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ADNOTARE

Zariciuc Elena, ,,Actiunea antimicrobiana a unor compusi coordinativi ai
elementelor 3d si a preparatelor polifunctionale noi”, teza de doctor in stiinte medicale,
specialitatea 313.02 — Microbiologie, virusologie medicala, Chisinau, 2023

Structura tezei: Teza contine introducere, patru capitole, concluzii §i recomandari,
bibliografie cu 225 titluri, 2 anexe, 130 pagini text de baza, 24 figuri, 18 tabele. Rezultatele sunt
reflectate in 38 publicatii stiintifice: 1 capitol in monografie colectiva, 10 articole in reviste
stiintifice, din ele 2 Tn monoautorat; 23 rezumate si 6 brevete de inventie.

Cuvintele cheie: compusi coordinativi, 3d elemente, extracte din spirulind, enotanina,
activitate anmicrobiana, concentratie minimd de inhibitie, concentratie minima bactericida
/fungicida, activitate enzimatica, permiabilitate membranard, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Bacillus cereus, Shigella sonnei, Salmonella enterica, Candida albicans.

Scopul lucrarii: evaluarea proprietatilor antimicrobiene ale compusilor chimici noi ai 3d
elementelor si a posibilitatii de amplificarea a efectelor biologice prin obtinerea de combinatii
polifunctionale cu compusii de origine naturala.

Obiectivele lucrarii: identificarea compusilor chimici noi cu activitate antimicrobiana
inalta; evaluarea actiunii antimicrobiene a compusilor de origine naturald si combinatiilor lor cu
compusii chimici noi ai metalelor de tranzitie; stabilirea unor tinte specifice de actiune
antimicrobiand a compusilor chimici noi si a combinatiilor lor cu compusii naturali.

Noutatea si originalitatea stiinfifica: A fost realizat screeningul si evidentiati noi
compusi chimici tiosemicarbazonici cu 3d elementele cu activitate antimicrobiand pronuntata. A
fost demonstratda posibilitatea maririi nivelului de manifestare a efectelor biologice ale
compusilor testati in combinatie cu extractele din spirulind si enotanina solubild. A fost
demonstrat caracterul polifunctional al combinatiilor obtinute prin evidentierea mai multor tinte
de actiune a acestora asupra tulpinilor microbiene testate.

Rezultatele obtinute, care contribuie la solutionarea problemei stiintifice importante:
evidentierea de noi substante chimice, compusi naturali noi si combinatii dintre acestea care
prezintd efecte antimicrobiene pronuntate; identificarea posibilelor tinte de actiune a acestora.

Semnificatia teoretica: Au fost acumulate cunostinte noi despre activitatea antimicrobiana
a unor compusi ai 3d elementelor, si combinatiilor acestora cu extracte din spirulina si enotanina
hidrosolubila si demonstrat caracterul polifunctional al acestor combinatii prin evidentierea mai
multor tinte de actiune.

Valoarea aplicativa a lucrarii: Au fost evidentiati compusi chimici noi ai 3d elementelor
si a combinatiile acestora cu extracte naturale, care poseda activitate antimicrobiana inalta fata
de tulpinile de referintd de microorganisme patogene, de perspectivd pentru continuarea
cercetarilor biomedicale in vederea evidentierii efectelor in vivo.

Implementarea rezultatelor stiintifice: Rezultatele studiului au fost implementate la
catedra de Microbiologie si Imunologie a Universitatii de Stat de Medicina si Farmacie ”Nicolae
Testemitanu™ ca material didactic pentru instruirea universitara.



AHHOTANUA

3apuuyk EJjiena “AHTUMHKPOOHOE /1eiiCTBHE HEKOTOPBIX KOOPIMHAIMOHHBIX COeIMHEHMIT
3d-3;1eMeHTOB ¥ HOBBIX MOJH(PYHKIMOHAILHBIX NpenapaToB''. {uccepramus kanauaara
MEIMIHUHCKUX HAYK, crieHaIbHOCTh 313.02 — MenqunmHckass MUKPOOH0JI0THsI, BUPYCOJIOTHS,
Kunmnés, 2023

Crpykrypa auccepramum: Jluccepranuss COCTOMT W3 BBEACHMS, YETHIpEX TIJaB,
3aKJTIOUYCHUS W pEeKOMEHAanwii, OuOimorpaduveckoro cmnucka u3 225 HaWMEHOBaHUH, 2
npuinoxenuid, 130 cTpaHHWI] OCHOBHOTO TEKCTa, COJACPKHT 24 pHCYHKOB W 18 Tabmwmil.
PesynbraTel nccnenoBanuii omyonukoBanbl B 38 HayyHBIX paborax: | riaBa B KOJUIEKTHBHOM
MoHorpacduu, 10 craTreld B Hay9HBIX )KypHaJIax, U3 HUX 2 6e3 coaBTOpoB; 23 Te3uca u 6 maTeHTa.

KiroueBble ¢JI0Ba: KOOPJWHAIMOHHBIE COSAMHEHUs, 3d SIEMEHTBI, O3KCTPAKThHI
CIUPYJIUHBI, DSHOTAaHHUH, AHTUMUKPOOHas aKTHUBHOCTb, MHUHUMAaJlbHAs HWHTUOUPYIOIIAs
KOHIIEHTpAIWsI, MUHUMAJIbHAsS OaKTepUIMIHAS/PYHTUIMIHAS KOHIICHTPAILNS, dH3UMATHICCKas
aKTUBHOCTh, MPOHHUIIAEMOCTh MeMOpaH, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus
cereus, Shigella sonnei, Salmonella enterica, Candida albicans.

Leap pabdoThbl: OleHKa aHTUMHUKPOOHBIX CBOWMCTB HOBBIX XHMHUYECKUX COeAUHEHUH 3d-
9JICMEHTOB M BO3MOXKHOCTH YCHJICHUS WX OHOJIOTMYECKOTO JCUCTBUS 3a CUET TOTyUYCHHS
oMU YHKIIMOHATLHBIX KOMOWHAIIUN C COEIMHEHUSAMHU MTPUPOJTHOTO MPOUCXOKICHUS.

