarbazona) 2.6-diformil-4-
metilfenolului:

| ' 1 1o

\/\/\

- /\/\)\

posedi o activitate antimicotici pand la
concentrafii minime de 2...8 pg/mL.

Compusul binuclear de cupru sus-
mentionat poate fi aplicat sub forma de solutii
apoase diluate pentru combaterea diferitor
micoze.

Revendicari: 1

305



MD 4742 B1 2021.02.28
MOLDOVA

Q)

REPUBLICA

£

(19) Ag_entia de Stat (1) 4742 (13) B1
o (51) Int.Cl: A61K 31/60 (2006.01)
AGIK 31/295 (2006.01)
A61P 31/10 (2006.01)
CO7F 15/02 (2006.01)
A61P 31/04 (2006.01)

(12) BREVET DE INVENTIE

In termen de 6 luni de la data publicarii mentiunii privind hotirirea de acordare a brevetului de
inventie, orice persoana poate face opozitie la acordarea brevetului

(21) Nr. depozit: a 2019 0082 (45) Data publicarii hotaririi de
(22) Data depozit: 2019.11.15 acordare a brevetului:
2021.02.28, BOPI nr. 2/2021

(71) Solicitanti: INSTITUTUL DE CHIMIE, Ministerul Educatiei, Culturii §i Cercetarii, MD;
UNIVERSITATEA DE STAT DIN MOLDOVA, Ministerul Educatiei, Culturii si
Cercetarii, MD
(72) Inventatori: GORINCIOI Viorina, MD: LOZAN Vasile, MD; BURDUNIUC Olga, MD;
BALAN Greta, MD; TAPCOV Victor, MD; GULEA Aurelian, MD
(73) Titulari: INSTITUTUL DE CHIMIE, Ministerul Educatiei, Culturii si Cercetérii, MD;
UNIVERSITATEA DE STAT DIN MOLDOVA, Ministerul Educatiei, Culturii si
Cercetarii, MD
(74) Mandatar autorizat: JOVMIR Tudor

MD 4742 B1 2021.02.28

(54) Utilizarea clusterului de oxohepta(salicilat)trifier(I11I)—polisolvat in calitate
de inhibitor al proliferirii fungilor din specia Cryptococcus neoformans

(57) Rezumat:
1 2

Inventia se referd la chimie §i medicina, o,
si anume la utilizarea unui compus coordinativ (ﬁ)g
biologic activ din clasa carboxilatilor metalelor @ H o5 HO @ I
de tranzitie, care selectiv inhibd proliferarea o] .(“4;" ’
fungilor din specia Cryptococcus neoformans @ 0"/[ oy @ o
si datoritd acestor proprietiti poate gasi on 0\}\/0\)' 9 no 'I § O
aplicare in medicina si veterindrie la profilaxia w07}, 0074 Son; o
sl tratarea micozelor. Ho, OH

Esenta inventiei constd in utilizarea in 6

calitate de inhibitor al proliferdrii fungilor din

specia Cryptococcus neoformans al Rezultatul tehnic al inventiei constd in

ohenta(salicilat)trifier(IIN-polisolvat stabilirea la clusterul de
:;np?;((i:a tcalatyrifer (1) -pohimiva a oxohepta(salicilat)trifier(IlT)—polisolvat a
[Fe"0(SalH)(H20):]-(DMAA)a(H:0)2 4(CHs acliv.i.l:'ni.i ﬁmgismice si fungicide fata qe
OH)(THF)s, unde SalH reprezintd acidul fungii din specia Cryptococcus neoformans in
salicilic ~ monodeprotonat, DMAA - limitele concen.tr_a(_ulor 0,08...0,16 pg/mL.
dimetilacetamida, THF - tetrahidrofuranul, Reveridiches: 1
totodata clusterul are urmdtoarea formula
structurala:
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Int. Cl.: A61K 33/38 (2006.01)

B82B 3/00 (2006.01)

C01G 5/00 (2006.01)

AG61P 31/10 (2006.01)
5 2022 0053
2022.08.12
IP  UNIVERSITATEA DE STAT DE
MEDICINA S| FARMACIE _NICOLAE TESTE-
MITANU" DIN REPUBLICA MOLDOVA, MD;
AGENTIA NATIONALA PENTRU SANATATE
PUBLICA AL MINISTERULUI SANATATII AL
REPUBLICII MOLDOVA, MD
BURDUNIUC Olga, MD; COSERI Sergiu, RO;
MARES Mihai, RO; BILIUTA Gabriela, RO:
NASTASA Valentin, RO; BOSTANARU-
ILIESCU Andra-Cristina, RO
Procedeu de obtinere a materialelor pe
bazd de nanoparticule de argint cu
activitate antifungica
Inventia se refera la nanotehnologie si
medicind, in special la un procedeu de ob-
{inere a materialelor pe baza de nanoparticule
de argint, stabilizate cu derivali celulozici cu
activitate antifungica.
Esenia inventiei constd In aceea cd se
prepara o solufie de azotat de argint cu
concentratia de 0,01 M prin dizolvarea lui in
apd bidistilatd sau dimetilsulfoxid, de ase-
menea, se prepara o solutie cu concentratia
de 1% de un derivat celulozic In apa
bidistilata sau dimetilsulfoxid, apoi In solutia
cu derivatul celulozic se adaugd solutie de
azotat de argint intr-un raport volumic de 4:1,
care se agitd continuu, timp de 2 ore, la
temperatura camerei. In calitate de derivat
celulozic se utilizeaza hidroxipropilceluloza,
metilceluloza, efiicelulozd sau acetat de
celuloza.

Revendicari: 2
Figuri: 2

Process for producing materials based on
silver nanoparticles with antifungal activity
The invention relates to nanotechnology and
medicine, in particular to a process for
producing materials based on siver
nanoparticles  stabilized by cellulose
derivatives with antifungal activity.

Summary of the invention consists in that it is
prepared a silver nitrate solution with a
concentration of 0.01 M by dissolving it in
bidistilled water or dimethyl sulfoxide, it is also
prepared a solution with a concentration of
1% of a cellulose derivative in bidistilled water
or dimethyl sulfoxide, then to the solution with
the cellulose derivative is added silver nitrate

(54)

(57)

solution in a volume ratio of 4:1, which is
continuously stired for 2 hours, at room
temperature. As cellulose derivative is used
hydroxypropylceliulose, methylcellulose,
ethyicellulose or cellulose acetate.

Claims: 2
Fig: 2

Cnoco6 nony4eHMs marepuanos Ha
ocHoBe HaMowacTMy cepebpa ¢ auTmk-
rprGKOBON AKTHBHOCTLIO

MaobpeteHrwe OTHOCHTCA K HAHOTEXHONOMMK ¥
MegMUMHE, B 4acTHOCTHM X chocoby nony-
YOHUR METEPWancB Ha OCHOBE HAHOYaCTWY
cepebpa, CTabUNUaMpOBaHHEIX NPOM3BOA-
HEIMK LeNmonoasl ¢ aHTWpwbroBo# axTus-
HOCTEH.

CywHocTh 1w3o6peTesnn COCTOMT B TOM, HTO
NPUroTSENMBAIOT pacTeop HMTpaTta cepebpa c
koHueHTpauyueih 0,01 M nytem ero pacTeo-
peHrA 8 GUANCTUNNNPOBAEHHOR BOAE MNK an-
MEeTUNCYNLOoKCHAe, TAKKE NPUrOTABNNBAIOT
PacTeop C xoHueHTpauxen 1% npowasogworo
yenmonoasl 8 GMAUCTMNNMPOBAHHOW Boae
WNK gumeTncynsoKcHae, 3aTeM B pacTeop
C NPoX3BOgHEIM Uennonoas  aobasnsoT
pacreop HMTpara cepebpa B8 oOveMmHOoM
COOTHOWEHWN 4:1, XOTOpeIR  HenpepeIBHO
NepeMellnBaloT B TE4YeHWe 2 4acos, Npu xom-
HaTHOW Temneparype. B kasectee npownaso-
AHOMO UEeNmono3kl KCNONLIYIOT FMgPOXCHMNpo-
NUNUENION03Y, METHNLENMHONo3y, 3THNyen-
NKN03Y UK BUETAT LENTNo3L.

M. dopmynei: 2
Qur.: 2
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Anexa 10. Certificate de inovator
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Republica Moldova
Ministerul Sanatatii

= | CERTIFICAT o INOVATOR | |
¢ Nt 5966 A

Pentru inovatia cu titlul

Metoda de crestere a gradului de
constientizare la copii cu privire la
prevenirea rezistentei la antimicrobiene

Inovatia a fost inregistrata pe data de

la Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie
“Nicolae Testemitanu”

Se recunoaste calitatea de autor(i)

- ANTON Maria, PERJERU Maria, LOZNEANU Irina,
TAPU Livia, CROITORU Citilina, :
ALAN Greta, BURDUNIUC Olga
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Republica Moldova
Ministerul Sinatitii,
Muncii si Protectiei Sociale

 CERTIFICAT pe INOVATOR | = |

Pentru inovatia cu titlul
PROCEDEU DE DETERMINARE A AW
ACTIVITATII ANTICOMPLEMENTARE A | 3
MICROORGANISMELOR |

&)
b
.:.
Zerds
“ e
Sk -

Inovatia a fost inregistratd pe data de 05 Mai 2021
la Universitatea de Stat de Medicind si Farmacie
“Nicolae Testemitanu™

Se recunoagte calitatea de autor(i)

BALAN Greta, BURDUNIUC Olga,
RUDIC Valeriu

= i*”
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Republica Moldova
Ministerul Sandititii,
Muncii i Protectiei Sociale

CERTIFICAT »E INOVATOR

Nr. 5845

Pentru inovatia cu titlul
PROCEDEU DE DETERMINARE A
ACTIVITATII ANTILIZOZIM A
MICROORGANISMELOR

Inovatia o fost inregistratd pe data de 07 Mai 2021
la Universitatea de Stat de Medicind §i Farmacie
“Nicolac Testemitanu™

Se recunoaste calitatea de autor(i)

BALAN Greta, BURDUNIUC Olga,
J L mta, RIMIS Constantin

‘w,

07 Mai 2021

% i 5/”‘*7
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CREATMITY AND NNOVATION

2018

|

IAS1 - ROMA
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NIA
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COPPER CONTAINING AGENTS WITH ANTIBACTERIAL ACTIVITY

AGAINST GRAM POSITIVE MICROORGANISMS

Balan Greta, Burduniuc Olga, Tapcov Victor, Mitkevich Natalia, Rudic

Valeriu, Gulea Aurelian

President of International Jury President of Exhibition

Dr.Eng. Mow“n ABDULLAH Prof. lon SANDU
; S
Z /'\/'
iy *
sier ¥IY w Hra @ e
May1g, 2018 §7. SRV [y e A

' f PR

= =

51 INOVARI "
e "muu“

CERCETARI ROMANIA

EURO

INVENT
AN B
2018

%X@ELLEN@E

IAS1- ROMANIA

{,

INHIBITOR OF INCREASE AND MULTIPLICATION OF THE FUNGI

Burduniuc Olga, Balan Greta, Rusnac Roman,

Tsapkov Victor, Grossu Trofim, Rudic Valeriu, Gulea Aurelian

President of International Jury President of Exhibition

Dr.Eng. Mohd Musta akrl ABDULLAH Prol lon SANDU _
_D—ﬁ_:— ~E f)/o#’
S 3 ]T!“' 5 HFa @ 0
May 19, 2018 o NTERTATOuAL rEveRs 1];]

OF WYENTORY AVSOCIATIONS
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Se acorda

Dela

Pentru

SALONUL INTERNATIONAL AL CERCETARI STINTIFICE, INOVARII SI INVENTICH

PRO INVENT

EDITIA XVII, 20-22 MARTIE 2019
CLUJ-NAPOCA

DIPLOMA

DE EXCELENTA

Greta BALAN, Olga BURDUNIUC, Victor TAPCOV, Natalia MITKEVICI,
Valeriu RUDIC, Aurelian GULEA

Universitatea de Stat din Moldova (Chisindu)

AGENTII CARE CONTIN CUPRU CU ACTIVITATE ANTIBACTERIANA IMPOTRIVA
MICROORGANISMELOR GRAM-POZITIVE

PRESEDINTELE SALONULUI, PRESEDINTELE JURIULUI,
Prof. dr. ing. VASHLE TOPA Prof. dr. ing. RADU MUNTEANU
Rector al Univwy i Tehnice dip Cluj-Napoca
ti - - Boohe rtion—

IPHACL2010
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NATIONAL INSTITUTE
OF INVENTICS, tAS!

e Offered to

BURDUNIUC OLGA, MBALAN GRETA, TSAPKOV VICTOR,
RUSNAC ROMAN, RUDIC VALERIU, GULEA AURELIAN

State University of Medicine and Pharmacy ,,Nicolae Testemitanu”,
State University of Moldova,National Agency for Public Health, Republic of Moldova

MOLECULAR INHIBITORS AGAINST CANDIDA
ALBICANS AND GRAM-POSITIVE BACTERIA
in recognition of high scientific contribution and loyalty to
the XXIII-th INTERNATIONAL EXHIBITION OF INVENTICS

INVENTICA 2019

lasi, Romania

GENERAL MANAGER
NATIONAL INSTITUTE OF INVENTICS
26-28 June 2019 Prof. Neculai SEGHEDIN PhD

> < o
“GHEORGHE ASACHI™
TEHNICAL UNIVERSTY, IASI

1%7- MEDAL INVENTICA 2020

NATIONAL INSTITUTE
OF INVENTICS, 1A§1

Offered to

/— -
y TUDOR JOVMIR, TATIANA POPA, GRETA BALAN, OLGA BURDUNIUC,
LUCIAN LUPASCU, VADIM DRUTA, AURELIAN GULEA, VASILE LOZAN

Moldova State University

WATER-SOLUBLE DICOPPER COMPLEX
HAVING ANTIMICROBIAL ACTIVITY

in recognition of high scientific contribution and loyalty to
the XXIV-th INTERNATIONAL EXHIBITION OF INVENTICS

INVENTICA 2020

lasi, Romania
GENERAL MANAGER

NATIONAL INSTITUTE OF INVENTICS
29-31 July 2020 Prof. Neculai SEGHEDIN PhD

S
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MINISTRY OF RESEARCH AND INNOVATION

ROMANIA

T8 20N CHARATIG AT

DIPLOMA

half of the Scientific Community of R
o tﬂs@lomisawardedb
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MINISTRY OF RESEARCH AND INNOVATION

ROMANIA

T8 20N CHARATIG AT

DIPLOMA

half of the Scientific Community of R
o tﬂs@lomisawardedb
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EUROINVE NT IAS:*ROMANIA

EUROPEAN EXHIBITION OF CREATIVITY AND INNOVATION J

X

under the patronage of

MINISTERUL CERCETARII,
INOVARII §1 DIGITALIZARII

DIPLEMA 2023

Procedure for obtaining materials based on silver

nanoparticles with antifungal activity
Olga Burduniuc, Sergiu Coseri, Mihai Mares, Gabriela Biliutd,
Valentin Naistasd, Andra-Cristina Bostanaru-Iliescu

MEDICINE@ AWARD

President of International Jury President of Scientific Committee
Prof.Dr.Eng. MohMus J 1 Bakri ABDULLAH ;WU/
\J,, Z ’ ;'
eel 9T
éM% * * tIIFIA % r €7 EURC
May 13, 2023 Eulonnlscr B :r::nmmnu II n INVLI
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Anexa 12. Medalii de aur

DIPLOMA
Eureka!