3agauM  MCC/IeIOBAHMI: BBISIBJICHUE HOBBIX XUMHUYECKUX COCAMHEHHUH C BBICOKOM
AHTUMHUKPOOHOW aKTUBHOCTHIO; OIIEHKAa aHTUMUKPOOHOTO AEMCTBUSI COCAMHEHUN MPUPOHOTO
MPOUCXOXKACHUSI M HMX COYETAHUM C HOBBIMH XMMHYECKUMHU COCAMHEHHUSMHU TEPEXOIHBIX
METAJIJIOB, YCTAHOBJICHHWE CIEHU(UYECKUX MHUILIECHEH aHTUMHKPOOHOTO JEHCTBUS HOBBIX
XUMHUYECKUX COCMHEHUHN M MX COYETaHUM C IPUPOTHBIMU COCTMHEHUSIMHU.

Hayuynass HOBM3HAa M OPHMIHHAJIBHOCTH. [IpOBEA€H CKPUHMHI M BBISBICHBl HOBBIE
XUMHYECKHE COEIMHEHUs THOoceMuKapOa3zoHa ¢ snemeHTaMu 3d, oOnajparomiue BbIpaXKEeHHON
AHTUMHUKPOOHOW aKTUBHOCTHIO. [lokazaHa BO3MOXHOCTH TMOBBIIIEHUS YPOBHS MPOSIBICHUS
O6uosiornueckux PPEeKToB UCIIBITYEMBIX COCIMHEHUM B COYETAHUU C IKCTPAKTaMU CIIUPYJIUHBI U
pacTBOPUMBIM SHOTAaHHUHOM. [TonmuyHKIIMOHANBHBIN XapakTep MOTYyYeHHBIX KOMOMHAIIUN ObLIT
MPOJIEMOHCTPUPOBAH BBIICTIEHUEM HECKOJIbKUX MHUIIEHEH WX JEHCTBUA Ha HCCIEAyeMble
MUKpPOOHBIE IITAMMBI.

Pe3yabTaThl, cMOCOOCTBYIOIIHE PELIEHUI0 BAKHOH HAY4YHOH MNpoOJieM: CBOIITCS K
BBISIBJICHUIO HOBBIX XMMHUYECKHUX BEUIECTB, HOBBIX MPUPOJHBIX COCAUHEHUN M UX COUETAHUU,
00J1a1at0IUX BBIPAXKECHHBIM aHTUMUKPOOHBIM JCHCTBHUEM, W BBISBIICHUIO BO3MOXKHBIX MUIIICHEH
JEUCTBUS COCANHEHUN U NX COUETaHUH.

Teopernueckoe 3HaUeHUEe PadOThI. bplTM HAKOIIJIEHBI HOBBIC 3HAHUS 00 AHTUMUKPOOHOU
AKTUBHOCTH HEKOTOPBIX COeauHEHU 3d-2JIeMEeHTOB W HX KOMOMHAIMKA C OJKCTpaKTaMHu
CIIUPYJAWHBI W BOJIOPACTBOPMMBIM SHOTAHHWHOM; TOJU(YHKIIMOHATBHBIN XapaKkTep JTHX
COUETaHWI JOKa3aH YCTAaHOBIEHHUEM HECKOJBKUX CHEIU(PUUYECKUX MHUIIECHEH, Ha KOTOpBIC
JIEUCTBYIOT COCTUHEHUS.

IIpakTuyeckoe 3HayeHue. BoieeHpl HOBbIE XUMHYECKHE COeNUHEHUs 3d-27IeMEHTOB U
WX COYETaHUS C TPUPOJHBIMH OKCTPAaKTaMH, OOJIalalolUe BBICOKONM aHTUMHUKPOOHOU
AKTUBHOCTBIO B OTHOIIEHWU pe(EepeHTHBIX ITAMMOB MATOTEHHBIX MHKPOOPTaHU3MOB,
MEePCIIEKTUBHBIC JIJIS1 TPOJIOJDKEHHSI MEAMKO-OMOJIOTUUECKUX UCCIEOBAaHUH C 1ETBIO0 BBISIBICHUS
a¢heKToB in vivo.

Buenpenue pesyabraroB. Pesynbrarel uccienoBaHust BHeApeHbl Ha  Kadenpe
Mukpobuonoruu u ummyHosorun Mongasckoro ['ocynapctBeHHoro YHuBepcutTeTa MeauimHb
n ®apmanyuu uM. “Hukonae Tecremuniany” B KaueCTBE AMAAKTHYECKOTO MaTepuUaa.



ANNOTATION

Zariciuc Elena, ,,The antimicrobial effect of some coordination compounds of 3d
elements and new polyfunctional drugs”. PhD thesis in medical sciences, speciality 313.02 —
Medical microbiology, virology, Chisinau, 2023

Thesis structure: The thesis consists of an introduction, four chapters, conclusions and
recommendations, bibliography list with 225 references. It comprises 130 pages of main content,
24 figures, 18 tables and 2 annexes. The results were published in 38 scientific papers: 1 chapter
in collective monograph, 10 articles in scientific journals; 23 abstracts and 6 patents.

Keywords: coordinating compounds, 3d elements, spirulina extracts, enotannin,
antimicrobial activity, minimum inhibitory concentration, minimum bactericidal/fungicidal
concentration, enzymatic activity, membrane permeability, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Bacillus cereus, Shigella sonnei, Salmonella enterica, Candida albicans.

Research goal: evaluation of the antimicrobial properties of new chemical compounds of
the 3d elements and the possibility of amplifying their biological effects by obtaining
polyfunctional combinations with natural compounds.

Objectives: identification of new chemical compounds with high antimicrobial activity;
evaluation of the antimicrobial action of natural compounds and their combinations with new
chemical compounds of transition metals; establishing specific targets of antimicrobial action of
new chemical compounds and their combinations with natural compounds.

Scientific novelty and originality: Screening was performed and new thiosemicarbazone
chemical compounds with 3d elements with pronounced antimicrobial activity were identified.
The possibility of increasing the level of manifestation of the biological effects of the tested
compounds in combination with spirulina extracts and soluble enotannin was demonstrated. The
polyfunctional character of the obtained combinations was demonstrated by highlighting several
targets of their action on the tested microbial strains.

The results obtained that contribute to solving an important scientific problem:
identification of new chemicals, new natural compounds and combinations thereof that exhibit
pronounced antimicrobial effects; identification of their possible targets of action.

Theoretical value: New knowledge was accumulated about the antimicrobial activity of
some compounds of the 3d elements, and their combinations with spirulina extracts and water-
soluble enotannin, and the polyfunctional nature of these combinations was demonstrated by
highlighting several action targets.

Practical value: New chemical compounds of the 3d elements and their combinations with
natural extracts, with high antimicrobial activity against the reference strains of pathogenic
microorganisms, promising for the continuation of biomedical research in order to highlight the
in vivo effects were highlighted.

Implementation of scientific results. Results of the study have been implemented at the
Department of Microbiology and immunology of the State University of Medicine and Pharmacy
"Nicolae Testemitanu" as teaching material for university training.
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INTRODUCERE

Actualitatea si importanta cercetarilor. Aparitia rezistentei multiple la medicamente la
multe dintre microorganismele patogene devine o problema din ce in ce mai proeminenta, care
compromite Tn mod serios terapiile bazate pe antibiotice. Rezistenta la antibiotice are ca rezultat
reducerea gradului de eficacitate a medicamentelor antibacteriene si antifungice, ceea ce face ca
tratamentul maladiilor infectioase sa fie complicat, costisitor sau 1n anumite cazuri, chiar
imposibil. Criza rezistentei la antimicrobiene a fost atribuita utilizarii gresite si in exces a acestor
agenti [27, 168]. Aplicarea antibioticelor in diferite tratamente constituie principala abordare a
medicinei moderne in cazul infectiilor. Din pacate, aceasta abordare este compromisa deoarece
cercetdtorii nu au reusit s mentind ritmul descoperirii antibioticelor 1n fata aparitiei rapide a
agentilor patogeni rezistenti emergenti. Datoritd utilizdrii aberante a antibioticelor, numerosi
agenti patogeni au capatat rezistentd multipla la aceste medicamente. Cel mai elocvent exemplu
in acest sens sunt tulpinile de Mycobacterium tuberculosis cu rezistentd multipla. Infectii
bacteriene severe sunt de asemenea provocate de reprezentantii genurilor Acinetobacter,
Burkholderia, Campylobacter, Citrobacter, Clostridium, Enterobacter., Enterococcus,
Escherichia, Haemophilus, Klebsiella, Proteus, Pseudomonas, Salmonella, Serratia,
Staphylococcus [27, 58].

O epoca post-antibiotica, in care infectiile comune si leziunile minore pot ucide nu mai
poate fi luatd drept fantezie apocaliptica, fiind de fapt o posibilitate foarte reald a secolului XXI
[49, 204, 205, 217].

Centrele internationale si nationale pentru controlul si prevenirea maladiilor, precum si alte
organizatii si experti recomanda aplicarea diferitor masuri, care pot reduce amploarea
fenomenului de antibioticorezistentd. Implementarea masurilor recomandate, cum ar fi:
adoptarea programelor de administrare a antibioticelor; imbunatatirea practicilor de diagnostic,
supraveghere si prescriere; optimizarea regimurilor terapeutice; profilaxia infectiilor, ar trebui sa
fie eficiente Tn gestionarea acestei crize [135, 186]. Alaturi de cele mentionate este clar, cd una
dintre cele mai importante masuri in acest sens este elaborarea si producerea de noi preparate
antibiotice, principiul de actiune a cdrora sd minimizeze ori chiar sa excluda posibilitatea de
dezvoltare a rezistentei la antimicrobiene.

Comunitatea stiintificd s-a dedicat in mod exhaustiv descoperirii de medicamente noi,
mai sigure si eficiente, fie prin sinteza chimicd dirijata a noilor compusi, fie prin exploatarea
resurselor naturale. Majoritatea agentilor chimici noi care trec cu succes cel putin primele faze
ale studiului clinic Tn ultimii ani sunt elaborati directionat si actioneaza pe un spectru restrans de
agenti patogeni, cum ar fi pseudomonadele, stafilococii sau micobacteriile. Succesul acestor
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substante chimice noi se bazeaza pe faptul, cd acestea au tinte noi, asupra carora nu actioneaza
antibioticele aprobate existente. Descoperirea de noi clase de substante chimice care sunt
eficiente fatd de tintele moleculare noi prezintd o oportunitate pentru o dezvoltare extinsa
viitoare de agenti antimicrobieni cu spectru larg de actiune. Efectele produselor naturale sunt
determinate de diferite principii active, metaboliti secundari sau fitochimicale precum alcaloizii,
taninurile, terpenoidlee, uleiurile esentiale, flavonoidele, lectinele, celulele fagocitare si multi alti
constituenti organici. Activitatea antimicrobiand a complexelor naturale rezultd frecvent din
activitatea catorva componente individuale, care actioneaza In energie cooperantd, iar impactul
clinic este asigurat de efectele directe asupra microorganismelor patogene [182].

Pentru a asigura progrese semnificative in domeniul elaborarii substantelor cu efecte
antimicrobiene in conditiile unei rezistente sporite a patogenilor la antibiotice, este necesar de a
realiza cercetari In domeniul sintezei directionate de noi substante chimice, in directia
descoperirii de noi produse naturale cu efecte antimicrobine, dar si in elaborarea de combinatii
polifunctionale, componentele carora sunt orientate spre mai multe tinte concomitent, asigurand
astfel succesul in combaterea microorganismelor multirezistente.

Scopul lucrarii: evaluarea proprietatilor antimicrobiene ale compusilor chimici noi ai
3d elementelor si a posibilitatii de amplificarea a efectelor biologice prin obtinerea de combinatii
multifunctionale cu compusii de origine naturala.

Obiectivele lucrarii:

1. Identificarea compusilor chimici noi cu activitate antimicrobiana inalta.

2. Studiul calitativ §i cantitativ al activitdfii antimicrobiene a compusilor chimici noi ai

elementelor 3d si compusilor naturali fata de tulpinile microbiene de referinta.

3. Stabilirea unor tinte specifice de actiune antimicrobiand a compusilor chimici noi si a

combinatiilor lor cu compusii naturali.

4. Evaluarea modificarilor unor parametri biochimici ai tulpinilor bacteriene de referinta sub

influenta compusilor monocomponeni si in combinatie cu compusii de origine naturala.
5. Influenta compusilor antimicrobieni noi asupra unor procese enzimatice.