THE WORLD EXHIBITION ON INVENTIONS,
RESEARCH AND NEW TECHNOLOGIES

Moldova

BURDUNIUC Olga, BALAN Greta, RUSNAC Roman, TAPCOV Victor, GROSSU
Sergiu, RUDIC Valeriu, GULEA Aurelian




Diploma

GOLD MEDAL
INVENTICA 2018

Offered to Mr [ Ms

National Public Health Agency, State University Of Moldova,
State University Of Medicine And Pharmacy ,,Nicolae Testemitanu”

INHIBITOR OF INCREASE AND MULTIPLICATION OF THE FUNGI

BURDUNIUC OLCA, BALAN GRETA,
RUSNAC ROMAN,
TSAPKOV VICTOR, GROSSU TROFIM, RUDIC VALERIU,
GULEA AURELIAN

in recognition of high scientific contribution
and loyalty to the XXil-th International Salon of Research,
Innovation and Technological Transfer

INVENTICA 2018

lasi, Romania,
27 -29 June 2018

MANAGER
NATIONAL INSTITUTE OF INVENTICS
Prof. Neculai SEGHEDIN PhD

et |
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Diploma

GOLD MEDAL
INVENTICA 2018

Offered to Mr /| Ms

State University Of Moldova,
State University Of Medicine And Pharmacy
»Nicolae Testemitanu”, National Public Health Agency,
Institute Of Microbiology And Biotechnology

COPPER CONTAINING AGENTS WITH ANTIBACTERIAL
ACTIVITY AGAINST GRAM POSITIVE MICROORGANISMS

BALAN GRETA, BURDUNIUC OLGA,
TAPCOV VICTOR, MITKEVICH NATALIA, RUDIC VALERIU,
GULEA AURELIAN

in recognition of high scientific contribution
and loyalty to the XXII-th International Salon of Research,
Innovation and Technological Transfer

INVENTICA 2018

lasi, Romania,
27 -29 June 2018

MANAGER
NATIONAL INSTITUTE OF INVENTICS
Prof. NeCUlai\SEGHEDlN PhD

— -

) S

— -
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SHINOVARI
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L\/ (( ) J‘ H_ J ‘ I Jr J - 4 is awarded to

COPPER CONTAINING AGENTS WITH ANTIBACTERIAL ACTIVITY
AGAINST GRAM POSITIVE MICROORGANISMS

Balan Greta, Burduniuc Olga, Tapcov Victor, Mitkevich Natalia, Rudic
Valeriu, Gulea Aurelian

President of International Jury President of Exhibition
Dr.Eng. Mohd Mustafg akri ABDULLAH Prof. lon SANDU

—

s ¥IINY
May 19,2018 W™ R

s

Boufa

MINISTERUL
EDUCATIEI §1

| Nvgq? CERCETARII
12 EDITION //
EUROPEAN EXHIBITION OF !/) ot N 2o
CREATIVITY AND INNOVATION
¥ - 2020 51 N

{ ONLINE

OF 5

GOLD MEDA]L

IAS| - ROMANIA
WATER-SOPLUBLE DICOPPER COMPLEX HAVING SELECTIVE ANTIMICROBIAN
ACTIVITY AGAINST MEDICAL AND AGRICULTURAL PATHOGENS

JOVMIR Tudor, POPA Tatiana, LUPASCU Lucian, BALAN Greta, BURDUNIUC Olga,
GULEA Aurelian, LOZAN Vasile

President of International Jury President of Exhibition
Dr.Eng. Mohd Mustaf@ ATjBakri ABDULLAH i '?W"/S;A,@L
= ;\%& ' / ety
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MEDALIA
DE AUR

pentru inventia
INHIBITOR OF INCREASE AND ULTIPLICATION OF THE FUNGI

a 8 v .o.ir s

Burduniuc Olga, Balan Greta, Rusnac Roman, Tsapkov Victor,Grossu
Trofim, Rudic Valeriu,GuleaAurelian
kmstitugla
UNIVERSITATEA DESTAT DIN MOLDOVA
UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA SI FARMACIE,, NICOLAE
TESTEMITANU”

NATIONAL PUBLIC HEAKTH/ CY
Republica M/o‘tdova )

Presedinte juriu b0 708
Radu eca \ y
\ S .::.\.\- /\)
. S :

Data 15 iunie 2018~
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MOLECULAR INHIBITORS AGAINST CANDIDA
ALBICANS AND GRAM-POSITIVE BACTERIA

a u.t.o.r.i

BURDUNIUC OLGA, BALAN GRETA, TSAPKOV VICTOR,
RUSNAC ROMAN, RUDIC VALERIU, GULEA AURELIAN

i'n s tN_L.ust i a
NATIONAL AGENCY FOR PUBLIC HEALTH
STATE UNIVERSITY OF MOLDOVA
STATE UNIVERSITY OF MEDICINE AND PHARMACY ,,NICOLAE TESTEMITANU”

Presedinte juriu Presedinte salon
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COPPER CONTAINING AGENTS WITH ANTIBACTERIAL
ACTIVITY AGAINST GRAM POSITIVE MICROORGANISMS

a. W ‘t0- Y
Balan Greta, Burduniuc Olga, Tapcov Victor, Mitkevich Natalia, Rudic Valeriu,
Gulea Aurelian
I'ns t:ttutia

UNIVERSITATEA DESTAT DIN MOLDOVA
UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA SI FARMACIE,, NICOLAE

TESTEMITANU"
NATIONAL PUBLIC HEALTH AGENCY
INSTITUTE OF MICROBIOLOGY AWOLOGY
(\, P . \;.‘
Presedinte juriu / /' - \ \;re;edinte salon
9 NE >4 2
Radu/Dimeca g\ Remi RADULESCU
I 3 "A\v“\_\ 1 /\1)
. Data 15 iunie 20 A 7
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SALONUL INTERNATIONAL DE

) INVENTIL ¢

Y INOVATI ¢

~TRAIAN VUIA” ) TIMISOARA

SE ACORDA

pentru itnvienjpia
Inhibitor of the proliferation of fungi of the species
Cryptococcus neoformans

aut ori

AURELIAN GULEA, VICTOR TAPCOV, DIANA CEBOTARI,
GRETABALAN, OLGA BURDUNIUC, VALERIU RUDIC

ins tit wnfila

UNIVERSITATEA DE STAT DIN MOLDOVA

Presedinte juriu Presedinte salon

Andrei SON i RADULESCU
Data 14 octombrie 2021 ‘
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International Exhibition INVENTCOR
|1 edition, 16-18.12.2021, Deva, Romania

Arcadie FUIOR; ebasttéi,/iLOQUET, Emmanuel CADOT,

Victor T KOV, Olga _ URDUNIUC, Ion TODERAS,
7 Au;'(eﬂ';;xGULEA

y MOLDOVA STATE UNIVERSITY
- | . i -/ -
/\\& o5

Salon president, Jury president,
Associate Professor Corneliu BIRTOK BANEASA Professor Aurel Mihail TITU
=S =
=L : ”
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SALONUL INTERNATIONAL DE

MEDALIA
SE ACORDA DE AUR
pentru inventia

NEW MOLYBDENUM COORDINATION COMPOUNDS
WITH IMPORTANT BIOLOGICAL ACTIVITIES / NOI
COMPUSI COORDINATIVI A MOLIBDENULUI CU
ACTIVITATI BIOLOGICE IMPORTANTE
a. =t o ri
Arcadie FUIOR, Sebastien FLOQUET, Emmanuel CADOT, Volga BURDUNIUC,
Victor TSAPKOV, Ion TODERAS, Aurelian GULEA

institutia
UNIVERSITATEA DE STAT DIN MOLDOVA

Presedinte salon

Remi RADULESCU

Presedinte juriu \ &)
Camelia MARINESCU \ O\
NA

Data 15 octombrie 2020 .
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“GHEORGHE ASACHI® 4 °
TEHNICAL UNIVERSTY, IAS1

&- MEDAL INVENTICA 2020

NATIONAL INSTITUTE
OF INVENTICS, 1A$1

Offered to

AURELIAN GULEA, VIORINA GORINCHOY, OLGA BURDUNIUC,
VICTOR TSAPCOV, GRETA BALAN, VASILE LOZAN

Moldova State University

INHIBITORS OF THE PROLIFERATION OF
FUNGI OF THE SPECIES CRYPTOCOCCUS NEOFORMANS

in recognition of high scientific contribution and loyalty to
the XXIV-th INTERNATIONAL EXHIBITION OF INVENTICS

INVENTICA 2020

lasi, Romania
GENERAL MANAGER

NATIONAL INSTITUTE OF INVENTICS
29-31 July 2020 Prof. Neculai SEGHEDIN PhD

EUROINV E NT IASlkROMAN'A

EUROPEAN EXHIBITION OF CREATIVITY AND INNOVATION /

lgTION ) ¥
DIP MA 2023

GOLD MEDAL

Procedure for obtaining materials based on silver nanoparticles
with antifungal activity
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Anexa 13. Medalii de argint

CDiploma, of Ecellence

SILVER MEDAL

Offered to

AURELIAN GULEA, VICTOR TAPCOV, DIANA CEBOTARI,
GRETA BALAN, OLGA BURDUNIUC, VALERIU RUDIC

Moldova State University

INHIBITOR OF THE PROLIFERATION OF FUNGI OF
THE SPECIES CRYPTOCOCCUS NEOFORMANS

in recognition of high scientific contribution and loyalty to
the XXV-th INTERNATIONAL EXHIBITION OF INVENTICS

INVENTICA 2021

lasi, Romania

GENERAL MANAGER
NATIONAL INSTITUTE OF INVENTICS

23-25 June 2021 Prof. Neculai-Eugen SEGHEDIN PhD

Nr. 1245.31/FIESC/28.05.2021

\'l Universitatea
Stefan cel Mare MINISTERUL EDUCATIEI
usu Suceava

Innovation and Creative Education Fair for Youth ICE-USV — vt Edition

SILVER MEDAL

For the project:

INHIBITOR OF THE PROLIFERATION OF FUNGI OF THE SPECIES
CRYPTOCOCCUS NEOFORMANS

authors: Aurelian GULEA, Victor TAPCOV, Diana CEBOTARI, Greta
BALAN, Olga BURDUNIUC, Valeriu RUDIC

from: Universitatea de Stat din Moldova

Commigtgg Chairman, On behalf of Scient'/ic Committee,
[prof. Mihdi-DIMIAN prof. Dan Layfatiu, MILICI
G - Suceava, May 2021
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AGENTIA DE STAT

- PENTRU PROPRIETATEA
INTELECTUALA
A REPUBLICH MOLDOVA

MOLDOVA

Expozitia Internationald Specializatd

INFOINVENT”

Editia a XVI-a

DIPLOMA

MEDALIA DE ARGINT

se acordd

AURELIAN GULEA, OLGA BURDUNIUC, GRETA BALAN,
VICTORTAPCOV, ROMAN RUSNAC, VALERIU RUDIC

pentru

UTILIZAREA N-CICLOHEXIL-2-[1-(PIRIDIN-2-IL)ETILIDEN]JHIDRAZINCARBO-
TIOAMIDEI IN CALITATE DE INHIBITOR AL PROLIFERARII MICROORGANIS-
MELOR GRAM-POZITIVE $| FUNGILOR DIN SPECIA CANDIDA ALBICANS

PRESEDINTELE
COMITETULUI ORGANIZATORIC

/ _ PRESEDINTELE JURIULUI
A (

20-23 noiembrie 2019,
Chigindu, Republica Moldova
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Anexa 14. Medalii de bronz

Expozitia Internationald Specializatd

INFOINVENT”

Editia a XVll-a

DIPLOMA

se acorda

Aurelian Gulea, Victor Tapcov, Diana Cebotari,
Greta Balan, Olga Burduniuc, Valeriu Rudic

pentru
Nou agent antifungic sintetic

S Cpem—.
ETJgeniu RUSU,
Presedintele Svetlana COJOCARU,
Comitetului organizatoric Pregedintele Juriului

17-20 noiembrie 2021,
Chigindu, Republica Moldova
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Anexa 15. Ordin Dispozitia Ministerului Sanatitii al Republicii Moldova nr-1 din 03.01.2022

Cu privire la pilotarea Programului de utilizare rationala a antimicrobienelor (stewardship

antimicrobian)

MINISTERUL SANATATII AL REPUBLICII
MOLDOVA

ORDIN
mun. Chisindu

o L3 " ianuoriy 2022 or.__ L

Cu privire la pilotarea Programului
de utilizare rationald a antimicrobienelor
(stewardship antimicrobian)

in scopul realizirii prevederilor art. 3 si art. 20 din Legea ocrotirii sanitilii
nr. 411-XI11I din 28 martie 1995 cu modificérile si completérile ulterioare, art. 51
din Legea privind supravegherea de stat a sindtitii publice nr. 10/2009, si in
temeiul Regulamentului cu privire la organizarea §i functionarea Ministerului
San#tAfii, aprobat prin Hotirrea Guvernului Republicii Moldova nr. 148/2021,

ORDON:

1. Organizarea si implementarea incepind cu 3 ianuarie 2022, pilotarea
Programului privind utilizarea rationald a antimicrobienelor (stewardship
antimicrobian) in institutiile medico-sanitare publice.

2. Aprobarea:

1) Regulamentului de organizare si funciionare a Comitetului national §i
institufional pentru pilotarea Programului privind utilizarea rafionald a
antimicrobienelor (stewardship antimicrobian), conform anexei nr. 1;

2} Listei membrilor Comitetului national pentru pilotarea stewardship-ului
antimicrobian, conform anexei nr. 2;

3) Listei institutiilor medico-sanitare publice incluse in pilotarea
programului de stewardship antimicrobian, conform anexei nr. 3;

4) Listei coordonatorilor Comitetulul institutional de pilotare §i membrilor
acestuia, conform anexei nr. 4;

5) Sondajului de referini3 (chestionar de evaluarea a situatiei actuale) privind
stewardship-ului antimicrobian, conform anexei nr. 5.

3. Nominalizarea in calitate de coordonator al Comitetului national pentru

pilotarea Programului privind utilizarea rationald a antimicrobienelor
(stewardship antimicrobian) - Agentia Nationald pentru Séndtate Publica.
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1) elaborarea si aprobarea ordinului intern/institutional cu privire la
organizarea i implementarea Programului de stewardship antimicrobian
(documente relevante: lista de administrare a antimicrobienelor, protocoale
operationale standard (POS), mecanismul de supervizare, programul de instruiri
in stewardship antimicrobian) si transmiterea acestuia in adresa coordonatorului
najional;

2) completarea sondajului de referingd (anexa nr. 5), transmiterea sondajului
completat in adresa coordonatorului national pénd la 14 ianuarie 2022;

3) desemnarea persoanelor, parte a Comitetului institufional pentru elaborarea
si implementarea Programului de stewardship antimicrobian. Se recomandi
desemnarea persoanelor: un microbiolog medical (responsabilitatea pentru
realizarea  programului), farmacolog clinician (expert responsabil de
imbunatatirea utilizirii antimicrobienelor), aditional specialisti in boli infecfioase
si prevenirea $i controlul infecjiilor (medic epidemiolog/ asistenti medicali
principali/superiori);

4) organirarea $i implementarea stewardship-lui antimicrobian se v-a efectua
in baza: Regulamentului (conform anexei nr. 1); Metodologiei studiului de
prevalenfd de moment (PPS) a infectiilor asociate asistentei medicale §i consumul
antibioticelor in  spitale, aprobatdi prin Ordinul Ministerului  Sanatitii
nr.1290/2018; a instrumentului Infection Prevention And Control Assessment
Framework at the facility level (IPCAF); si componentele de bazi ale
programelor de prevenire si control a infectiilor (PCL);

5) asigurarea programului de lueru in cadrul laboratorului microbiclogic al
spitalului in regim 24/7 pentru facilitarea implementarii stewardship-ului
antimicrobian.

5. Organizarea gi desfisurarea Atelierelor de instruire privind implementarea la
nivel institutional al stewardship-ului antimicrobian in spitalele desemnate.

6. Controlul executérii prezentului ordin se atribuie dnei Zinaida Bezverhni,
secretar de stat.

i

Ala NEMERENCO
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Anexa nr.2
la ordinul M5

or_f_din 83 07 201

Lista

membrilor Comitetului national si institutional pentru pilotarea
Programului privind utilizarea rationali a antimicrobienelor

[ e Membrii Comitetului Functia N
Sef Directie prevenirea §i controlul bolilor transmisibile,
1. |Nicolae Furtuna Agentia Nationala pentru Sandtate Publici
Sef sectie supravegherea epidemiologici a infectiilor
. . asociate asistentel medicale si rezistenti antimicrobiand,
2. | Bcaterina Busuloc | 4 oonia Nafionald pentru Sanétate Publica
. ‘Sef Laborator Microbiologic, Ageniia Nafionald pentru
3, | OlgaBurdunive Saniitate Publica
Medic epidemiolog, sectie supravegherea I
. . epidemiologicd a infectiilor asociate asistentei medicale
4. | Nadejda Mor si rezistentd antimicrobiand, Agentia Mationald pentru
| Sandtate Publici
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Anexa 16. Ordin Ministerului Sanatatii al Republicii Moldova nr-388 din 27.05.2016 ,,Cu
privire la instituirea Grupului de lucru intersectorial pentru promovarea proiectelor

Strategiei nationale pentru supravegherea si combaterea rezistentei antimicrobiene”

MINISTERUL SANATATII AL REPUBLICII MOLDOVA

ORDIN
mun.Chisindu

ol s 2016 o S

Cu privire la instituirea
Grupului de lucru

Conform prevederilor Planului european strategic de actiuni in domeniul
rezistentei la antibiotice, adoptat la Sesiunea 65 a Biroului regional pentru Europa al
Organizatiei Mondiale a Sanatatii (EUR/RC61/14+ EUR/RC61/Conf.Doc./7) din 10
iunie 2011, in contextul necesitatii implementarii standardelor internationale
recomandate de Organizatia Mondiald a Sanatatii Animalelor (OIE), Organizatia
pentru Alimentatie si Agriculturd (FAO) si Organizatia Mondiala a Sanatatii (WHO)
de control al utilizirii prudente a antibioticelor si prevenire a fenomenului de
rezistenta a microorganismelor la preparate antimicrobiene i in temeiul
Regulamentului privind organizarea si functionarea Ministerului Sanatatii, structurii
si efectivului-limita ale aparatului central al acestuia, aprobat prin Hotérérea
Guvernului al Republicii Moldova nr.397 din 31.05.2011 (Monitorul Oficial Nr. 95
art. nr. 458 din 07.06.2011), cu modificarile si completarile ulterioare,

ORDON:

I.  Se instituie Grupul de lucru intersectorial pentru elaborarea §i promovarea
proiectelor Strategiei nationale, Planului national de actiuni de utilizare prudenta a
antibioticelor si retinere a fenomenului de rezistentd a microorganismelor la
preparate antimicrobiene si a Regulamentului Consiliului national de coordonare a
activitatilor de prevenire si control al rezistentei microorganismelor la antibiotice
conform anexei.