Ipoteza de cercetare. Compusii chimici noi ai elementelor 3d cu activitate antimicrobiana si
compusii de origine naturald, asa ca enotanina si extractele din spirulind pot forma combinatii
sinergice multifunctionale, componentele carora sunt orientate spre mai multe tinte concomitent,

asigurand astfel amplificarea efectului biologic.
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Sinteza metodologiei de cercetare si justificarea metodelor de cercetare alese. Pentru
realizarea tezei de doctor in calitate de obiecte de studiu au fost utilizare 5 tulpini de referinta de
microorganisme patogene (doud Gram-, 2 Gram+ si una fungicd), ceea ce a permis evidentierea
particularitatilor de actiune a compusilor chimici noi si a celor de origine naturala. In calitate de
substante cu efecte antibacteriene si antifungice au fost utilizati compusi noi cu segmentul
tiosemicarbazonic, coordonat cu metale de tranzitie - cobalt, nichel si cupru; preparatul BioR,
extractul din spirulina si enotanina hidrosolubila.

In cercetare au fost aplicate metode microbiologice standard, care au permis stabilirea
parametrilor calitativi si cantitativi ai actiunii antibacteriene/antifungice a compusilor chimici,
naturali si a combinatiilor acestora. De asemenea, au fost aplicate metode biochimice de
evidentiere a unor modificari ale permeabilitatii membranelor celulare, de apreciere a nivelului
de stres oxidativ si de activitate enzimaticd la microorganismele patogene sub influenta
compusilor chimici si naturali. Dintre metodele standard au fost aplicate tehnicile de determinare
a concentratiei minime de inhibitie si concentratiei minime bactericide/fungicide ale compusilor
si combinatiilor lor. Aprecierea integritatii membranelor celulelor bacteriene s-a realizat prin
cuantificarea cantititii de acizi nucleici eliberati. Determinarea nivelului de stres oxidativ s-a
facut prin cuantificarea speciilor reactive ale oxigenului in celulele bacteriene. De asemenea, au
fost utilizate metode de determinare a activitdtii enzimelor antioxidante (catalaza si
superoxiddismutaza), si a lactatdehidrogenazei eliberate de celulele levuriene. Rezultatele
experimentale obtinute au fost supuse analizei statistice uzuale cu aplicarea instrumentelor
statisticii descriptive si analizei corelationale. Valorile parametrilor evaluati sunt date in teza ca
media + deviatia standard. In calitate de test de semnificatie a fost aplicat testul Student.

Obiectele de studiu si metodologia aplicata au fost selectate in vederea realizarii scopului
si sarcinilor trasate si au permis identificarea compusilor si combinatiilor active si de a evidentia
unele tinte de actiune a compusilor noi.

Noutatea si originalitatea stiinfifica: A fost realizat screeningul si evidentiati noi
compusi chimici tiosemicarbazonici cu 3d elemente cu activitate antimicrobiana pronuntatd. A
fost demonstratd posibilitatea maririi nivelului de manifestare a efectelor biologice ale
compusilor testati In combinatie cu extractele din spirulind si enotanina solubild. A fost
demonstrat caracterul polifunctional al combinatiilor obtinute prin evidentierea mai multor tinte
de actiune a acestora asupra tulpinilor microbiene testate.

Rezultatele obtinute, care contribuie la solutionarea problemei stiintifice importante:
evidentierea de noi substante chimice, compusi naturali noi si combinatii dintre acestea care

prezinta efecte antimicrobiene pronuntate; identificarea posibilelor tinte de actiune a acestora.
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Semnificatia teoretica: Au fost acumulate cunostinte noi despre activitatea antimicrobiana
a unor compusi ai 3d elementelor, si combinatiilor acestora cu extracte din spirulina si enotanina
hidrosolubila si demonstrat caracterul polifunctional al acestor combinatii prin evidentierea mai
multor tinte de actiune.

Valoarea aplicativa a lucrarii: Au fost evidentiati compusi chimici noi ai 3d elementelor
si a combinatiile acestora cu extracte naturale, care posedd activitate antimicrobiand inaltd fata
de tulpinile de referintd de microorganisme patogene, de perspectivd pentru continuarea
cercetdrilor biomedicale in vederea evidentierii efectelor in vivo.

Principalele rezultate stiintifice inaintate spre sustinere
1. Compusii tiosemicarbazonati ai Cu(II), Co(IIl) si Ni(II) manifestd activitate antimicrobiana

fata de bacteriile Gram (+), Gram (-) si Candida albicans.

2. Compusul metil N'-[(2-hidroxinaftalen-1-il)metiliden]-N-prop-2-en-1-ilcarbamohidra-zono-
tioat are un efect antifungic performant fata de tulpina Candida albicans ATCC 10231 cu
valori ale CMI si CMF la 0,7pg/mL.

3. Enotanina are un efect sinergic fatd de compusii chimici in ceea ce priveste producerea de
SRO in combinare cu majoritatea compusilor testati si la toate tulpinile microbiene cercetate,
cu o amplitudine mult mai naltd in cazul bacteriilor Gram (-) si a tulpinii fungice Candida
albicans.

4. Concentratiile minime de inhibitie ale compusilor chimici noi au efecte inhibitorii pronuntate
asupra activitdtii enzimelor antioxidante la tulpinile Staphylococcus aureus ATCC 25922 si
Escherichia coli ATCC 25923.

Aprobarea rezultatelor stiintifice

Rezultatele obtinute pe durata realizarii tezei au fost prezentate si aprobate la 9 conferinte
internationale in tard si peste hotare. Medalie de aur Salonul International de Inventii si Inovatii
,, Traian Vuia” Timisoara , editia a VI -a, perioada 13-15 octombrie 2020 in Timisoara, din partea
USMF ,Nicolae Testemitanu”, Medalie de argint Salonul International de Inventii si Inovatii
,,Traian Vuia” Timisoara , editia a VI -a,perioada 13-15 octombrie 2020 in Timisoara, din partea
USMF ,Nicolae Testemitanu”, Medalie de aur, Salonul International al Cercetarii Stiintifice,
Inovarii si Inventicii PRO INVENT, editia a XVII-a, 20-22 martie 2019, Sala Polivalenta, CLUJ-
NAPOCA, Al 4-lea colocviu Franco-Roméan de chimie medicald. lasi, Roménia. 2017 05-07
octombrie, poster Conferinta stiintifica anuald in cadrul Zilelor USMF “Nicolae Testemitanu”.
Chisinau, 15- 18 octombrie 2019.