2. Presedintele Grupului de lucru va asigura distribuirea responsabilitatilor
persoanelor nominalizate, cu convocarea la necesitate a sedintelor si cooptarea altor
specialisti.

3. Grupul de lucru, in termen pand la 31 august 2016, va asigura elaborarea
proiectelor actelor nationale prevazute in pet.1

Controlul executarii prezentului ordin se atribuie dnei Aliona Serbulenco,
viceministru.

Ministru LT Dl ¢, / Ruxanda-GLAVAN

//}/ /‘)\ /[
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Anexa
la Ordinul MS

m.ﬂdin@%ﬁ% .

Componenta nominald a grupului de lucru

pentru elaborarea proiectelor actelor nationale privind utilizarea
prudentﬁ a antibioticelor si retinere 2 fenomenului de rezistentd 2
microorganismelor |a preparate antimicrobiene

Aliona Serbulenco Viceministry, Medic sef sanitar de stat al Republicii
Moldova, pre edinte al Grupului de lucru

Sef adjunct, Directia Sanatate Publicd, vicepresedinte al
orupului de Jucru

Director adjunct, Centrul National de Sanatate Publicd,
punct focal  national al OMS in problema
antibioticorezisten ei

' Daniela Demiscan
|

'I Radu Cojocaru

Alexandra Silnic Sef serviciu jurt national de sanatate Publica,
| Constantin S pinu Director ad] - onal de Sanatate Publicd
Nicolae Furtund Director adjunct, Centrul National de Sanatate Publica
lEcaterina Busuioc Seful sectiei controlul infectiilor nosocomiale, rez
antimicrobiene si antibiotice, Centrul National de Sanatate
Publica
Olga Burduniuc Sef laborator de referintd nationald in monitorizarea

rezistentei antimicrobiene, Centrul National de Sanatate
Publica, secretar al grupului de lucru

Sef adjunct, Directia Sanatatii a Consi
Chisindu

‘ Constantin Rimis liului Municipal

Tatiana Zatic Sef Directie asistentd medicala primard, urgentd §i
comunitard, Ministerul Sanatd il
Rodica Scutelnic Sef Directie Asistentd Medicala Spitaliceascd, Ministerul
Sanatatii
Maria Lapteanu Sef Directie Medicamente si Dispozitive Medicale,
Ministerul Sanatd ii
Elizaveta Tentiuc Medic specialist Sectia Farmacovigilentd si Utilizarez

Rationald a Medicamentelor, Agentia Medicamentului §
Dispozitivelor Medicale

t'bﬁc—olai Onilov | Qef Sectie medicamente, Compania Nationald d
| Asigurdari in Medicind iy
Mihai Sandu Medic-expert coordonator Sectia Management

Metodologia Controlului, Compania Nationald ¢
Asigurdri in Medicind
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Anexa 17. Ordinul Ministerului Sanatatii, Muncii si Protectiei Sociale nr.696 din 29.07.2020

Cu privire la aprobarea implementarea Ghidului ,,Principii si proceduri in testarea

e

MINISTERUL SANATATIIL, MUNCII SI PROTECTIEI SOCIALE
AL REPUBLICIHI MOLDOVA

microbiologica a hemoculturilor”

ORDIN
mun Chiginiu

ol sLedest 2020 nr._ £IL
Cu privire In aprobarea Ghidulmi
«Principii 3i proceduri in testares microbiologic s hemoculturilor™

in vederea standardizarii si asigurdni calititii serviciilor medicale de laborator,
precum si impl tarea regl warilor internationale in interesul sandtatii publice
globale, in temeiul prevederilor Hotdrdirii Guvernului nr.694/2017 Cu privire la
organizarea $i funclionarea Ministerului Sanatatii, Muncii si Protectici Sociale,
ORDON:

1. Se aprobd Ghidul ,Principii §i proceduri in testarca microbiologica a
hemoculturilor™, conform anexei.

2. Conducitorii prestatorilor de servicii medicale de laborator vor organiza
implementarea 51 monitorizarca cficientei  apliciirii in  activitalea practici a
prevederilor Ghidului Principii st proceduri in  testarea- microbiologicd a
hemoculturilor™,

3. Agentia Medicamentului si Dispozitivelor Medicale va intreprinde masurile
necesare in vederea asigurdrii piegii farmaceutice din Republica Moldova cu
medicamentele §i dispozitivele medicale incluse in Ghidul Principii §i proceduri in
testarea microbiologica a hemoculturilor™.

4. Compania Nationalll de Asiguriiri in Medicinii:

I)va asigura finantarea serviciilor incluse In Ghidul _Principii si proceduri in
testarea microbiologicd a hemoculturilor™:

2) va organiza ghidarca de citre angajatii din subordine de prevederile Ghidului
~Principii §i proceduri in testarea microbiologicd a hemoculturilor™ in procesul de
executare a atributiilor funciionale, inclusiv in wvalidarea volumului si caliwagii
serviciilor acordate de ciitre prestatorii contractati in sistemul asiguriinii obligatorii de
asistentd medicali.

5. Agentia Nationald pentru Siindtate Publicll va organiza:

1)evaluarca institufionalizdrii Ghidului  _Principii si proceduri in testarea
microbiologicd a hemoculturilor™ in cadrul cvaludnii i acreditarii prestatorilor de
servicii medicale de laborator;

2) evaluarea respectani prevederilor Ghidului Principii §i proceduri in tesiarca
microbiologici a hemoculiurilor™ in cadrul controalelor efecmuate In institutiile
medico-sanitare;

3)asigurarea accesibilitifii  Ghidului Principii  §i  proceduri  in  tesiarea
microbiologici a hemoculturilor™ pe pagina web a ANSP si acordarea suportului
consultativ-metodic in implementarea acestuia in activitatea prestatorilor de servicii
medicale de laborator.

6. Institugiile de inviEmént medical vor organiza implementarea Ghidului
WPrincipii §i proceduri in testarea microbiologici a hemoculturilor™ in activitatea
didactica a catedrelor respective.

7. Ghidul . Principii §i proceduri in testarea microbiologicit a hemoculiurilor™ se
plaseaza pe pagina WEB a Ministerului Saniauifii, Muncii si Protectici Sociale.

£. Controlul executiirii prezentului ordin se atribuie dlui Constantin Rimis §i dlui
Alexandru Holostenco, secretari de stat.

Ministru (A Viorica DUMBRAVEANU
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Anexa 18. Ordinul Ministerului Sanatatii, Muncii si Protectiei Sociale nr.651din 09.07.2021 Cu

privire la aprobarea implementarea Ghidului ,,Asigurarea calitatii in diagnosticul

microbiologic al infectiilor tractului urinar”

MINISTERUL SANATATIL MUNCH ST PROTECTIEI SOCIALE
AL REPUBLICH MOLDOVA

ORDIN
mun. Chiginiu

O lu lie— 2y o E5S
(.- prhire la aprobarea (‘lidllui
titdtii in diagnosticul microbiologic al infectiilor tractulul wrinar

in vederca standardizarii §i asigurarii calitatii serviciilor medicale de laborator,
in temeiul prevederilor Hotaririi Guvernului nr.694/2017 Cu privire la organizarea si
functionarea Ministerului S&ndtitii, Muncii si Protectiei Sociale,

ORDON:

1.Se aprobd Ghidul ,Asigurarea calitdfii in diagnosticul microbiologic al
infectiilor tractului urinar”™, conform anexei.

2. Conducdtorii prestatorilor de servicii medicale de laborator vor organiza

b ea §i itorizarea eficientei aplicarii in activitatea practicd a
pmvedeﬂlor Ghidului  Asigurarea calitdtii in diagnosticul mlcmblologlc al infectiilor
tractului urinar”™,

3. Agentia Medic it §i Dispozitivelor Medicale va intreprinde misurile
necesare in vederea asiguriirii pictii farmaceutice din Republica Moldova cu
medicamentele si dispozitivele medicale incluse in Ghidul ,Asigurarea calitatii in
diagnosticul microbiologic al infectiilor tractului urinar”.

4. Compania Nationald de Asiguriiri in Medicing:

I)va asigura finanjarea serviciilor incluse in Ghidul ,Asigurarea calitatii in
diagnosticul micrebiologic al infectiilor tractului urinar™;

2)va organiza ghidarea de citre angajatii din subordine de prevederile Ghidului
wAsigurarea calittii in diagnosticul microbiologic al infectiilor tractului urinar™ in
procesul de executare a atributiilor functionale, inclusiv in validarea volumului §i
calitfii serviciilor acordate de ciitre prestatorii contractati in sistemu! asigurdirii
obligatorii de asisten(i medicali.

5. Agentia Nationald pentru Sanitate Publica va organiza;

I)evaluarea institufionalizirii  Ghidului . Asigurarea calitalii in diagnosticul
microbiologic al infectiilor tractului urinar™ in cadrul evaluarii si acreditarii
prestatorilor de servicii medicale de laborator;

2)evaluarea respectirii prevederilor Ghidului ,Asigurarea calitafii in diagnosticul
microbiologic al infectiilor tractului urinar™ in cadrul controalelor efectuate in
institugiile medico-sanitare;

3)asigurarea  accesibilitajii  Ghidului  _Asigurarea calitdtii in  diagnosticul
microbiologic al infectiilor tractului urinar™ pe pagina web a ANSP si acordarea

suportului consultativ-metodic in implementarea acestuia in activitatea prestatorilor
de servicii medicale de laborator.

6. Institufiile de invifdmant medical vor organiza implementarea Ghidului
~Asigurarea calitifii in diagnosticul microbiologic al infectiilor tractului urinar” in
activitatea didacticd a catedrelor respective.

7. Ghidul , Asigurarea calititii in diagnosticul microbiologic al infectiilor tractului
urinar” se plaseazia pe pagina WEB a Ministerului Sanatagii, Muncii si Protectiei
Sociale.

8. Controlul executirii prezentului ordin mi-1 asum,

Secretar de Stat ﬂ g aﬁ’ Pin Tatiana ZATIC
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Anexa 19. Ordinul Ministerului Sanatatii, Muncii si Protectiei Sociale nr.26 din 21.01.2021 Cu

privire la aprobarea, implementarea Ghidului Diagnosticul microbiologic al infectiilor

tractului respirator”

o

MINISTERUL SANATATII, MUNCII $1 PROTECTIEI SOCIALE

AL REPUBLICII MOLDOVA
ORDIN
. mun.Chiginéiu
WA comyaie 2021 A

Cu privire la aprobares Ghidului
wDiagnosticul microbiologic al infectiilor tractului respirator™

in vederea standardiziirii $i asigurdrii calitaii serviciilor medicale de laborator,
in temeiul prevederilor Hotérdrii Guvernului nr.694/2017 Cu privire la organizarea si
functionarea Ministerului Sanatatii, Muncii i Protectiei Sociale,
ORDON:

1. Se aprobd Ghidul ,Diagnosticul microbiologic al infectiilor tractului
respirator”, conform anexei.
2. Conducitorii prestatorilor de servicii medicale de laborator vor organiza

implementarea §i monitorizarea eficienfei aplicarii in activitatea practici a
prevederilor Ghidului ,Diagnosticul microbiologic al infectiilor tractului respirator”,

3. Agentia Medicamentului i Dispozitivelor Medicale va intreprinde misurile
necesare in vederea asigurdrii pietii farmaceutice din Republica Moldova cu
medicamentele §i dispozitivele medicale incluse in Ghidul ,Diagnosticul
microbiologic al infectiilor tractului respirator”,

4. Compania Nationald de Asiguriiri in Medicini:

1) va asigura finantarea serviciilor incluse in Ghidul ,,Diagnosticul microbiologic
al infectiilor tractului respirator™;

2)va organiza ghidarea de citre angajatii din subordine de prevederile Ghidului
wDiagnosticul microbiologic al infectiilor tractului respirator”™ in procesul de
executare a atribugiilor funcfionale, inclusiv in validarea volumului gi calitatii
serviciilor acordate de citre prestatorii contractati in sistemul asigurdirii obligatorii de
asistentd medicala.

5. Agentia Nationald pentru Sanitate Publicd va organiza:

1) evaluarea institutionalizirii Ghidului ,Diagnosticul microbiologic al infectiilor
tractului respirator” in cadrul evaludrii gi acreditdrii prestatorilor de servicii medicale
de laborator;

2)evaluarea respectiirii prevederilor Ghidului ,Diagnosticul microbiologic al
infectiilor tractului respirator” in cadrul controalelor efectuate in institutiile medico-
sanitare;

3)asigurarea accesibilitifii Ghidului ,Diagnosticul microbiologic al infectiilor
tractului respirator” pe pagina web a ANSP si acordarea suportului consultativ-
metodic in implementarea acestuia in activitatea prestatorilor de servicii medicale de
laborator,

6. Institugiile de inviifimént medical vor organiza implementarea Ghidului
wDiagnosticul microbiologic al infectiilor tractului respirator” in activitatea didactic
a catedrelor respective,

7. Ghidul Diagnosticul microbiologic al infectiilor tractului respirator” se
plascazi pe pagina WEB a Ministerului Saniithyii, Muncii gi Protectiei Sociale.

8. Controlul executlirii prezentului ordin mi-| asum.

Secretar de Stat . ZaLPe  pagannzaTiC
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Anexa 20. Acte de implementare

INSTITUTIA PUBLICA
UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA $1 FARMACIE
| "NICOLAE TESTEMITANU” DIN REPUBLICA MOLDOVA

‘ Institutul National de Cercetare in Medicina si Sanatate s <

APROB

DE IMPLEMENTARE A INOVATIEI

(in procesul stiinjifico-practic)

. Denumirea ofertei pentru implementare: Metoda de crestere a gradului de constientizare la copii

cu privire la prevenirea rezistentei la antimicrobiene.

2. Autorii: ANTON Maria, cercet. st.. stagiar. PERJERU Maria. cercet. st.. stagiar. LOZNEANU Irina.
cercet. st.. stagiar, TAPU Livia. cercet. st.. stagiar, CROITORU Catalina, dr. st. med.. conf. univ. BALAN
Greta. dr. st. med.. conf. univ.. BURDUNIUC Olga. dr. st. med.. conf. cercet.

3. Numarul inovatiei Nr. 5966 din 12 decembrie 2022

4. Unde si cand a fost implementata: Brosura a tost explicata, discutata si repartizata copiilor din 2
gradinite din mun. Chisindu (grupa pregatitoare) in cadrul evenimentelor de crestere a constientizarii
procesului de utilizare a preparatelor antimicrobiene cu suportul si ghidarea membrilor echipei proiectului
Programului de Stat 20.80009.8007.09 ,Studierca rezistentei bacililor gramnegativi la antimicrobiene in
vederea fortificarii sistemului national de supraveghere si control al bolilor transmisibile™.

S. Rezultatul implementarii: Au fost dezvoltate abilitati de comunicare coerente cu expunere
logica la studentii Centrului de excelenta in medicina si farmacie ..Raisa Pacalo™ privind bunele
practici ce tin de masurile de prevenirea infectiilor copiilor grupei pregatitoare de la gradinite.
Brosura a trezit curiozitatea copiilor. care s-au aratat interesatisi au pus intrebari suplimentare.

6. Eficacitatea implementarii: Brosura poate fi considerata un instrument util in activitati distractiv-
didactice cu copiii de 6-8 ani. Inovatia va fi aplicata periodic, fara restrictii de gen, loc de resedinta. stare
sociala. apartenenta etnica in gradinite si scoli de catre rezidentii microbiologi din cadrul Agentiei Nationale
pentru Sanatate Publica. studentii Centrului de excelenta in medicina si farmacie (Raisa Pacalo™. membrii
grupului de tineri din Asociatia de Biosiguranta gi Biosecuritate din Republica Moldova.

7. Obiectii/propuneri: Valoarea aplicativa a metodei este justificatd de provocarea majora a secolului
XXI - rezistenta la preparatele antimicrobiene, cu o implicatie socio-economica majora.

Prezenta inovatie este implementatd conform descrierii in cerere.