Rezultatele tezei au fost discutate si aprobate in cadrul sedintei Disciplinei de microbiologie si

imunologie al USMF ,Nicolae Testemitanu” din 31martie 2023 si a al sedintei Seminarului

stiintific de profil 313. Imunologie, microbiologie, virusologie, specialitdtile 321.09. Boli
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infectioase, tropicale si parazitologie medicala, 313.02. Microbiologie, virusologie medicald din
30.05.2023.

Publicatiile la tema tezei. Rezultatele obtinute pe durata elabordrii acestei teze sunt
reflectate in 38 publicatii stiintifice: 1 capitol in monografie colectiva, 10 articole in reviste
stiintifice, din ele 2 in monoautorat; 23 rezumate si 6 brevete de inventie.

Rezultatele tezei au fost discutate si aprobate la sedinta Disciplinei de microbiologie si
imunologie, Departamentul Medicina Preventiva, USMF ,,Nicolae Testemitanu” (proces verbal
nr.03 din 31.03.2023) si la sedinta Seminarului Stiintific de profil Medicind generala,
specialitagile 313.02. Microbiologie, virusologie medicala, 321.09. Boli infectioase, tropicale si
parazitologie medicald (proces verbal nr.2 din 30.05.2023)

Volumul si structura tezei. Teza constd din introducere, patru capitole, concluzii si

recomandari, bibliografie cu 225 titluri, 2 anexe, 130 pagini text de baza, 24 figuri, 18 tabele.

Sumarul compartimentelor tezei.

Capitolul 1. REZISTENTA MICROORGANISMELOR PATOGENE LA
ANTIBIOTICE SI ELABORAREA NOILOR REMEDII EFICIENTE include analiza
situatiei create ca rezultat al raspandirii largi a fenomenului de antibioticorezistenta si trece in
revista principalele rezultate obtinute in domeniul elaborarii de noi preparate cu efecte
antimicrobiene performante si cu principii de actiune originale. Capitolul a fost perfectat in baza
analizei a 224 surse bibliografice cu grad Tnalt de actualitate, publicate in mare masura in ultimii
10 ani, preponderent, in ultimii 5 ani. In partea introductivi a acestui capitol este descrisa situatia
cu referire la antibioticorezistentd pe plan mondial si succesele modeste in domeniul inregistrarii
de noi preparate antimicrobiene. in primul subcapitol sunt analizate cauzele si mecanismele
aparitiei si dezvoltdrii rezistentei la antibiotice la diferite grupuri sistematice de
microorganismele patogene. Cel de-al doilea subcapitol este dedicat identificarii solutiilor, pe
care le propune stiinta modernd in vederea solutiondrii problemei antibioticorezistentei. Sunt
discutate mai multe strategii, cum ar fi sinteza directionatd de noi compusi cu proprietati
predeterminate, screening-ul compusilor naturali, utilizarea medicamentelor deja cunoscute in
formule hibride s.a. Cel de-al treilea subcapitol reflecta stadiul actual al cunoasterii cu referire la
domeniile de interes direct a prezentei teze de doctorat, si anume: utilizarea de noi compusi
coordinativi ce contin segmentul tiosemicarbazonic si metale de tranzitie, utilizarea taninurilor si
a extractelor naturale, Tn special, din cianobacteria Arthrospira platensis. Capitolul include, de
asemenea concluzii, care reflecta nivelul actual atins de cercetdtori in domeniul prezentei lucrari,
dupi care este formulati problema de cercetare si directiile de rezolvare a acesteia. In finalul
capitolului sunt formulate scopul si sarcinile prezentei lucrari.

18



Capitolul 2. OBIECTELE SI METODELE DE STUDIU contine argumentarea si
descrierea obiectelor de studiu (tulpinile de microorganisme, compusii chimici si extractele
naturale) si a metodelor de cercetare. In calitate de obiecte de studiu ,,in vitro” au fost incluse 7
de sinteza chimica ori naturale: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus cereus TUCK
8035, Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella enterica TVUCK 03/03y, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Candida albicans ATCC 10231.

Sunt descrise substantele chimice cu efecte antimicrobiene, care au fost utilizate - 47
compusii coordinativi (selectati dintr-un numar de 385 compusi inclusi in screening) ai Cu (II);
Co(III) si Ni (II) sintetizati si caracterizati la catedra Chimie anorganica (Universitatea de Stat din
Moldova), Institutul de Chimie si Institutul de Fizica aplicata, si 3 compusi de origine naturala:
enotanina hidrosolubild, extractul hidroetanolic din spirulina si preparatul BioR, de asemenea
obtinut din spirulina.

Capitolul include de asemenea, descrierea metodelor microbiologice standard aplicate in
vederea evaludrii eficientei compusilor chimici si naturali si a combinatiilor acestora in raport cu
tulpinile de microorganisme patogene: metoda difuziei In geloza, metoda dilutiilor succesive,
metoda standardizatda EUCAST 7.1. Pentru a identifica tintele de actiune a compusilor testati si a
combinatiilor sinergice ale acestora au fost aplicate un sir de metode de determinare a activitatii
enzimelor (lactatdehidrogenazei eliberate, supeoxiddismutazei, catalazei si proteazelor
extracelulare). De asemenea este descrisa metoda de aprecierea integrititii membranelor
celulelor bacteriene In baza cantitatii de acizi nucleici eliberati. Nivelul stresului oxidativ a fost
masurat aplicidnd cuantificarea speciilor reactive ale oxigenului in celulele bacteriene.
Rezultatele obtinute sunt prelucrate statistic aplicand statistica descriptivd si  analiza
corelationald. Metodele de cercetare au fost selectate astfel, ca sd asigure realizarea scopului si

obiectivelor de cercetare.

Capitolul 3. ACTIVITATEA ANTIMICROBIANA A COMPUSILOR NOI reflecti
rezultatele screening-ului compusilor chimici noi, a compusilor naturali si a combinatiilor
acestora si evidentierea variantelor cu efecte pronuntate asupra tulpinilor de microorganisme
luate in studiu. Capitolul debuteazd cu descrierea premiselor acestei cercetari, rezultate deja
cunoscute care permit de a presupune activitate antimicrobiand inaltd pentru compusii
coordinativi ai metalelor de tranzitie cu segment tiosemicarbazonic. Pentru fiecare dintre cei 47
compusi au fost determinate concentatiile minime de inhibitie si concentratiile minime
bactericide/fungicide. Aceiasi parametri au fost determinati si in cazul enotaninei hidrosolubile, a
extractului din spirulind si a preparatului BioR. Din totalitatea compusilor testati au fost selectati
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cate 5 compusi cu activitate specifica pentru fiecare dintre tulpinile de microorganisme testate.
De asemenea, in acest capitol sunt prezentate rezultatele obtinute la combinarea compusilor
chimici selectati cu cei trei compusi de origine naturald. In acest caz s-a urmdrit posibilitatea
amplificarii efectului antimicrobian al compusilor coordinativi. Activitatea compusilor chimici, a
compusilor naturali si a combinatiilor dintre aceste a fost comparata in cazul tulpinilor bacteriene
cu activitatea ampicilinei, iar in cazul tulpinii levuriene - cu cea a nistatinei. Este demonstrat, ca
fiecare combinatie particulara are efecte antibacteriene. Cercetdrile descrise in acest capitol au
condus la evidentierea a 2 compusi chimici cu activitate inalta fata de Candida albicans ATCC
10231 si doi compusi cu activitate antimicrobiand universald. Capitolul finalizeaza cu concluzii

ce reflecta principalele realizari la aceasta etapa a cercetarii.

Capitolul 4. MECANISMELE POSIBILE DE ACTIUNE A NOILOR COMPUSI
ASUPRA MICROORGANISMELOR PATOGENE reflecta rezultatele investigatiilor, care
au avut drept scop evidentierea unor efecte specifice exercitate de compusii chimici noi,
compusii naturali si combinatiile acestora asupra tulpinilor microbiene de referinti. in primul
subcapitol sunt elucidate premisele teoretice ale cercetarii. Se analizeaza efectele cunoscute si
tintele identificate pe care actioneaza compusii coordinativi ai metalelor si unii liganzi de interes
pentru aceastd teza. De asemenea, se atrage atentia asupra faptului, cd este demonstrata
posibilitatea de a obtine combinatii polifunctionale — care actioneazd asupra mai multor tinte
concomitent - in cazul unor combinatii sinergice dintre mai multe componente cu activitate
antimicrobiand. La prima etapa de studiu a fost cercetat procesul de eliberare a acizilor nucleici
de catre culturile bacteriene si de eliberare a lactatdehidrogenazei de catre celulele fungice sub
actiunea compusilor chimici noi aplicati individual, dar si In combinatie cu substantele de origine
naturala (extractele din spirulind si enotanina hidrosolubild). A fost demonstrat, cd actiunea
compusilor si a combinatiilor a fost comparata cu actiunea ampicilinei in cazul bacteriilor si a
nistatinei n cazul fungilor levuriformi. Compusii chimici selectati au provocat eliberarea masiva
a substantelor de interes, ceea ce vorbeste despre o modificare importantd a permeabilitatii
celulare. Compusii naturali nu au efect deterioarant foarte pronuntat asupra membranelor, in
schimb acestia pot genera un efect sinergic pronuntat fiind aplicati Tmpreund cu compusii
chimici. Au fost evidentiate anumite particularititi de actiune a combinatiilor sinergice asupra
microorganismelor in dependentd de pozitia lor sistematica. Astfel, in cazul bacteriilor Gram- si
al tulpinii Candida albicans ATCC 10231 cel mai pronuntat efect sinergic se observa in cazul
combindrii compusilor chimici cu enotanina hidrosolubila, iar in cazul bacteriilor Gram+ in
calitate de potentatori ai efectului de permiabilizare a membranelor pot fi considerate preparatele
pe baza de spirulina.
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Urmatoarea etapa de cercetare a constat Tn monitorizarea elimindrii SRO de catre
culturile microbiene sub influenta compusilor chimici aplicati individual si In combinatie cu
compusii de origine naturald. Rezultatele prezentate demonstreaza, ca efectul antimicrobian al
compusilor chimici noi este asociat cu generarea excesiva a speciilor reactive ale oxigenului,
care provoaca starea de stres oxidativ. In toate variantele experimentale nivelul SRO depiseste
semnificativ nivelul lor in cultura netratata, fiind comparabil sau chiar mai mare fatd de nivelul
de SRO indus de substantele antimicrobiene de referintd. Nivelul de SRO este mult mai inalt la
tulpinile de bacterii Gram - si la Candida albicans comparativ cu bacteriile Gram +. Pentru a
evidentia rolul degradarilor oxidative in pierderea continutului celular a fost realizata analiza
corelationald a rezultatelor celor 2 teste descrise mai sus. Se aduc argumente in confirmarea
faptului, ca la 4 dintre cele 5 tulpini bacteriene, pierderea continutului intracelular sub actiunea
compusilor chimici noi cu activitate antimicrobiana, este asociatd cu producerea in exces a
speciilor reactive ale oxigenului. In cazul combinatiilor dintre compusii chimici si cei naturali
stresul oxidativ nu este unicul mecanism prin care are loc eliberarea continutului celular in
mediul extracelular. In cadrul acestui capitol sunt de asemenea, aduse si analizate rezultatele cu
referire la actiunea compusilor chimici gi naturali asupra activitatii enzimelor antioxidante de
prima linie — catalaza si supeoxiddismutaza. Este demonstrat efectul de inhibitie a compusilor
chimici noi asupra activitatii enzimelor antioxidante la tulpinile Staphylococcus aureus ATCC
25922 s1 Escherichia coli ATCC 25923. De asemenea, efecte pronuntate asupra activitatii
enzimatice o are enotanina hidrosolubila, care poate fi consideratd un compus sinergist eficient,
care potenteaza efectul antibacterian al compusilor chimici. Efectul extractelor din spirulina
difera in dependenta de tulpind si poate atat sd sporeascd, cat si sd diminueze efectul
antibacterian al compusilor chimici. Capitolul finalizeazd cu concluzii, care reflectd esenta

rezultatelor obtinute.

Compartimentul CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI include prezentarea
structuratd a tuturor rezultatelor obtinute, care demonstreaza atingerea scopului si obiectivelor
tezet; reflectd contributiile personale, contine chintesenta lucrarii, exprimata concis in concluziile
generale; exprimd valoarea aplicativd a rezultatelor obtinute prin recomandarile formulate si
schiteaza directii de cercetare, care pot fi considerate o continuare a cercetdrilor, rezultatele

carora au fost prezentate si analizate in prezenta teza de doctor.