Directoarea Centrului de excelenta in medicina si
tarmacie Raisa Pacalo™, Mariana NEGREAN
Vicepresedinte Asociatici de Biosiguranta si

Biosecuritate din R. Moldova. dr. hab. st. med.. cont. univ. Catalina CROITORU

Sef departament. Departamentul Cercetare. 7~
USMF . Nicolae Testemitanu™ dr. hab. st. med.. cont’ univ Elena RAEVSCHI
sy,
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= INSTITUTIA PUBLICA _
UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA $I FARMACIE
B‘ ,NICOLAE TESTEMITANU" DIN REPUBLICA MOLDOVA |
[ "/"( Pag. 1/1

‘prerector pentra activitate didactica,
“UUSMEF ,Nicolae Testemitanu” din RM
 (prof. univ., dr. habyst. mgd.

ACTUL DE IMPLEMENTARE
(in procesul didactic)

|. Denumirea ofertei pentru implementare.,,Ghid de bune practici: alimentatie rationald,
siguranta alimentelor si schimbarea comportamentului alimentar >, 2021.

2. Autori: BAHNAREL 1., dr. hab st. med., profesor universitar, BURDUNIUC, O., dr. st. med.,
conferentiar cercetitor, CAZACU-STRATU A., dr. st. med., conferentiar universitar, s.a.

3. Unde si cind a fost implementati: Departamentul Medicind Preventiva, Disciplina de
microbiologie si imunologie a Universitatii de Stat de Medicind si Farmacie ,Nicolae
Testemitanu”

4. Eficacitatea implementarii: Aplicarea prezentului ghid recomanda practici generale de
alimentatie corectd, atdt pentru persoanele sandtoase, cat i pentru cele cu devieri ale starii de
sdndtate §i anumite patologii, care pot fi influentate de alimentatie. Prin intermediul ghidului se
aduc la cunostinta aspecte despre siguranta alimentelor §i contaminantii alimentelor inclusiv si
cele cu fungii patogeni si toxinele lor.

5. Rezultatul implementdrii: Informatia va favoriza formarea specialistilor in domeniu care ulterior
vor utiliza aceaste cunostinte in discutiii cu publicul larg pentru schimbarea comportamentului
alimentar si mentinerea, imbundtatirea starii de sinitate a acestora. Totodata aceastd informatia
din ghid va fi utilda profesionistilor din domeniul nutritiei, igienei, microbiologiei,
epidemiologiei, medicilor rezidenti si studenti in procesul de autopregitire si in comunicarea cu
populatia.

Sef Departament Medicind Preventiva (,
dr. hab. st. med., conf. univ. CEBANU Serghei

//
Sef departament, Departamentul

Didactic si Managementul Academic, / y /
conf. univ., dr. st. med. W STRATULAT Silvia
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APROB

DE IMPLEMENTARE A INOVATIEI
(in procesul stiinfifico-practic)

I. Denumirea ofertei pentru implementare: PROCEDEU DE DETERMINARE A
ACTIVITATII ANTICOMPLEMENTARE A MICROORGANISMELOR.

2. Autori: BALAN Greta, dr. $t. med., conf. univ., BURDUNIUC Olga, dr. st. med., conf.
cercet., RUDIC Valeriv, academician ASM, dr. hab. st. biol., prof. univ.

3. Numiirul inovatiei: Nr. 5842 din 05 mai 2021.

4. Unde §i cind a fost implementatd: Departamentul Medicind Preventiva, Disciplina de
microbiologie §i imunologie a USMF,Nicolae Testemitanu™, pericada 2018-2021,

5. Eficacitatea implementirii:¥Problema pe care o rezolvi. inovafia constd in identificarca
precisd i in timp util a agentului etiologic a maladiilor transmisibile cu determinarea unui
factor important de patogenitate in scopul indicarii tratamentului fintit, monitorizarca
eficacitdfii terapiei antimicrobiene §i diminarea evolugiei fenomenului RAM.

6. Rezultatele: Procedeul propus permite estimarea unui factor important de persistentd a
microorganismelor care permite ajustarea tratamentului medicamentos prin  indicarea
medicatiei fintite, monitorizarea eficacitafii tratamentului §i prognosticul evolufiei maladici,
diagnosticul i tratamentul pacientilor cu infectii persistente, in special cei cu recidive
frecvente. Propuncrea este utilizatd in practicd Disciplinei de microbiologie si imunologie,
Departamentul Medicind Preventivi,

Prezenta inovafie este implementata conform descrierii in cerere.

. . . ‘. -
Sef Departament de Medicind Preventivii

dr. st. med., conf. univ. // g Serghei CEBANU
7 /)

Sef Departament Cercetare, Zg //'

dr. hab. st. med., conf, univ. /4 /1 Elena RAEVSCHI

/

/

(n IM 6
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MINISTERUL SANATATI,
MUNCI $I PROTECTIEI SOCIALE

MHHHCTEPCTBO
JIPABOOXPAHEHHSL TPYJIA H
COLMAJIBHOMN 3AINTBI

INSTITUTIA MEDICO-SANITARA NYBAHYHOE MEANKO-CAHUTAPHOE
PUBLICA SCMC VIGNATENCO” YUYPEAAEHHE MAKB nw. BUTHATEHKO
sty Grenoble, nr 149 yalpewobae, Ne 189
MD 2019, mus Chiginau M1 2019, ¢ Kunmnen,

Tel /fax +37) 725766, <371 208850 ren. 'daxc =373 T25766, +173 208850
e-marl vigmalence s . e-mail: vignatencodgms.md

" S um:.:mli o
ad05-20a4 ne Q149|206
' APROB

Director IMSP
C ,Valentin Ignatenco”

e A. HOLOSTENCO

ACT DE IMPLEMENTARE

1. Denumirea ofertei pentru implementare: ,PROCEDEU DE DETERMINARE A
ACTIVITATII ANTILIZOZIM A MICROORGANISMELOR".

2. Autori: BALAN Greta, dr. §t. med., conf. univ,, BURDUNIUC Olga, dr. §t. med., conf.
cercet., GUTU Luminita, dr. st. med., conf. univ., RIMIS Constantin, dr. st. med., conf. univ.

3. Numdrul inovatiei: Nr. 5845 din 07 mai 2021.

4. Unde §i cind a fost implementatd: Laboratorul bacteriologic IMSP SCMC . Valentin
Ignatenco™

5. Eficacitatea implementirii: Procedeul elaborat permite identificarea precisa §i in timp util a
agentului etiologic implicat in procesul infectios cu determinarea unui factor de patogenitate
in scopul indicdrii tratamentului fintit, monitorizarea eficacitdfii terapiei antimicrobiene §i
diminarea evoluiel fenomenului rezistentei la antimicrobiene.

6. Rezultatele: Procedeul propus estimeazd un factor important de persistentd a
microorganismelor care permite ajustarea tratamentului medicamentos prin  indicarea
medicajici fintite, monitorizarea eficacitifii tratamentului §i prognosticul evolugiei maladiei,
diagnosticul g1 tratamentul paciengilor cu infecjii persistente, in special cei cu recidive
frecvente, Procedeul este adresat medicilor de profil microbiologic §i este utilizat in practica
de laborator in IMSP SCMC | Valentin Ignatenco™.

Prezenta inovatie este implementata conform descrierii in cerere

Sef laborator bacteniologic, - A
IMSP SCMC | Valentin Ignatenco” sz TALMATCHI Vladislav

C——

7

7
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SPITALUL CLINIC REPUBLICAN ,Timofei Mogneaga”
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Lanr. din
APROB
Director IMSP
SCR.4Timofei Mogneaga™
[ ~7 _ A.UNCUTA
ACT DE IMPLEMENTARE
1. Denumirea ofertei pentru implementare: ,PROCEDEU DE DETERMINARE A

-

Sef laborator bacteriologic, PR
IMSP SCR , Timofei Mogneaga™ ‘1‘(

ACTIVITATII ANTICOMPLEMENTARE A MICROORGANISMELOR”™.

. Autori: BALAN Greta, dr. st. med., conf. univ,, BURDUNIUC Olga, dr. §t. med., conf, cercet.,

RUDIC Valeriu, academician A§M, dr. hab. gt. biol., prof. univ.

. Numirul inovatiei: Nr. 5842 din 05 mai 2021.
. Unde si ciind a fost implementati: Laboratorul bacteriologic IMSP SCR , Timofei Mogneaga™.
. Eficacitatea implementirii: Procedeul elaborat permite identificarea precisd i in timp util a

agentului etiologic implicat in procesul infectios cu determinarea unui factor de patogenitate in
scopul indicdrii tratamentului fintit, monitorizarca eficacitdfii terapiei antimicrobiene §i
diminarea evolutiei fenomenului rezistengei la antimicrobiene,

. Rezultatele: Procedeul propus estimeaza un factor important de persistenfd a microorganismelor

care permite ajustarea tratamentului medicamentos prin indicarea medicafiei fintite,
monitorizarea eficacitdfii tratamentului §i prognosticul evolufiei maladiei, diagnosticul i
tratamentul paciengilor cu infecyii persistente, in special cei cu recidive frecvente. Procedeul este
adresat medicilor de profil microbiologic §i este utilizat in practica de laborator in IMSP SCR
. Timofei Mogneaga".

Prezenta inovatie este implementatd conform descrierii in cerere.

§— SINITINA lulia

345



PRy

F MINISTERUL SANATATII, MUNCII $1 PROTECTIEISOCIALE

AL REPUBLICII MOLDOVA
- Institutia Medico-Sanitard Publici
SPITALUL CLINIC REPUBLICAN ,Timofei Mogneaga”

MD-2025, Chiginds, str Nicolse Testemugamy, 29 Tel  #373 022 72-B5-85, 022 403600, 022 40.34.85 Fax +373 022 72.90-33,
g Swww scrmml emal serdms md

Nr. LTSRS din ol S LY AR

Lanr. din

4
s

Sef laborator bacteriologic, e
IMSP SCR . Timofei Mogneaga® S

- g

APROB -
| Director IMSP

SC g.,Tiu'aofci Mogneaga™
{ y A. UNCUTA

=

ACT DE IMPLEMENTARE

. Denumirea ofertei pentru implementare: ,,PROCEDEU DE DETERMINARE A

ACTIVITATII ANTILIZOZIM A MICROORGANISMELOR™.

. Autori: BALAN Greta, dr. §t. med., conf. univ., BURDUNIUC Olga, dr. §t. med., conf. cercet.,

GUTU Luminija, dr. st. med., conf. univ., RIMIS Constantin, dr. §t. med., conf. univ.

. Numirul inovatici: Nr. 5845 din 7 mai 2021.

Unde si ciind a fost implementatii: Laboratorul bacteriologic IMSP SCR , Timofei Mogneaga™.
Eficacitatea implementirii: Procedeul claborat permite identificarea precisd §i in timp util a
agentului etiologic implicat in procesul infectios cu determinarea unui factor de patogenitate in
scopul indicarii tratamentului fintit, monitorizarea eficacitdfii terapiei antimicrobiene si
diminarea evolujiei fenomenului rezistentei la antimicrobiene.
Rezultatele: Procedeul propus estimeazit un factor important de persisten{d a microorganismelor
care permite ajustarea tratamentului medicamentos prin indicarea medicatiei fintite,
monitorizarea eficacitajii tratamentului §i prognosticul evolufiei maladiei, diagnosticul si
tratamentul pacienilor cu infectii persistente, in special cei cu recidive frecvente. Procedeul este
adresat medicilor de profil microbiologic §i este utilizat in practica de laborator in IMSP SCR
. Timofei Mogneaga™.

Prezenta inovafie este implementatd conform descrierii in cerere.

SINITINA lulia
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,'.?', Institufic Publica
B USMF ,Nicolae Testemifanu™ din Republica Moldova
3 _..é Institutul National de Cercetare in Medicing si Sandtate P 507

APROB
rorector pentru activitate de cercetare,
icolac Testemitanu™ din RM
n al ASM,
dr. hab. st. med.
2 fhislav GROPPA

DE IMPLEMENTARE A INOVATIEIL
(in procesul gtiinjifico-practic)

1. Denumirea ofertei pentru implementare: PROCEDEU DE DETERMINARE A
ACTIVITATII ANTILIZOZIM A MICROORGANISMELOR.

2. Autori: BALAN Greta, dr. ?l. med., conf. univ., BURDUNIUC Olga, dr. st. med., conf.
cercet., GUTU Luminifa, dr. §t. med., conf. univ., RIMI§ Constantin, dr. st. med., conf. univ.

3. Numiirul inovatici: Nr.:5845 din 07 mai 2021.

4. Unde si cind a fost implementati: Departamentul Medicind Preventivd, Disciplina de
microbiologic §i imunologie a USMF, Nicolae Testemijanu”, perioada 2018-2021.

S. Eficacitatea implementiirii: Problema pe care o rezolvdi inovajia constd in identificarca
precisa si in timp util a agentului etiologic a maladiilor transmisibile cu determinarea unui
factor important de patogenitate in scopul indicdrii tratamentului® fintit, monitorizarea
eficacitafii terapici antimicrobiene §i diminarea cvolufici fenomenului de rezistenid la
antimicrobicne.

6. Rezultatele: Procedeul propus permite estimarea unui factor important de persistentd a
microorganismelor care permite ajustarea tratamentului medicamentos prin indicarea
medicafiei fintite, monitorizarea cficacitifii tratamentului i prognosticul evolutici maladiei,
diagngsticul si tratamentul pacientilor cu infectii persistente, in special cei cu recidive
frecvente. Propunerea este utilizatd in practicd Disciplinei de microbiologie i imunologic,
Departamentul Medicind Preventivi,

Prezenta inovafie este implementatd conform descrierii in cerere.

Sef departament, % .
Departament de Medicini Preventivi Lb-
dr. yt. med., conf. univ. A/ Serghei CEBANU
)
Sef Departament Cercetare, 54 ‘/, /
dr. hab. st. med., conf. univ. & /(:/ Elena RAEVSCHI
. S v

Coordonat:

g%ﬂ E.Groza p
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MINISTERUL SANATATIl
INSTITUTIA MEDICO-SANITARA PUBLICA
SPITALUL CLINIC DE BOLI INFECTIOASE "TOMA CIORBA"

Republica Moldova, Chigindu, $tefan cel Mare si Sfant, 163, MD-2004
www.tomaciorba.md, tomaciorba@ms.md
+373 (22) 24-22-47, +373 (22) 24-21-77
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or IVSP SCBI , Toma CIORBA™

Sergiu VASILITA
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ACT DE IMPLEMENTARE

- Denumirea ofertei pentru implementare: ,PROCEDEU DE DETERMINARE A

ACTIVITATI ANTICOMPLEMENTARE A MICROORGANISMELOR?”.

. Autori: BALAN Greta, dr. st. med., conf. univ.,, BURDUNIUC Olga, dr. st. med.. conf.

cercet., RUDIC Valeriu, academician ASM, dr. hab. st. biol., prof. univ.,

- Numirul inovatiei: Nr. 5842 din 05 mai 2021.
- Unde si ciind a fost implementatii: Laboratorul bacteriologic IMSP SCBI ,,Toma CIORBA™.
. Eficacitatea implementiirii: Procedeul elaborat permite identificarea precisa i in timp util a

agentului etiologic implicat in procesul infectios cu determinarea unui factor de patogenitate
in scopul indicirii tratamentului fintit, monitorizarea eficacitatii terapiei antimicrobiene si
diminarea evolutiei fenomenului rezistentei la antimicrobiene.

- Rezultatele: Procedeul propus estimeazi un factor important de persistenti a

microorganismelor care permite ajustarea tratamentului medicamentos prin indicarea
medicatiei fintite, monitorizarea eficacitatii tratamentului si prognosticul evolutiei maladiei,
diagnosticul si tratamentul pacientilor cu infectii persistente, in special cei cu recidive
frecvente. Procedeul este adresat medicilor de profil microbiologic si este utilizat in practica
de laborator in IMSP SCBI ,, Toma CIORBA™.

Prezenta inovatie este implementatdi conform descrierii in cerere.

Medic bacteriolog,

Q
IMSP SCBI ,,Toma CIORBA™ W Viorica COTOS
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MINISTERUL SANATA]’II
INSTITUTIA MEDICO-SANITARA PUBLICA
SPITALUL CLINIC DE BOL! INFECTIOASE "TOMA CIORBA"

Ropublica Moidova, Chigindu, $tefan col Mare i Sfant, 163, MD-2004
www.tomaciorba.md, temaciorba@ms.md
+373 (22) 24-2247, +373 (22) 24-21-77
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ACT DE IMPLEMENTARE

I. Denumirea ofertei pentru implementare: ,PROCEDEU DE DETERMINARE A
ACTIVITATI ANTILIZOZIM A MICROORGANISMELOR”.

2. Autori: BALAN Greta, dr. §t. med., conf, univ., BURDUNIUC Olga, dr. st. med., conf.
cercet., GUTU Luminita, dr. st. med., conf. univ., RIMI§ Constantin, dr. st. med., conf. uniy.