BIBLIOGRAFIA include descrierea bibliograficd a celor 224 surse (articole, capitole in

monografii, teze la foruri stiintifice, brevete de inventie) citate in teza.
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Compartimentul ANEXE contine copii ale brevetelor de inventie si a diplomelor de

insotire a medaliilor, obtinute la saloanele internationale de inovatii.
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1. REZISTENTA MICROORGANISMELOR PATOGENE LA ANTIBIOTICE §I
ELABORAREA NOILOR REMEDII EFICIENTE

Utilizarea pe scara larga a terapiilor medicamentoase, in special folosirea nediscriminatorie
a antibioticelor, inclusiv a celor de ultima generatie, a dus la o crestere alarmantd a nivelului de
rezistentd a microorganismelor patogene la tratamentele medicamentoase. Cererea colosala de
antibiotice a avut un impact semnificativ asupra mediului. In cei peste 80 de ani de la
introducerea lor Tn uzul medical, milioane de tone de antibiotice au fost produse si utilizate in
diferite scopuri. Realizérile tehnologiilor contemporane au permis obtinerea compusilor mai
putin costisitori, ceea ce a Incurajat utilizarea lor tot mai larga. Ca rezultat biosfera este saturata
cu acesti agenti toxici, care contribuie in mod semnificativ la selectia neincetata si raspandirea
larga a tulpinilor de microorganisme rezistente [58]. Eficienta masurilor de prevenire si control
al dezvoltarii rezistentei este redusa semnificativ pe de o parte de complexitatea proceselor care
contribuie la aparitia si diseminarea rezistentei, iar pe de alta parte, de insuficienta de cunostinte
de baza cu privire la aceste subiecte. Majoritatea agentiilor de sanatate publica internationale,
nationale si locale recunosc aceastd problema serioasa. Cu toate ca au fost propuse numeroase
rezolutii si recomandari si au fost scrise numeroase rapoarte, dezvoltarea rezistentei la antibiotice
este un proces continuu. Acest fenomen afecteazd umanitatea, creeazd o situatie de crizd in
cercetare si devine o problemd politicd. Rezistenta la antibiotice are ca rezultat reducerea
gradului de eficacitate a medicamentelor antibacteriene si antifungice, ceea ce face ca
tratamentul pacientilor sa fie complicat, costisitor sau in anumite cazuri, chiar imposibil.
Impactul fenomenului se resimte cel mai evident asupra pacientilor deosebit de vulnerabili, la
care rezultd in maladii de duratd si mortalitate crescuti. In prezent inci nu au fost pe deplin
estimate si constientizate dimensiunile problemei la nivel mondial, impactul acesteia asupra
sectorului sdnatdtii publice si impactul social general asupra omenirii. Cu toate acestea, tot mai
multe guverne din intreaga lume considera ca aceasta problema este atat de grava, incat ameninta
realizarile medicinii moderne, iar consecintele ignorarii ei pot fi fatale pentru umanitate. O epoca
post-antibiotica - in care infectiile comune si leziunile minore pot ucide — nu mai poate fi luata
drept fantezie apocaliptica, fiind de fapt o posibilitate foarte reala a secolului XXI [49, 204, 205,
216].

Centrele Internationale si Nationale pentru Controlul si Prevenirea Maladiilor, precum si
alte organizatii si experti recomanda aplicarea diferitor masuri, care pot reduce amploarea
fenomenului de antibioticorezistentd. Implementarea masurilor recomandate, cum ar fi:
adoptarea programelor de administrare a antibioticelor; imbunatatirea practicilor de diagnostic,
supraveghere si prescriere; optimizarea regimurilor terapeutice; profilaxia infectiilor, ar trebui sa
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fie eficiente in gestionarea acestei crize [25, 135, 186]. Alaturi de cele mentionate este clar, ca
una dintre cele mai importante masuri In acest sens este elaborarea si producerea de noi preparate
antibiotice, principiul de actiune a cdrora sd minimizeze ori chiar sa excluda posibilitatea de
dezvoltare a rezistentei microbiene.

Eforturile firmelor farmaceutice sunt concentrate pe cateva tipuri de antibiotice noi, care se
referd la aminoglicozide, inhibitori ai beta-lactamazei, quinolone, ketolide, tetracicline si
oxazolidinone. Putine dintre medicamentele elaborate trec cu succes toate filierele de control
spre a fi incluse pentru aplicarea la etapa de teste clinice, dar si aici rata de promovare este destul
de mica — cel mult un preparat din 5 testate [205]. Timp de 10 ani Intre 2000 si 2010 de catre
Food and Drug Administration (FDA) in SUA, care este un lider in cercetarile farmaceutice in
domeniul antibioticelor, au fost inregistrate doar patru antibiotice noi aprobate pentru utilizare
clinica (tigeciclina, doripenema, ceftarolina si telavancina). Anul 2014 a fost unul de succes
pentru acest domeniu, fiind inregistrate alte 4 antibiotice noi (tedizolidul, dalbavancina,
oritavancina, ceftolozana/tazobactamul). In 2016 au fost aprobate doud substante noi — zinplava
— pentru tratamentul formelor recurente de infectii provocate de Clostridium sp.si Anthim —
pentru tratamentul antraxului inhalat. In anul 2017 a fost aprobat un nou antibiotic — baxdela -
destinat tratamentului infectiilor cutanate [69]. Noi agenti antibacterieni au fost aprobati de FDA
din SUA si in ani 2018-2019. In anul 2018 au fost aprobate 4 medicamente noi: plazomicina
(pentru tratamentul infectiilor provocate de Enterobacteriaceae), eravaciclina (pentru infectii
intraabdominale complicate), sareciclina (pentru tratamentul acneei non-nodulare moderate si
severe), omadaciclina (pentru infectii bacteriene acute ale pielii si pneumonie bacteriana
comunitard), iar rifamicina, care este cunoscutd ca supresor al sintezei de ARN a fost aprobata
pentru tratarea diareei cilitorului provocati de tulpini noninvazive de Escherichia coli. In anul
2019 FDA a aprobat doud combinatii medicamentoase: (1) imipenem, cilastatin si relebactam —
pentru tratamentul infectiilor complicate intraabdominale si ale tractului urinar; si (2) pretomanid
in combinare cu bedaquilind si linezolid pentru tratarea tuberculozei. De asemenea au fost
aprobate si preparatele lefamulin si cefiderocol, primul pentru tratamentul pneumoniilor
comunitare, iar cel de-al doilea — al infectiilor urinare complicate [23]: In 2020 - martie 2022 a
fost aprobat un singur antibiotic — flexinidazol, care este destinat tratamentului tripanosomiazei.