3. Numiirul inovatiei: Nr. 5845 din 07 mai 2021.

4. Unde si céind a fost implementatii: Laboratorul bacteriologic IMSP SCBI ,, Toma CIORBA™.

5. Eficacitatea implementirii: Procedeul elaborat permite identificarea precisa §i in timp util a
agentului etiologic implicat in procesul infectios cu determinarea unui factor de patogenitate
in scopul indicérii tratamentului tintit, monitorizarea eficacitifii terapiei antimicrobiene i
diminarea evolutiei fenomenului rezistentei la antimicrobiene.

6. Rezultatele: Procedeul propus estimeazd un factor important de persistentid a
microorganismelor care permite ajustarea tratamentului medicamentos prin indicarea
medicatiei fintite, monitorizarea eficacitafii tratamentului i prognosticul evolufiei maladiei,
diagnosticul si tratamentul pacientilor cu infecfii persistente, in special cei cu recidive
frecvente. Procedeul este adresat medicilor de profil microbiologic si este utilizat in practica
de laborator in IMSP SCBI .. Toma CIORBA™.

Prezenta inovaie este implementatd conform descrierii in cerere.

Medic bacteriolog, M
IMSP SCBI ,, Toma CIORBA” le Viorica COTOS
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Ministerul Sanatatii al Republicii Moldova
Consiliul municipal Chisinau
Directia Generald Asistenta Medicala si Sociala
INSTITUTIA MEDICO-SANITARA PUBLICA
SPITALUL CLINIC MUNICIPAL DE BOLI CONTAGIOASE DE COPII

MD-2028, mun. Chisinau, str. M. Lomonosov 49,
tel: 73-70-20: fax 72 31 64; e-mail: scmbee@ms.md
http://’sembece.md!

Nr. Al ¥din 29 b, 2022

ACTUL DE IMPLEMENTARE

I. Denumirea ofertei pentru implementare: Ghidul | Principii §i proceduri in lestarea
microbiologicd a hemoculturilor”, 2020.

2 Autori: BURDUNIUC Olga dr. st. med., conferentiar cercetitor, BALAN Greta dr. st. med..
conferentiar universitar, SOFRONIE, Olga cercetétor stiintific, BUCOV Victoria, dr. hab. st
med., profesor universitar, HOLBAN Tiberiu dr. hab. §t. med., profesor universitar, BIVOL
Maria cercetator stiintific.

3.Unde si cind a fost implementata: IMSP Spitalul Clinic Municipal de Boli Contagioase de
Copii,

4. Fficacitatea implementirii: Problema cure o solutioneza ghidul constd in stabilirea principiilor
si procedurilor in testarea hemoculturilor, recomandarilor specifice aliniate la rigorile europene
privind colectarea, transportarea investigarea microbiologicd interpretarea rezultatelor
hemoculturii si indicarea terapiei antimicrobiene justificate

S5.Rezultatul implementarii: Ghidul practic este utilizat de medici clinicieni §i dispune de informatii
veridice, indicarea, interpretarea rezultatelor in timp util pentru ghidarea argumentatd si
optimizarea terapiei empirice antimicrobiene pe modele de susceptibilitate institutionala. lar
datele obtinute in baza implementarii ghidului servesc ca suport in monitorizarea succesului
tratamentului antimicrobian, planificarea si realizarea interventiilor in vederea prevenirii,
controlul infectiilor de flux sangvin asociate asistentei medicale.

Director IMSP SCMBCC _ Ludmila BIRCA

dr. t. med., conf. univ. /
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a; Institugie Publica

‘ USMF  Nicolae Testemitanu™ din Republica Moldova

ieﬁ__% Institutul National de Cercetare in Medicing gi Sanitate Pag 676
APROB =

prector pentru activitate de cercetare,
“aNicolae Testemitanu™ din RM
pician al ASM,
. " dr. hab. 5t. med.

/9/ o

" “Stanislay GROPPA

—_L¢% g M 2021

DE IMPLEMENTARE A INOVATIEI
(in procesul stiinifico-practic)

I. Denumirea ofertei pentru implementare: PROCEDEU DE DETERMINARE A
ACTIVITATIH ANTICOMPLEMENTARE A MICROORGANISMELOR.

2. Autori: BALAN Greta, dr. $t. med., conf. univ.,, BURDUNIUC Olga, dr. st. med., conf.
cercet., RUDIC Valeriu, academician ASM, dr. hab. st. biol., prof. univ.

3. Numirul inovatiei: Nr. 5842 din 05 mai 2021.

4. Unde i ciind a fost implementati: Departamentul Medicind Preventiva, Disciplina de
microbiologie §i imunologie a USMF, Nicolae Testemitanu™, perioada 2018-2021.

5. Eficaeitatea implementiirii:¥Problema pe care o rezolvi. inovatia constd in idemificarca
precisd i in tmp util a agentului etiologic a maladiilor transmisibile cu determinarea unui
factor important de patogenitate in scopul indic@rii tratamentului fintit, monitorizarea
eficacitdfii terapiei antimicrobiene §i diminarea evolutiei fenomenului RAM.

6. Rezultatele: Procedeul propus permite estimarea unui factor important de persistentd a
microorganismelor care permite ajustarea tratamentului medicamentos prin  indicarea
medicatiei fintite, monitorizarea eficacitafii tratamentului §i prognosticul evolutiei maladiei,
diagnosticul si tratamentul pacientilor cu infectii persistente. in special cei cu recidive
frecvente. Propuncrea este utilizata in practicd Disciplinei de microbiclogie si imunologic,
Departamentul Medicind Preventivi,

Prezenta inovafie este implementatia conform descrierii in cerere.

. . . ’
Sef Departament de Medicind Preventivi

dr. st. med., conf. univ. / o Serghei CEBANU
7 /)
Sef Departament Cercetare, Zg //'
dr. hab. st. med., conf. univ. L4 Elena RAEVSCHI
/4
g

(nld" 'Z i 6
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Ministerul Sanatatii al Republicii Moldova
Consiliul municipal Chisiniau
Directia Generala Asistentd Medicala i Sociala
INSTITUTIA MEDICO-SANITARA PUBLICA
SPITALUL CLINIC MUNICIPAL DE BOLI CONTAGIOASE DE COPII

5 s
AL

MD-2028, mun. Chisindu, str. M. Lomonosov 49,
tel: 73-70-20; fax 72 31 64; e-mail: scmbec@ms.md
http://sembee.md/

Nt 788 din 29 4L 2022

ACTUL DE IMPLEMENTARE

1. Denuniirea ofertei pentru implementare: Ghidul ,Diagnosticul Microbiologic al Infectiilor
Iractului Respirator™, 2021.

2. Autori;: BURDUNIUC Olga dr. st. med., conferentiar cercetitor, BALAN Greta dr. st. med.,
conferentiar universitar, SPINU Constantin dr. hab. st. med., profesor universitar, SOFRONIL..
Oilga cercetator stiintific, BIVOL Maria cercetator stiintific.

7. Unde si cind a fost implementata: IMSP Spitalul Clinic Municipal de Boli Contagioase de
Copii.

3. Eficacitatea implementarii: Aplicarea ghidului in practicd laboratorului Microbiologic al
Institutului de Ftiziopneumologie ,.Chiril Draganiuc™ solutioneaza problema ce tine de
principiile. procedurile, tehnicile de recoltare a biosubstratelor de la pacienti cu infectii ale
wactului respirator deoarcee oferd metodologii standardizade de diagnostic aliniate la rigorile
internationale ce permite indicarca terapiei antimicrobiene justificate §i managementul eficient
a cazului de infectie al tractului respirator,

4.Rezultatul implementarii: Ghidul practic este utilizat de medici clinicieni si dispune de informatii
veridice, indicarea, interpretarea rezultatelor in timp util pentru ghidarea argumentatd i
optimizarea terapiei empirice antimicrobiene pe modele de susceptibilitate institutionala. Tar
datele obtinute in baza implementirii ghidului servesc ca suport in monitorizarea succesului
(ratamentului antimicrobian, planificarea si realizarea interventiilor in vederea prevenirii.
controlul infectiilor tractului respirator associate asistentei medicale.

Director IMSP SCMBCC Ludmila BIRCA

dr ot med., conl. univ.
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ACTUL DE IMPLEMENTARE

Denumirea ofertei pentru implementare: Ghidul Principii §i proceduri in testarea
microbiologicd a hemoculturilor”, 2020,

Autori: BURDUNIUC Olga dr. st. med., conferentiar cercetitor, BALAN Greta dr. st. med.,
conferentiar universitar, SOFRONIE, Olga cercetitor stiintific, BUCOV Victoria, dr. hab. st.
med., profesor universitar, HOLBAN Tiberiu dr. hab. st. med., profesor universitar, BIVOI
Maria cercetitor gtiinfific.

Unde si cind a fost implementata: IMSP Institutului de Ftiziopneumologie ,,Chiril
Draganiuc™

Eficacitatea implementarii: Problema care o solujioneza ghidul consta in  stabiliiea
principiilor §i procedurilor in testarea hemoculturilor, recomandarilor specifice aliniate la
rigorile europene privind colectarea, transportarea investigarea microbiologicd interpretarca
rezultatelor hemoculturii i indicarea terapiei antimicrobiene justificate

Rezultatul implementirii: Ghidul practic este utilizat de medici microbiologi, felceri
laborangi, in standardizarea metodologiei privind procesarea §i investigarea microbiologica &
hemoculturilor in infectiile de flux sangvin Medicii clinicieni dispun de informatii veridice, in
timp util pentru ghidarea argumentatid §i optimizarea lerapici empirice antimicrobiene pe
modele de susceptibilitate institufionald. Iar datele obtinute in baza implementarii ghidului
servesc ca suport in monitorizarea succesului tratamentului antimicrobian, planificarea si
realizarea interventiilor in vederea prevenirii, controlul infectiilor de flux sangvin asociate
asistentel medicale.

Director Institutului de Ftiziopneumologie
“Chiril Draganiuc” din Chiginiu na

dr. st. med., conf. univ. Y1l RUSU Doina
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ACTUL DE IMPLEMENTARE

Denumirea  ofertei pentru implementare: Ghidul  _Principii yi proceduri in  testarea
microbiologicd a hemoculturilor™. 2020,

Autori: BURDUNIUC Olga dr. st. med.. conferentiar cercetitor. BALAN Greta dr. st med..
conferentiar universitar, SOFRONIE, Olga cercetdtor stiintitic. BU/COV Victoria. dr. hab. st.
med.. profesor universitar. HOLBAN Tiberiu dr. hab. st. med.. profesor universitar. BIVOL
Maria cercetator stiintific.

Unde si cand a fost implementata: SC IMUNOTENNOMED.SRL (Reteaua Nationala de de
laboratoare medicale MedExpert).

Eficacitatea implementirii: Problema care o solutioneza ghidul constd in stabilirea principiilor
si procedurilor in testarea hemoculturilor. recomandarilor specifice aliniate la rigorile europene
privind  colectarea.  transportarea  investigarea  microbiologicd  interpretarea  rezultatelor
hemocuiturii si indicarea terapici antimicrobiene justificate

Rezultatul implementarii: Ghidul practic este utilizat de medici microbiologi. felceri laboranti.
in standardizarea metodologiet  privind  procesarea  §i investigarea microbiologicd a
hemoculturilor in infectiile de lux sangvin Medicii clinicieni dispun de informatii veridice. in
timp util pentru ghidarea argumentata si optimizarea terapiei empirice antimicrobiene pe modele
de susceptibilitate institutionald. lar datele obtinute in baza implementarii ghidului servesc ca
suport in monitorizarea succesului tratamentului  antimicrobian. planificarea si realizarea
interventiilor in vederea prevenirii. controlul infectiilor de flux sangvin asociate asistengel
medicale.

Director general

SC IMUNOTEHNOMED.SRI
(Reteaua Nationala de de laboratoare
medicale MedExpert)
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ACTUL DE IMPLEMENTARE

l.  Denumirea ofertei pentru implementare: Ghidul | Diagnosticul Microbiologic al Infectiilor
Tractului Respirator”, 2021,

2. Awtori: BURDUNIUC Olga dr. 5t. med., conferenfiar cercetitor, BALAN Greta dr. st. med,,
conferenfiar universitar, SPINU Constantin dr. hah. st. med., profesor universitar,
SOFRONIE, Olga cercetator stiinfific, BIVOL Maria cercetfitor stiinfific.

3. Unde §i cind a fost implementard: IMSP Institutului de Friziopneumologie ,Chiril
Draganiuc™

4. Effeacitatea implementiril: Aplicarea ghidului in practicd laboratorului Microbiologic al
Institutului de Ftiziopneumologie ,Chiril Draganiuc” solufioneazd problema ce fine de
principiile, procedurile, tehnicile de recoltare a biosubstratelor de la pacienfi cu infectii ale
tractului respirator deoarece oferfi metodologii standardizade de diagnostic aliniate la riguzile
internajionale ce permite indicarea terapiei antimicrobiene justificate §i  managementul
eficient a cazului de infectie al tractului respirator.

5. Rezultatul implementdrii: Ghidul este utilizat de medici microbiologi, feleeri laboranti in
investigarea microbiologicd a biosubstratelor prelevate de la pacienfi cu infectii al tractului
urinar. Medicii elinicieni vor dispune de informatii veridice, in timp util pentru ghidarca
argumentatd si optimizarea terapiei empirice antimicrobiene pe modele de susceptibilitate
institufionald. lar datele obfinute in baza implementfirii ghidului servesc ca suport In
monitorizarea succesului tratamentului antimicrobian, planificarea si realizarea interveniiilor
in vederea prevenirii, controlul infectiilor tractului respirator associale asistenfei medicale.

Director Institutului de Ftiziopneumologie
WChiril Draganiuc™ din Chisindu
dr. st. med., conf, univ.

,{%‘;{ Y RUSU Doina
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ACTUL DE IMPLEMENTARE

Denumirea ofertei pentru implementare: Ghidul .Diagnosticul Microbiologic al Infectiilor
Tractului Respirator™, 2021,

Autari: BURDUNIUC Olga dr. st. med.. conferentiar cercetator. BALAN Greta dr, st. med..
conferentiar universitar, SPINT Constantin dr. hab, gt med., profesor universitar. SOFRONIE,
Olga cercetator stintitic, BIVOL Maria cercetiitor stiintific.

Unde si cind a fost implementatd: SC IMUNOTEHNOMED.SRL (Reteaua Nationala de de
laboratoare medicale MedExpert).

Eficacitatea implementarii: Aplicarea ghidului in practica laboratorului Microbiologic al
Institutului de  Ftiziopneumologie .Chiril Draganiuc™ solutioneazd problema ce tine de
principiile. procedurile. tehnicile de recoltare a biosubstratelor de la pacienti cu infectii ale
tractului respirator deoarece oferd metodologii standardizade de diagnostic aliniate la rigorile
internationale ce permite indicarea terapiei antimicrobiene justificate si managementul eficient a
cazului de infectie al tractului respirator.

Rezultatul implementarii: Ghidul este utilizat de medici microbiologi. felceri aboranji in
investigarea microbiologica a biosubstratclor prelevate de la pacienti cu infeetii ol tractului
urinar. Medicii clinicieni vor dispune de informatii veridice. in timp util pentru ghidarea
argumentatd si optimizarea terapiei empirice antimicrobiene pe modele de susceptibilitate
institutionala. lar datcle obtinute in baza implementarii ghidului servese ca suport in
monitorizarea succesului tratamentulul antimicrobian, planificarea si realizarea interventiilor in
vederea prevenirii. controlul infectiilor tractului respirator associate asistentei medicale.

Director general

SC IMUNOTEHNOMED.SRI1
(Reteaua Nationald de de laboratoare
medicale MedExpert)
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ACTUL DE IMPLEMENTARE

1. Denumirea ofertei pentru implementare: Ghidul ,Asigurarea calitdfii in diagnosticul
microbiologic al infectiilor tractwlui urinar”, 2021,

2. Autori; BURDUNIUC Olga dr. §t. med., conferentiar cercetitor, CEBAN Emil. dr. hab. st.
med., profesor universitar, BALAN Greta dr. st. med., conferentiar universitar, PLACINTA
Gheorghe dr. hab. st. med., profesor universitar, VISNEVSCHI Anatol dr. hab. st. me”..
profesor universitar, SOFRONIE, Olga cercetitor stiintific, BIVOL Maria cercetdtor stiintific.

3. Unde si cind a fost implementatd: IMSP Institutului de Ftiziopneumologie ,,Chinl
Draganiuc™

4. Eficacitatea implementdrii: Aplicarea ghidului in practicd laboratorului Microbiologic al
Institutului de Ftiziopneumologie ,.Chiril Draganiuc” solujionecaza problema ce (ine de
principiile, procedurile, tehnicile de recoltare & biosubstratelor de la pacienfi cu infectii ule
tractului urinar deoarece oferd metodologii standardizade de diagnostic aliniate la rigorile
internationale ce permite indicarea terapiei antimicrobiene justificate §i ~managementul
eficient a cazului de infectie al tractului urinar.

5. Rezultatul implementdrii: Ghidul este utilizat de medici microbiologi, felceri laboranti in
investigarea microbiologicd a biosubstratelor prelevate de la pacienti cu infectii al tractulu
urinar. Medicii clinicieni vor dispune de informatii veridice, in timp util pentru ghidarca
argumentatd §i optimizarea terapiei empirice antimicrobiene pe modele de susceptibi. ‘ate
institufionald. lar datele obfinute in baza implementdrii ghidului servesc ca suport in
monitorizarea succesului tratamentului antimicrobian, planificarea si realizarea interventiilor
in vederea prevenirii, controlul infectiilor urinare associate asistenfei medicale.

Director Institutului de Ftiziopneumologie.
“Chiril Draganiuc" din Chigindu 2.

dr. st. med., conf. univ. U‘ M_ REAY: Doua
2 WCHIRIL $35)

i DRAGANIUC.
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ACTUL DE IMPLEMENTARE

Denumirea  ofertei pentru implementare: Ghidul . Asigurarea calitarii - in diagnosticul
microbiologic al infectiilor tractului urinar”, 2021,

Autori: BURDUNIUC Olga dr. st. med.. conferentiar cercetitor. CEBAN Emil. dr. hab. st
med.. profesor universitar. BALAN Greta dr. st. med.. conferentiar universitar. PLACINTA
Gheorghe dr. hab. st. med.. profesor universitar, VISNEVSCHI Anatol dr. hab, $t. med.. profesor
universitar, SOFRONIE. Olga cercetator stinfific, BIVOL Maria cercetitor stiingific.

Unde si cand a fost implementara: SC IMUNOTEHNOMED.SRL (Reteava Nationala de de
laboratoare medicale MedExpert).

Eficacitatea implementarii: Aplicarca ghidului in practicd laboratorului Microbiologic al
Institutului de  Faziopneumologie ..Chiril  Draganiuc™ solutioneaza problema ce tine de
principitle. procedurile. tehnicile de recoltare a biosubstratelor de la pacienti cu infectii ale
tractului urinar deoarece oferd metodologii standardizade de diagnostic aliniate la rigorile
mternationale ce permite indicarea terapiei antimicrobienc justificate st managementul eficient a
cazului de infectie al tractului urinar,

Rezudtatal implementarii: Ghidul este utilizat de medici microbiologi. feleeri laboranti in
investigarea microbiologica a biosubstratelor prelevate de la pacienti cu infectii al tractului
urinar. Medicii chinicieni vor dispune de informatii veridice. in timp util pentru ghidarca
argumentatd st optimizarea terapiei empirice antimicrobiene pe modele de susceptibilitate
institutionald. lar datele obtinute in baza implementarii ghidului servese ca suport in
monitorizarea succesului tratamentului antimicrobian. planificarca si realizarea interventiilor in
vederea prevenirii, controlul infectitlor urinare associate asistenfei medicale,

Director general
SCIMUNOTEHNOMED.SRL
{Reteaua Nationala de de laboratoare
medicale MedExpert)
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wRAISA PACALO™ «PAHCA TTAKATO»
2025, mum, Chigindu, atr, N, Testemiganu , 28 125, v, Kinenanay, yo Tecvemmpany, 28
el T2-58-65, fax. 22.66-81 Tek, Th-RE-06, e, X653
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/SO ey o Q€ - /0/74  INSTITUTULUI NATIONAL DE
CERCETARE IN MEDICINA $1
SANATATE
USMF ,N. TESTEMITANU"

Prin prezenta, Centrul de excelentd in medicind si farmacie Raisa Pacalo”, in
contextul implementdrii inovatiei Nr. 5966 din 12 decembrie 2022  Metodd de
crestere a gradului de congtientizare la copii cu privire la prevenirea rezistengei la
antimicrobiene”, elaboratd de autorii;: ANTON Maria, cercet, st., stagiar,
PERJERLU Maria, cercet. st., stagiar, LOZNEANU Irina, cercet. st., stagiar, TAPU
Livia, cercet. st., stagiar, CROITORU Citalina, dr. st. med., conf. univ, BALAN
Greta, dr. st. med., conf, univ., BURDUNIUC Olga, dr. st. med.. conf. cercet.,
confirmi realizarea activitatii de crestere a gradului de constientizare privind
prevenirea rezistentei la antimicrobiene pentru copiii grupei pregatitoare. Totodata,
activititile realizate au favorizat dezvoltarea abilitatilor de comunicare coerente la
elevii Centrului de excelentd in medicina si farmacie ,,Raisa Pacalo” privind bunele
practici ce tin de masurile de prevenirea infectiilor si a rezistentei micro-
organismelor la antimicrobiene (ex.: respectarea igienei miinilor, evitarea locurilor
aglomerate, aeresirea incaperilor, vaccinarea s.a).

Valoarea aplicativd a inovatiei este justificatdi de provocarea majora a
secolului XXI1 — rezistenta microorganismelor la preparatele antimicrobiene, cu o
impact socio-economic major, conditionatd de dezvoltarea bunelor practici
prevenirea infectiilor, consumul rational de antimicrobiene $i masurile de prevenire
a rezistentel la antimicrobiene,

Considerdm, cid rezultatele implementarii acestei inovatii au trezit motivatia
copiilor, care s-au aritat interesati, emotionati si curiosi prin punerea intrebarilor
suplimentare.

Brosura elaborati pe marginea inovatiei ,,Mertodd de crestere a gradului de
congtientizare la copii cu privire la prevenirea rezistenfel la antimicrobiene " poate
fi consideratd un instrument util in dezvoltarea competentelor profesionale vizind
prevenirea rezistentei la antimicrobiene la viitorii specialisti cu studii post-
secundare $1 postsecundare nonterfiare.

S

Mariana NEGREAN
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ACTUL DE IMPLEMENTARE
(in procesul didactic)

1. Denumirea ofertei pentru implementare; Ghidul ,Diagnosticul Microbiologic al Infectiilor
Tractului Respirator”, 2021.

2.Autori;: BURDUNIUC Olga dr. st. med., conferentiar cercetitor, BALAN Greta dr. st. med.,
conferentiar universitar, SPINU Constantin dr. hab. §t. med., profesor universitar, SOFRONIE,
Olga cercetator stiintific, BIVOL Maria cercetator stiintific.

3. Unde §i cand a fost implementatd: Catedra de Boli infecfioase a Universitatii de Stat de
medicini §i Farmacie ,Nicolae Testemitanu™

4. Eficacitatea implementdrii: Aplicarea ghidului ca material didactic pentru instruirea universitara,
precum si in educatia medicald continud a medicilor specialitatea boli infectioase, medicina de
familie va permite formarea specialigtilor, dezvoltarea competentelor privind principiile,
procedurile, tehnicile de recoltarea a biosubstratelor, metodologiile de diagnostic in timp util gi
managementul eficient a cazului de infectie de tract respirator.

5. Rezultatul implementarii: Este indiscutabil impactul §i contribufia implementarii ghidului in
formarea studentilor, medicilor rezidenti i in educatia medicald continud a medicilor ceea va
permite standardizarea, actualizarea continud a metodelor utilizate, stabilirea diagnosticului
veridic, luarea deciziilor privind indicarea terapiei antimicrobiene justificate in infectiile
tractului respirator in vederca combaterii dezvoltdrii rezistentei microorganismelor la
antimicrobiene.

Sef Catedra de Boli infectioase, 4

dr. hab. st. med.. conf univ. (i PLACINTA Gheorghe
Sef departament, Departamentul

Didactic si Managementul Academic, A —

conf. univ., dr. §t. med. '%/ 6 STRATULAT Silvia
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ACTUL DE IMPLEMENTARE
(in procesul didactic)

Denumirea ofertei pentru implementare: Ghidul | Diagnosticul Microbiologic al Infectiilor
Tractului Respirator”, 2021.

. Autori: BURDUNIUC Olga dr. st. med., conferentiar cercetitor, BALAN Greta dr. st. med.,
conferentiar universitar, SPINU Constantin dr. hab. st. med., profesor universitar, SOFRONIE.
Olga cercetator stiintific, BIVOL Maria cercetdtor stiintific.

Unde si cand a fost implementata: Catedra de boli infectioase, tropicale si parazitologic
medicala a Universitatii de Stat de medicina $1 Farmacie , Nicolae Testemifanu™

Eficacitatea implementarii: Aplicarea ghidului ca material didactic pentru instruirea
universitard, precum §i in educatia medicald continui a medicilor specialitatea boli infectioase,
tropicale §i parazitologie medicald va permite formarea specialistilor dezvoltarea competenielor
privind principiile, procedurile, tehnicile de recoltarea a biosubstratelor, metodologiile de
diagnostic in timp util si managementul eficient a cazului de infectie de tract respirator.
Rezultatul implementarii: Este indiscutabil impactul si contributia implementirii ghidului in
formarea studengilor, medicilor rezidenii $1 in educatia medicald continud a medicilor ceea va
permite standardizarca, actualizarea continud a metodelor utilizate, stabilirea diagnosticului
veridic, luarca deciziilor privind indicarea terapici antimicrobicne justificate in infectiile
tractului respirator in vederea combaterii dezvoltdrii rezistentei microorganismelor la
antimicrobiene.

Sef Catedra de bol: infectioase,
tropicale i parazitologie medicala
dr. hab. st. med., profesor univ.

\' ]
;&v‘\‘«\ HOLBAN Tiberiu

Sef departament, Departamentul

Didactic i Managementul Academic, % /,'
Fher 17—

conf. univ., dr. st. med. STRATULAT Silvia
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ACTUL DE IMPLEMENT
(in procesul didactic)

I. Denumirea ofertei pentru implementare: Ghidul | Diagnosticul microbiologic al infectiilor
tractului respirator”, 2021,

2. Autori: BURDUNIUC Olga dr. st. med., conferengiar cercetator, BALAN Greta dr. st. med.,
conferentiar universitar, SPINU Constantin dr. hab. st. med., profesor universitar, SOFRONIE
Olga cercetator stiingific, BIVOL Maria cercetitor stiingific.

3. Unde si cind a fost implementatd: Departamentul Medicind Preventivda, Disciplina de
microbiologie §i imunologie a Universitatii de Stat de Medicind i Farmacie ,Nicolae
Testemitanu”

4. Eficacitatea implementarii: Aplicarca ghidului ca material didactic pentru instruirea universitara,
precum si in educatia medicald continud a medicilor specialitatea Microbiologie §i imunologie
va permite dezvoltarea competentelor privind principiile, procedurile, tehnicile de recoltarea a
biosubstratelor, metodologiile de diagnostic in timp util 51 managementul eficient a cazului de
infecjie de tract respirator.

5. Rezultatul implementarii: Este indiscutabil impactul §i contributia implimentarii ghidului in
formarea studentilor. medicilor rezidenti si in educajia medicald continui a medicilor ceea va
permite standardizarea, actualizarea continud a metodelor utilizate, stabilirea diagnosticului
veridic, luarea deciziilor privind indicarea terapiei antimicrobiene justificate in infectiile
tractului respirator in vederca combaterii dezvoltdrii rezistentei microorganismelor la
antimicrobiene.

Sef Departamentul Medicina Preventivi j '
_// "

dr. hab. gt. med.. conf. univ. 7 CEBANU Serghei

Sef departament. Departamentul
Didactic i Managementul Academic, / /
conf. univ., dr. st. med. ﬂ_’{ﬁ_ L STRATULAT Silvia
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ACTUL DE IMPLEMFNTARI:.
(in procesul didactic)

Denumirea ofertei pentru implementare, Ghidul | Asigurarea calitatii in diagnosticul
microbiologic al infectiilor tractului urinar”, 2021.

Autori: BURDUNIUC Olga dr. st. med., conferentiar cercetator, CEBAN Emil. dr. hab. st
med., profesor universitar, BALAN Greta dr. st. med., conferentiar universitar, PLACINTA
Gheorghe dr. hab. st. med., profesor universitar, VISNEVSCHI Anatol dr. hab. st. med.,
profesor universitar, SOFRONIE, Olga cercetdtor stiingific, BIVOL Maria cercetator stiingific.

Unde si cind a fost implementata: Catedra de boli infectioase, tropicale §i parazitologie
medicald, USMF ,Nicolae Testemitanu'™.

Eficacitatea implementarii: Aplicarea ghidului ca material didactic pentru instruirea
universitard, precum si in educatia medicald continua specialitatea boli infectioase, tropicale si
parazitologie medicald va permite formarea specialistilor dezvoltarea competentelor privind
principiile, procedurile, tehnicile de recoltarca a biosubstratelor, metodologiile de diagnostic in
timp util si managementul eficient a cazului de infectie de tract urinar,

Rezultatul implementarii: Este indiscutabil impactul si contributia implementirii ghidului in
formarea studentilor, medicilor rezidenti si in educatia medicald continua a medicilor ceea va
permite standardizarea, actualizarea continud a metodelor utilizate, stabilirea diagnosticului
veridie, luarca deciziilor privind indicarea terapiel antimicrobiene justificate in infecpile
tractului uninar in vederca combaterii dezvoltarii  rezistentei microorganismelor |a
antimicrobiene.

Sef Catedra de boli infecpioase,

tropicale si parazitologic medicala L&(U}-
dr. hab. st. med., profesor univ. 4; MYULAY  HOLBAN Tiberiu

Sef departament, Departamentul
Didactic yi Managementul Academic, A/
conf. univ., dr. st. med. ety STRATULAT Silvia
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ACTUL DE IMPLEMENTARE
(in procesul didactic)

|. Denumirea ofertei pentru implementare: Ghidul | Asigurarea calitafii in diagnosticul
microbiologic al infectiilor tractului urinar”. 2021.

2. Autori: BURDUNIUC Olga dr, $t. med., conferentiar cercetitor. CEBAN Emil. dr. hab. st
med., profesor universitar. BALAN Greta dr. st. med., conferentiar universitar, PLACINTA
Gheorghe dr. hab. §t. med.. profesor universitar. VISNEVSCHI Anatolie, dr. hab. st. med,,
profesor universitar, SOFRONIE, Olga cercetator stiintific. BIVOL Maria cercetator stiinfific.

3. Unde si cand a fost implementatd: Catedra de Medicind de laborator, USMF | Nicolae
Testemitanu™

4. Eficacitatea implementdrii: Aplicarea ghidului ca material didactic pentru instruirea universitara,
precum si in educatia medicald continuad a medicilor specialitatea Medicina de laborator va
permite formarea specialistilor dezvoltarea competentelor privind principiile, procedurile,
tehnicile de recoltarea a biosubstratelor, metodologiile de diagnostic in timp util §i
managementul eficient a cazului de infectii de tract urinar,

5. Rezultatul implementirii: Este indiscutabil impactul §i contributia implimentarii ghidului in
formarea studentilor, medicilor rezidenii si in educajia medicald continuad a medicilor ceea va
permite standardizarea. actualizarca continud a metodelor utilizate, stabilirea diagnosticului
veridic, luarca deciziilor privind indicarca terapiei antimicrobiene justificate in infectiile
tractului urinar in vederea combaterii dezvoltarii rezistenjei  microorganismelor  la
antimicrobiene.

Sef Catedra de Medicina de laborator,
USMF , Nicolac Testemijanu™

dr. hab. st. med.. profesor universitar, = VISNEVSCHI Anatolie
Sef departament, Departamentul

Didactic si Managementul Academic, P/ /

conf, univ.. dr. st. med. T STRATULAT Silvia
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ACTUL DE IMPLEMENTARE
(in procesul didactic)

|. Denumirea ofertei pentru implementare: Ghidul | Asigurarea calitatii in diagnosticul

microbiologic al infectitlor tractuwlui urinar”, 2021.

2. Autori: BURDUNIUC Olga dr. st. med., conferentiar cercetitor, CEBAN Emil. dr. hab. st

med.. profesor universitar, BALAN Greta dr. $t. med., conferentiar universitar. PLACINTA
Gheorghe dr. hab. §t. med., profesor universitar, VISNEVSCHI Anatol dr. hab. st. med.,
profesor universitar, SOFRONIE, Olga cercetitor stiintific, BIVOL. Maria cercetator stiintific.

3. Unde si cind a fost implementatd: Departamentul Medicind Preventivd, Disciplina de

microbiologie s§i imunologie a Universitajii de Stat de Medicina $i Farmacie ,Nicolae
Testemijanu™

4. Eficacitatea implementdirii: Aplicarea ghidului ca material didactic pentru instruirea universitara,

precum si in educatia medicald continué a medicilor, specialitatea Microbiologie $i imunologie,
va permite formarea la specialisti a competentelor privind principiile, procedurile, tehnicile de
recoltarea a biosubstratelor, metodologiile de diagnostic in timp util $i managementul cazului
de infectie de tract urinar.

5. Rezultatul implementarii: Este indiscutabil impactul si contribugia implimentarii ghidului in

formarea studentilor, medicilor rezidenti si in educafia medicald continud a medicilor ceea va
permite standardizarea, actualizarea continud a metodelor utilizate, stabilirea diagnosticului
veridic, luarca deciziilor privind indicarea terapiei antimicrobiene justificate in infectiile
tractului  urinar  Tn  vederca combaterii - dezvoltarii  rezistenteimicroorganismelor la
antimicrobiene.

STRATULAT Silvia

g 7
Sef Departamentul Medicind Preventiva /{ ;
dr. hab. §t. med., conf, univ. AR CEBANU Serghei
/
Sef Departamentul
Didactic $i Management Academic, ; % /.’. /-~

conf. univ., dr. st. med.
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ACTUL DE IMPLEMENTARE
{in procesul didactic)

Denumirea  ofertei pentru implementare; Ghidul  Asigurarea calitggii in diagnosticul
microbiotogic al infectiilor traciului urinay”, 2021,

2. Autori: BURDUNIUC Olga dr. §t. med.. conferentiar cercetdtor, CEBAN Emil. dr. hab, st
med.. profesor universitar. BALAN Greta dr. st. med., conferentiar universitar, PLACINTA
Gheorghe dr. hab. st med.. profesor universitar, VISNEVSCHI Anatol dr. hah. st. med.,
profesor universitar, SOFRONIE, Olga cercetator stiintific, BIVOIL. Maria cercetdtor stiingific.

3. Unde si cand a fost implementard: Catedra de urologie §i nefrologie chirurgicala, USMF
.Nicolue Testemijanu™

|

]

| d.Eficacitatea implementdrii: Aplicarea ghidului ca material didactic pentru instruirea universitara.
precum si in educatia medicald continud a medictlor la specialitatea Urologie, Andrologie si
Nefrologie va permite formarea specialistilor. dezvoltarca competengelor privind principiile,
procedurile, tehnicile de recaltarea a biosubstratelor. metodologiile de diagnostic in timp util §i
managementul eficient a cazului de nfectii de tract urinar.

5. Rezultatul implementirii: Este indiscutabil impactul §i contributia implimentédrii ghidului in
formarca studenjilor. medicilor rezidenti si in educagia medicald continua a medicilor ceea va
permite standardizarea. actualizarea continud & metodelor utilizate, stabilirea diagnosticului
veridic. Juarea decizitior privind indicarea terapiei antimicrobiene justificate in infectiile
tractului  urinar in vederea  combaterii deevoltdrii  rezistenlei  microorgamsmelor  la
anbmicrobiene.

Sef Catedra de urologie $i il

nefrologie chirurgicala. g /

dr. hab. st, med.. profesor univ. ~ TANASE Adrian

Sefdepartament. Depanamentul /

Didactic §i Managemeniul Academic, M /.,,’

conf. univ., dr. $t. med. s STRATULAT Silvia
1
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Ministerul Sanitatii al Republicii Moldova
Consiliul municipal Chisiniu
Directia Generald Asistentd Medicala si Sociala
INSTITUTIA MEDICO-SANITARA PUBLICA
SPITALUL CLINIC MUNICIPAL DE BOLI CONTAGIOASE DE COPII

MD-2028, mun. Chisinau, str. M. Lomonosov 49,
tel: 73-70-20; fax 72 31 64; e-mail: scmbec@ms.md
http://sembee.md/

Nr. 4228 din L9, 4L 2022

ACTUL DE IMPLEMENTARE

1. Denumirea ofertei pentru implementare: Ghidul | Asigurarea calitdfii in diagnosticul
microbiologic al infecfiilor tractului urinar”, 2021.

2. Autori: BURDUNIUC Olga dr. st. med., conferentiar cercetidtor, CEBAN Emil. dr. hab. st. med..
profesor universitar, BALAN Greta dr. st. med., conferentiar universitar, PLACINTA Gheorghe
dr. hab. st. med., profesor universitar, VISNEVSCHI Anatol dr. hab. st. med., profesor
universitar, SOFRONIE, Olga cercetdtor stiintific, BIVOL Maria cercetator stiintific.

6.Unde si cand « fost implementati: IMSP Spitalul Clinic Municipal de Boli Contagioase de
Copil.

3. Eficacitatea implementdrii: Aplicarea ghidului in practica laboratorului Microbiologic al
Institutului  de Ftiziopneumologie ,,Chiril Draganiuc” solutioneaza problema ce fine de
principiile. procedurile, tehnicile de recoltare a biosubstratelor de la paciengi cu infectii ale
tractului urinar deoarcce oferd metodologii standardizade de diagnostic aliniate la rigorile
internationale ce permite indicarea terapiei antimicrobiene justificate i managementul eficient
a cazului de infectie al tractului urinar.

4 Rezultatul implementdrii: Ghidul practic este utilizat de medici clinicieni i dispune de informatii
veridice, indicarea, interpretarea rezultatelor in timp util pentru ghidarea argumentatd i
optimizarea terapiei empirice antimicrobiene pe modele de susceptibilitate institutionald. Tar
datele obtinute in baza implementdrii ghidului servesc ca suport in monitorizarea succesului
tratamentului antimicrobian, planificarea si realizarea interventiilor in vederea prevenirii,
controlul infectiilor urinare associate asistenjei medicale.

Director IMSP SCMBCC | Ludmila BIRCA

dr. $t. med., conl univ.
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ACTUL DE IMPLEMENTARE
(in procesul didactic)

lga CERNETCHI
2 2023

&

'

|. Denumirea ofertei pentru implementare.,Ghid de bune practici: alimentatie rationald,
siguranta alimentelor si schimbarea comportamentului alimentar >, 2021.

2. Autori: BAHNAREL ., dr. hab st. med., profesor universitar, BURDUNIUC, O., dr. st. med.,
conferentiar cercetator, CAZACU-STRATU A., dr. st. med., conferentiar universitar, s.a.

3. Unde si cind a fost implementatd: Departamentul Medicind Preventivd, Disciplina de
microbiologie si imunologie a Universitafii de Stat de Medicind si Farmacie ,Nicolae
Testemitanu™

4. Eficacitatea implementdrii: Aplicarea prezentului ghid recomanda practici generale de
alimentatie corectd, atat pentru persoanele sandtoase, cat §i pentru cele cu devieri ale starii de
sdndtate $i anumite patologii, care pot fi influentate de alimentatie. Prin intermediul ghidului se
aduc la cunostinta aspecte despre siguranfa alimentelor §i contaminantii alimentelor inclusiv si
cele cu fungii patogeni si toxinele lor.

5. Rezultatul implementdrii: Informatia va favoriza formarea specialistilor in domeniu care ulterior
vor utiliza aceaste cunostinte in discutiii cu publicul larg pentru schimbarea comportamentului
alimentar si mentinerea, imbundti{irea starii de sinitate a acestora. Totodatd aceastd informatia
din ghid va fi utila profesionistilor din domeniul nutritiei, igienei, microbiologiei,
epidemiologiei, medicilor rezidenti si studenti in procesul de autopregitire si in comunicarea cu
populatia.

Sef Departament Medicind Preventiva P
dr. hab. st. med., conf. univ. CEBANU Serghei

l/
Sef departament, Departamentul

Didactic i Managementul Academic, / /
conf. univ., dr. st. med. (e — STRATULAT Silvia
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DECLARATIA PRIVIND ASUMAREA RASPUNDERII

Subsemnata, Burduniuc Olga, declar pe propria raspundere ca materialele prezentate in teza
de doctor habilitat sunt rezultatele propriilor cercetari si realizari stiintifice. Constientizez ca, in caz

contrar, urmeaza sa suport consecintele in conformitate cu legislatia in vigoare.

Burduniuc Olga

Semnatura

Data:
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CURRICULUM VITAE
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INFORMATII

PERSONALE

Nume / Prenume Olga Burduniuc

QsAdresé(e) Str. Cozmescu 5, bl. C, ap. 2P, Chisindu, R. Moldova, cod MD2028

(@] - :
"B etefon(oane) (+373 22) 574 629 (serviciu) ? Mobil: (+373 68) 144477
E-mail(uri) olga.burduniuc@ansp.gov.md; olgaburduniuc3@gmail.com

Nationalitate Republica Moldova

Data nasterii 09 decembriel972

Sex Feminin

Titlul stiintific Doctor in stiinte medicale, diploma seria DR nr. 1864, eliberata la 17
martie 2014

Titlul stiintifico-didactic [Conferentiar cercetator, diploma seria diploma seria CC nr. 0427
eliberatd la 24 august 2015

Abilitare Certificat de abilitare 2626 din 31.05.2017, specialitatea 313.02 —
Microbiologie, virusologie medicala;

EXPERIENTA

PROFESIONALA

Perioada 2022- prezent

Functia sau postul Sef Directie Diagnostic de Laborator in Sanatate Publica
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Numele si adresa
angajatorului

Agentia Nationald pentru Sanatate Publica, Republica Moldova

Tipul activitatii sau
sectorul de activitate

Organizarea si asigurarea functionalitatii laboratoarelor din cadrul
ANSP.

Perioada

2019- prezent

Functia sau postul ocupat

Fondator si Redactor-sef al revistei stiintifice One Health & Risk
Management

Numele si adresa
angajatorului

Asociatia de Biosiguranta si Biosecuritate din Republica Moldova

Tipul activitatii sau
sectorul de activitate

Receptionarea, consultarea si aprobarea articolelor pentru publicare in
revista

Perioada

2017-prezent

Functia sau postul ocupat

Fondator si Presedintele Asociatiei Obstesti ,,Asociatia de
Biosiguranta si Biosecuritate din Republica Moldova”

Numele si adresa
angajatorului

Asociatia de Biosiguranta si Biosecuritate din Republica Moldova

Tipul activitdtii sau
sectorul de activitate

Organizarea instruirilor personalului medical (medicilor, laborantilor,
studentilor si rezidentilor) despre conceptele de biosecuritate.
Elaborarea materialelor didactice.

Perioada

2016-2022

Functia sau postul ocupat

Sef laborator Microbiologic

Numele si adresa
angajatorului

Agentia Nationala pentru Sandtate Publica, Republica Moldova

Tipul activitdtii sau
sectorul de activitate

Diagnosticul microbiologic al infectiilor respiratorii, intestinale si
ZOO&I’]tI’OpOﬂOZG|OI’

Perioada

2014-2016

Functia sau postul ocupat

Sef laborator microbiologic Bolile extrem de contagioase, diareice
acute si zooantroponoze

Numele si adresa
angajatorului

Centrul National de Sanatate Publica, Republica Moldova
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Tipul activitatii sau Diagnosticul bolilor diareice acute si zooantroponoze
sectorul de activitate

Perioada 2013-2014

Functia sau postul ocupat |Cercetator stiintific coordonator, Laboratorul epidemiologia infectiilor
respiratorii virale

Numele si adresa Centrul National de Sanatate Publica, Republica Moldova
angajatorului

Tipul activitatii sau Optimizarea supravegherii epidemiologice la unele maladii
sectorul de activitate zooantroponoze cu elaborarea masurilor de control si raspuns.
Perioada 2010- 2013

Functia sau postul ocupat [Sef laborator stiintific Centrul Epidemiologia bolilor extrem de
contagioase si combaterea bioterorismului

Numele si adresa Centrul National de Sanatate Publica, Republica Moldova
angajatorului

Tipul activitatii sau Monitorizarea Rezistentei antimicrobiene la agentii cauzali boli
sectorul de activitate diareice acute
Perioada 2006-prezent

Functia sau postul ocupat [Conferentiar universitar prin ordinul nr 65-C/17 din 20.02.2017,
Catedra de Microbiologie, Virusologie si Imunologie

Numele si adresa USMF ,,Nicolae Testemitanu”, mun.Chisindu
angajatorului

Tipul activitatii sau Activitatea didactica (lectii practice studentilor facultatilor Medicina
sectorul de activitate 1, Medicina 2, Stomatologie, Farmacie si medici rezidenti
specialitatea Microbiologie, Epidemiologie si Igiend.)

EDUCATIE SI
FORMARE

Perioada 2014 - 2016

Calificarea / diploma Diploma de Master in managementul Sanatatii Publice SP Nr. 000261
obtinuta
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Disciplinele principale
studiate / competente
profesionale dobandite

Teza ,,Biosiguranta si biosecuritatea in laboratoarele microbiologice
din cadrul serviciului de supraveghere de stat a sanatatii publice”.

Numele si tipul institutiei
de Invatamant /
furnizorului de formare

Scoala de Management in Sanatate Publica, Republica Moldova

Perioada

2010-2013

Calificarea / diploma
obtinuta

Diploma de doctor in stiinte medicale, Seria: DR Nr. 1864

Disciplinele principale
studiate / competente
profesionale dobandite

Teza ,,Perfectionarea diagnosticului microbiologic pentru detectarea
unor markeri ai rezistentei enterobacteriilor la antibiotice”

Numele si tipul institutiei
de invatamant /
furnizorului de formare

Centrul National Stiintifico-Practic de Medicina Preventiva

Perioada

2003-2005

Calificarea / diploma
obtinuta

Studii prin rezidentiat, specialitatea Microbiologie, Diploma de licenta
AL nr. 001467

Disciplinele principale
studiate / competente
profesionale dobandite

Microbiologie/Medic microbiolog

Numele si tipul institutiei
de Tnvatamant /
furnizorului de formare

Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie ,, Nicolae Testemitanu”,
mun.Chisindu Republica Moldova

Perioada

1997-2003

Calificarea / diploma
obtinuta

Specialitatea Medicina generala, calificarea medic igienist-
epidemiolog, Diploma AS nr. 0015826

Disciplinele principale
studiate / competente
profesionale dobandite

Microbiologie/Medic microbiolog

Numele si tipul institutiei
de Invatamant /
furnizorului de formare

(Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie ,, Nicolae Testemitanu”,
Republica Moldova
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Perioada

1989-1993

Calificarea / diploma
obtinuta

Specialitatea — moasa (Diploma D nr. 8069)

Disciplinele principale
studiate dobandite

Obstetrica, Ginecologe, Pediatrie,. Nursing

Numele si tipul institutiei
de
invatdmant/furnizorului
de formare

Scoala medicala din orasul Orhei, Republica Moldova

Perioada

2014

Disciplinele principale
studiate / competente
profesionale dobandite

Microbiolog clinicist, Curs practic intensiv de instruire "World Health
Organization - Multi-country Seminar, Laboratory Workshop on
Antimicrobial Resistance.

Numele si tipul institutiei
de invatamant /
furnizorului de formare

Central Public Health Reference Laboratory (CPHRL) Thilisi,
Georgia, 29.06 - 04.07 2014; OMS

Perioada

2014

Calificarea / diploma
obtinuta

Formator in domeniul instruirii specialistilor in probleme de siguranta
si securitate Biologica, certificat nr. 9 din 02.03.14

Disciplinele principale
studiate / competente
profesionale dobandite

Cursul intensiv de instruire "Dezvoltarea cunostintelor si bunelor
practici in domeniul biosecuritatii, biosigurantei si managementul
riscului biologic, dubla utilizare."

Numele si tipul institutiei
de invatamant /
furnizorului de formare

Como, Italia 23.02 - 01.03.2014; Universitatea din Insubria; Centrul
de excelentd Tn CBRN pentru regiunea Europeana si Asia

Perioada

2013

Calificarea / diploma
obtinuta

Perfectionarea profesionald, ordinul nr. 254- SP din 12.06.13

Disciplinele principale
studiate / competente
profesionale dobandite

Ciclul de perfectionare ,,Metode imunologice si molecular genetice in
diagnosticul microbiologic”
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Numele si tipul institutiei
de invatamant /
furnizorului de formare

USMF ,.Nicolae Testemitanu”, Chisindu, Republica Moldova

Perioada

2013-2014

Calificarea / diploma
obtinuta

Formator in domeniul instruirii specialistilor in probleme de siguranta
si securitate, certificat nr. 7 din 22.02.2014

Disciplinele principale
studiate / competente
profesionale dobandite

Cursul de instruire la distantd in cadrul proiectului "Knowledge
development and transfer of best practice on biosafety, biosecurity,
biorisk™.

Numele si tipul institutiei
de Invatamant /
furnizorului de formare

Centrul de excelentd in CBRN pentru regiunea Europeana si Asia
(Italia, Roma)

Perioada

2010

Calificarea / diploma
obtinuta

Perfectionarea profesionala, ordinul nr. 495- SP din 21.10.10

Disciplinele principale
studiate / competente
profesionale dobandite

USMF ,, Nicolae Testemitanu” ciclul de perfectionare ,, Bacteriologie
medicala”

Numele si tipul institutiei
de invatamant /
furnizorului de formare

Chisindu, Republica Moldova

Perioada

2009

Calificarea / diploma
obtinuta

Perfectionarea profesionald, ordinul nr. 259-SP din 19.05.09

Disciplinele principale
studiate / competente
profesionale dobandite

Ciclul de perfectionare ,,Metode de cercetari in domeniul
imunologie”

Numele si tipul institutiei
de invatamant /
furnizorului de formare

\USMF ,, Nicolae Testemitanu”

Perioada

2009

Calificarea / diploma
obtinuta

Perfectionarea profesionala, ordinul. nr 05-82 E din 23.05.09
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Disciplinele principale
studiate / competente
profesionale dobandite

Psihopdagogie, Metode interactive de predare studentilor elevilor din
cadrul institusiilor medicale

Numele si tipul institutiei
de Invatamant /
furnizorului de formare

Institutul de Siinte ale Educatiei cursurile de formare continua la
specialitatea” Psihopdagogie” Chisindu, Republica Moldova

Perioada

2008

Calificarea / diploma
obtinuta

Perfectionarea profesionala primara ordinal nr. 1-765 din 19.11.08

Disciplinele principale
studiate / competente
profesionale dobandite

Ciclul de perfectionare primara “Microbiologia maladiilor extrem de
contagioase”

Numele si tipul institutiei
de invatamant /
furnizorului de formare

Institutul ,, Microb” or. Saratov, Federatia Rusa,

Perioada

2008

Calificarea / diploma
obtinuta

Perfectionarea profesionala certificat nr.13 din 09.12.08

Disciplinele principale
studiate / competente
profesionale dobandite

”” Diagnosticul molecular al gripei aviare”

Numele si tipul institutiei
de Tnvatamant /
furnizorului de formare

Institutul National de Cercetare si Dezvoltare pentru Microbiologie si
Imunologie or. Bucuresti, Romania

Domeniul de activitate stiintifica

Specialitatea de baza

313.02 Microbiologie, virusologie medicald

Domenii de cercetare

Microbiologie, epidemiologie, micologie, biotehnologie

Tema tezei de doctor
habilitat

Produse inovationale cu actiune antifungica asupra unor agenti cauzali
ai micozelor umane

Tema tezei de doctorat

Perfectionarea diagnosticului microbiologic pentru detectarea unor
markeri ai rezistentei enterobacteriilor la antibiotice
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INFORMATII
SUPLIMENTARE

Participarea la proiecte/
Research Grants

2021-prezent

2021-prezent
2015

2014

2013-2014

2020-prezent

2022-prezent

2015-2018

2011-2014

2010-2014

\Participari in proiecte internationale

Membru si executor in echipa de cercetare:

Food- and Waterborne Diseases Antimicrobial Resistance - Reference
Laboratory Capacity

EURGen-RefLabCap was initiated as a four-year project on the
“provision of EU networking and support for public health reference
laboratory functions for antimicrobial resistance in priority healthcare-
associated infections

Proiectul GEOHEALTH ,,Assessement of water quality and health
state of the population from rural areas of the Republic of Moldova”,
finantat de Centrul de Politici In Sanatate si Sdnatatea Publica,
Universitatea Babes-Bolyai, Romania, National Institutes of Health

(SUA) nr.R24TW009568

EU CBRN CoE Project 18 "International Network of Universities and
Institutes for Raising Awareness on Dual-Use Concerns in Bio-
technology”

EU CBRN CoE Project3 “Knowledge development and transfer of
best practices on bio-safety/bio-security/bio-risk management”

\Participadri in proiecte nationale

Studierea rezistentei bacililor gramnegativi la antimicrobiene in
vederea fortificdrii sistemului national de supraveghere si control al
bolilor transmisibile

Phage treatment and wetland technology as intervention strategy to
prevent dissemination of antibiotic resistance in surface waters
(PhageLand)/Utilizarea fagilor si tehnologiei zonelor umede ca
strategie de interventie pentru a preveni diseminarea rezistentei la
antibiotice 1n apele de suprafata (PhageLand)

Studierea particularitatilor clinico-epidemiologice ale infectiilor
respiratorii virale acute cu optimizarea masurilor de control si raspuns.

Optimizarea supravegherii epidemiologice la unele maladii
zooantroponoze cu elaborarea masurilor de control si raspuns.
(Subtema: Studiul particularitatilor circulatiei salmonelelor cu
optimizarea supravegherii epidemiologice.
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2007-2009 Studiul mecanismelor de transmitere a rezistentei E.coli implicata in
patologia umana)
Studiul privind monitorizarea rezistentei agentilor microbieni la
2004-2006 antibiotice
Recunoasterea Premii, mentiuni, distinctii:
profesionald

Medalie de aur si diplomad Medicine Award: ,, Procedure for obtaining
materials based on silver nanoparticles with antifungal activity”,
Euroinvent 2023, lasi, Romania 13 mai 2023.

Expert national in instruirea cadrelor privind domeniul biosecuritatii,
biosigurantei si managementul riscului biologic

Medalia ,,Nicolae Milescu Spataru” (2022).

Diploma de onoare a Ministerului Educatiei, Culturii si Cercetarii
(2021)

Medalie de argint. Innovation and Creative Education Fair for Youth
ICE-USV - Vth Edition. Suceava, Romania, mai 2021.

Medalie de argint. Inventica 2021, lasi, Romania, 23-25 iunie 2021.

Medalie de aur. Salonul International al Cercetarii Stiintifice, Inovarii
si Inventicii PRO INVENT, editia a XIX-a. 20-22 octombrie 2021,
Cluj-Napoca.

Medalie de aur. Salonul International de Inventii si Inovatii ,, Traian
VUIA21”, 06-08 octombrie 2021, Timisoara.

Medalie de bronz. Expozitia Internationala Specializata
LINFOINVENT 20217 editia a XVII-a, 17-20 noiembrie 2021,
Chisinau, Moldova.

Medalie de aur. Euroinvent 2021, lasi, Romania, 22 mai 2021

Medalie de aur. International Exhibition INVENTCOR lind edition,
16-18.12.2021, Deva, Romania.

Diploma de performanta. Inventica 2020, Iasi, Romania 29-31 iunie
2020.

Medalie de aur. Salonul International de Inventii si Inovatii ,, Traian
Vuia”, ed. a VI-a, 13-15 Octombrie 2020. Romania, Timisoara.

Medalie de aur. Euroinvent 2020, lasi, Romania, 23 mai 2020.

Medalie de aur si Diploma de performanta. The 24th International
Exhibition of Inventions Inventica 2020, 29-31 iulie 2020. Iasi,
Romania.
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IFBA's 2019 Biosafety Hero, International Federation of Biosafety
/Associations.

Diploma de excelenta. PRO INVENT Editia XVII. Cluj-Napoca,
Romania, 20-22 martie 2019.

Diploma Biosafety Heroes, International Federation of Biosafety
Associations (IFBA), 2019.

Silver Medal. 47E Salon International des Inventions de Genéve.
Genéve, 12 Avril, 2019.

Diploma on behalf of the Scientific Community of Romania. 47th
International Exhibition of Inventions Geneva. Genva, 12 April, 2019.

Diploma de excelentd. PRO INVENT Editia XVII. Cluj-Napoca,
Romania 20-22 martie, 2019.

Medalie de aur. Euroinvent 2019. lasi, Romania 18 mai 2019.

Medalie de aur. Salonul International de Inventii Inovatii ,,Traian
Vuia”. Timisoara, Romania 14 iunie 2019.

Medalie de aur. Inventica 2019. lasi, Romania 26-28 iunie 2019.

Diploma de performanta. Inventica 2019, lasi, Romania, 26-28 iunie
2019.

Medalie de argint. Infoinvent Editia a XVI-a, Chisinau, Republica
Moldova, 20-23 noiembrie 2019.

Diploma de onoare a Salonului. Salonul International al Inovarii i
Cercetdrii Stiintifice Studentesti —” Cadet INOVA’19”. Academia
Fortelor Terestre” Nicolae Balcescu”, Sibiu, Romania, 11-13 aprilie
2019.

Gold Medal. The World Exhibition on Inventions, Research and New
Technologies. Valencia, Spain 8th of March 2018.

Gold Medal. 46E Salon International des Inventions de Genéve.
Genéve, Avril, 2018.

Medalie de aur. Salonul International de Inventii si Inovatii ,,Traian
Vuia”. Timisoara, Romania, 15 iunie 2018.

Diploma for high scientific and technological level of the invention on
behalf of the Scientific Community of Romania. 46th International
Exhibition of Inventions Geneva. Genva, 13 April,, 2018.

Medalie de aur. Euroinvent 2018. lasi, Romania 19 mai 2018.

Medalie de bronz. Euroinvent 2018, lasi, Romania 19 mai 2018.
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Medalie de aur. Inventica 2018, lasi, Romania 27-29 iunie 2018.

2 medalii de aur. Salonul International de Inventii Inovatii ,, Traian
Vuia”. Timisoara, Romania 15 iunie 2018.

Medalia de aur. Inventica 2018. lasi, Romania 27-29 iunie 2018.
Diplome al Ministerului Sanatatii (anul 2013, 2014)

Diploma Ministerului Sanatatii (2018, 2020, 2022),

Medalie de bronz, Euroinvent Iagi 2013,

Medalie de aur. Inventica, lasi 2013;

Medalie de aur. PRO INVENT, Cluj-Napoca 2013;

Medalie de aur Medalie de aur. Salonul Internationale de inventii
Inventica, Iasi 2012.

ALTE ACTIVITATI

Autor si coautor

219 publicatii stiintifice (din ele 22 fara coautori), inclusiv: 72
articole in reviste stiintifice recenzate nationale, 16 articole in reviste
editate 1n strainatate (din ele 7 cu impact factor), 1 monografie
monoautor, 2 monografii colective, coautor a doud manuale, 10
indicatii/recomandari metodice si 14 ghiduri practice, autor a 5
certificate de inovator si 14 brevete de inventie. A participat la peste
100 de manifestari stiintifice in tard si peste hotare.

Comunicdri la foruri

2022

2022

2021

2021

2021

2020

2nd Balkan Conference of Medical Mycology and Mycotoxicology
,,Balkan Fungus 2022”. Thessaloniki, Greece, 2022.

Conferinta Nationala cu participare Internationald ,,Stopati
pneumonia: investiti in sanatatea copiilor” dedicatd Zilei Mondiale a
Pneumoniei celebrata in 12 noiembrie. Chisinau.

Conferinta Internationald ,,Pandemia COVID-19 - atitudini,
contraverse si provocari in asistenta perinatala”. Chisinau.

Conferinta stiintificd nationala cu participare Internationala ,,Materiale
avansate in biofarmaceutica si tehnica”. Chisinau.

The 1st edition of the National Conference with International
participation ,,One Health Approach in a Changing World”. Chisinau.

Congresul consacrat aniversarii a 75-a de la formarea USMF ,Nicolae
Testemitanu”. Chisinau.
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2019

2019

2019

2018

2018

2018

2018

2018

2017

2016

2016

2016

2016

International Conference “ACHIEVEMENTS AND PERSPECTIVES
OF MODERN CHEMISTRY” dedicated to the 60th anniversary from
the foundation of the Institute of Chemistry. Chisinau

Al VIlI-lea Congres National in Sanatate Publica si Management cu
participare internationala. Chisinau;

Conferinta Stiintifica Internationald, Sanatatea, medicina si bioetica in
Societatea contemporana: studii inter si pluridisciplinare = Health,
Medicine and Bioethics in Contemporary Society: Inter-and
Pluridisciplinary Studies: ed. a 2-a. Chisinau.

XXXV-a Conferinta Nationald "Romanian Chemistry Conference".
Calimanesti-Caciulata, Valcea, Romania.

20th Congress of the International Society for Human and Animal
Mycology. Amsterdam, Netherlands, 2018:

VII Exeronnas Mexnynapoanas Hayuno-IIpaktuueckas
Kondepennus ,,AKTyaabHble BOIPOCHl MEAULIUHBI . baky,
AzepOaiiKaH.

International Scientific Conference on Microbial Biotechnology (4nd
edition). Academy of Sciences of Moldova, Institute of Microbiology
and Biotechnology. Chisinau.

First Balkan Conference of Medical Mycology and Mycotoxicology
,,.Balkan Fungus 2018”, Timisoara, Romania;

Conferinta stiintificd Nationald cu Participare Internationala
Optimizarea supravegherii epidemiologice in infectiile nosocomiale.
Chisinau

Hayuno-ipakTiydeckas KoHpepeHIns: ¢ MEXTyHApOAHBIM yUacCTHEM,
noceseHHas 60-netuio kadeapsl snuaeMuoaoruu JIbBoBckoro
HAIIMOHAILHOTO MEIMIIMHCKOTO YHUBEPCUTETa MMeHH JlaHnna
["anuukoro, « AKTyaabHbIE TPOOJIEMBI ATTHIEMHOIOT U
MH(EKIMOHHBIX, TAPa3UTAPHBIX U HEMH(PEKIMOHHBIX 3a00JI€BaHUI»
JIbBOB, YKpanna 12-13 mas;

Conferinta - International Scientific Conference on Microbial
Biotechnology (3rd edition). (Chisinau, Republica Moldova)

Conferinta nationala cu participare internationald Promovarea
sandtdtii — o prioritate a sanatatii publice”. Orhei, Republica Moldova;

Conferinta stiintifico-practica nationala de la Cernauti: ['opOyHOBCBKI
untanHs. M.YepHiBui 5-6 TpaBHs; Conferinta nationald cu participare
internationala “’Sdnatatea ocupationald: probleme si realizari”.
Chisindu, Republica Moldova;

381




2016 International conference titled “Socio-psycho-medical changes in the
lifestyles of the contemporary family”, Antropological Research and
Studies. Bucuresti, Romania 7-8 octombrie;

2015 Conferinta nationald cu participare internationald intitulata "Individ,
familie, societate & provocari contemporane", (Bucuresti, Romania);

2014 Congresul specialistilor in domeniul sanatatii publice si
managementului sanitar (Chisinau, Republica Moldova);

2013 Conferinta stiintificd Nationala cu participare
Internationald."Optimizarea supravegherii epidemiologice in infectiile
nosocomiale" (Chisindu, Republica Moldova) .
Conferinta stiintifico — practica Nationala cu participare

0012 Internationald. Sandtatea copiilor si factorii exogeni de risc.(Chisinau,
Republica Moldova);
Conferinta internationald ”3Jkonorus. 3goposse. Ciopt”. (Cita,

2012 Federatia Rusi)

ALTE ACTIVITATI

2020-prezent

2020-prezent

2017-prezent

2017-prezent
2017-prezent
2016-prezent

2017-prezent

2016-prezent

Membru al Seminarului Stiintific Profilurile: 313. Imunologie,
microbiologie, virusologie; 321. Medicind generala. Specialitatile:

313.02. Microbiologie, virusologie medicala; 321.09. Boli infectioase,

tropicale si parazitologie medicala (Decizia Consiliului de Conducere
al ANACEC nr. 11 din 31 iulie 2020).

Membru al Seminarului Stiintific de Profil la specialitatile 163.
Biologie celulara. Specialitatea: 163.04 Microbiologie (Decizia
Consiliului de Conducere ANACEC nr. 13 din 30 octombrie 2020).

Presedintele Asociatiei de Biosiguranta si Biosecuritate din Republica
Moldova (ABBRM).

Membru al Federatiei Internationale al Asociatiilor de Biosiguranta
(IBFA).

Membru al Asociatiei Europene de Biosecuritate (EBSA)
Membru al Consiliului stiintific al ANSP .

Membru al Asociatiei Interregionale pentru Microbiologie Clinica si
Chimioterapie Antimicrobiana (MexpernonanabHasi Accoruarus mo
Knunnyeckoit MukpoOuonorun 1 AHTUMHKPOOHON XUMHOTEpaniuu
(MAKMAX).

Membru al Societdtii Microbiologilor si Epidemiologilor din RM.
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2016-prezent

Membru al Societatii Europene de Microbiologie Clinica si Boli
Infectioase (ESCMID).

Aptituduni si competente personale

Limba materna

Romana

Limbi straine cunoscute

Rusa(C2), engleza (B2), franceza (B1),

COMPETENTE SI
APTITUDINI
ORGANIZATORICE/
MANAGERIALE

Capacitate de analiza si sinteza.
Responsabilitate

Lucru in echipa

Punctualitate

Colaborare nationala si internationala

Competente si
aptitudini PC

Windows, MS Office applications: Word, Excel, Power Point

Informatii suplimentare

Casatorita, 2 copii

Permis de conducere - Categoria B

Persoane de referinta

Spinu Constantin, dr. hab.st. med., prof. univ., acad., Om Emerit al

RM, constantin.spinu@ansp.gov.md, tel. mob.: 069667138

Rudic Valeriu, dr. hab. st. biol., prof. univ., acad., Om Emerit al RM,

acad.rudic@mail.md, tel. mob.: 069406368
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