Din cele relatate mai sus, este evident, cd procesul de elaborare si implementare a noilor
medicamente cu efecte antibiotice este in plind desfasurare, dar, cu toate succesele inregistrate,
problema antibioticorezistentei si eficientei preparatelor medicamentoase din aceastd categorie,
ramane la fel de acutad si la momentul actual. Mai mult ca atat, se Inregistreaza un deficit de
solutii principial noi, care ar permite realizarea unui salt calitativ In domeniul elaborarii de noi
remedii medicamentoase destinate combaterii infectiilor provocate de microorganisme cu un
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grad inalt de rezistentd la chimioterapii traditionale. In lipsa acestora, calea screeningului
substantelor chimice noi, care teoretic ar putea avea efecte antibiotice, dar si a compusilor
naturali cu asemenea proprietati rimane una dintre cele mai accesibile, dar si mai laborioase cai
de a pune la dispozitia medicinii moderne noi compusi cu activitate antimicrobiana pronuntata.
Astfel, completarea arsenalului de agenti antimicrobiene activi rdmane in centru atentiei

cercetatorilor din diferite domenii — de la chimie la farmaceutica.

1.1. Originea si mecanismele rezistentei la antibiotice

Dezvoltarea rapida a mecanismelor de rezistentd la antibiotice de catre microorganismele
patogene a fost si ramane fatald pentru milioane de oameni din intreaga lume, transformandu-se
intr-o problema de sandtate publica. Cauza majora a mecanismelor de rezistentd este utilizarea
excesiva a preparatelor cu efecte antimicrobiene. Tarile dezvoltate incearcd sa implementeze
mecanisme de depdsire a rezistentei microorganismelor prin utilizarea rationala a acestor remedii
terapeutice [55].

Actiunile Intreprinse in acest sens s-au dovedit insuficiente pentru a stopa sau cel putin a
incetini raspandirea fenomenului de rezistentd. Metodele traditionale de depistare a sensibilitatii
la antibiotice in scopul identificarii terapiei potrivite permit evidentierea exclusiv a rezistentei
genetice la anumite substante. Microorganismele patogene, insd, pot aplica si alte strategii
particulare non-genetice de tolerantd la actiunea substantelor cu efect antibacterian. Toleranta la
antibiotice, care apare fie la nivelul intregii populatii, fie Intr-o subpopulatie de celule, permite
bacteriilor sd supravietuiasca tratamentelor cu antibiotice. Aceasta duce la prelungirea
tratamentului si aparitia infectiilor recidivante, dar cel mai grav lucru este cd toleranta
accelereaza dezvoltarea rezistentei microorganismelor la antibiotice [217].

Dobandirea mecanismelor de rezistenta a bacteriilor patogene la actiunea antibioticelor
poate avea loc fie prin mutatie de novo, fie prin transfer orizontal de gene. Prin aceste doua
strategii bacteriile devin capabile de degradarea sau de inactivarea antibioticului sau
achizitioneazd mecanisme care realizeazd efluxul de antibiotic din celuld ori modifica tinta
moleculara a acestuia. Odata cu dobandirea acestor abilitati microorganismele patogene capata
proprietatea de a se dezvolta In conditiile unei concentratii inalte de antibiotice [217]. Aceasta
tolerantd la actiunea agentilor antimicrobieni genereazd ulterior fenomenul de
antibioticorezistentd. Ignorat initial datoritda descoperirilor frecvente de noi antibiotice eficiente
care se nregistrau cu regularitate Tn anii de aur ai domeniului de cercetare in farmaceutica
antibioticelor (1940-1960), aceastd problema revine stringent in atentia societdtii din cauza
incetinirii, dacd nu chiar stoparii ofertei de compusi noi. Paralel are loc si o crestere masiva a
consumului de antibiotice, inclusiv utilizarea neterapeuticd pentru promovarea cresterii in
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agriculturd si acvaculturd, a condus la criza rezistentei la antibiotice cu care ne confruntam astazi
[139].

Dupa natura sa rezistenta la antibiotice poate fi naturala si dobandita. Rezistenta
naturala, este o proprietate inndscuta specificd bacteriei ca urmare a caracteristicilor structurale si
functionale intrinseci, iar rezistenta dobandita rezulta fie printr-o mutatie in genomul bacterian,
fie prin achizitie a genelor de rezistenta strdine sau printr-o combinatie a acestor doud
mecanisme [64, 184].

Rezistenta naturala poate fi intrinseca (exprimatd intotdeauna in specie) sau indusa
(genele de rezistentd sunt prezente permanent, dar sunt exprimate doar dupd expunerea la
actiunea unui anumit antibiotic). Rezistenta intrinseca poate fi definita ca o trasaturd universala a
unei specii bacteriene, independentd de expunerea anterioara la antibiotice si care nu este legata
de transferul orizontal al genelor [56, 184]. Rezistenta intrinsecd este asiguratd prin doua
mecanisme de baza, dintre care unul este specific bacteriilor Gram - si se refera la
permeabilitatea redusd a membranei exterioare. Cel de-al doilea mecanism este unul universal
pentru toate tipurile de microorganisme si se bazeaza pe existenta si functionarea eficienta a
pompelor de eflux. Genele care asigurd acest tip de rezistenta sunt extrem de variate, fapt ce
poate fi explicat prin aceea, cd antibioticele pot afecta mai multe tinte celulare, iar pentru a
asigura rezistenta, microorganismul trebuie sd asigure expresia concomitentd a mai multor gene
de rezistenta [64].

Rezistenta la antibiotice poate fi dobdndita de bacterii pe durata vietii si poate fi asiguratd
prin mutatii si prin transfer de gene. Rezistenta prin mutatii rezulta din erori in replicarea ADN-
ului, care apar continuu si independent de prezenta sau absenta unui agent antimicrobian. in mod
accidental, in cazul actiunii inhibitoare a antibioticului, bacteriile care poartda aceste mutatii
rezista actiunii destructive si devin tipul dominant de celule, in timp ce bacteriile sensibile nu
reusesc sd supravietuiasca. Rezistentd transferabilda este asiguratd de elementele genetice
accesorii precum transpozonii si plasmidele, care joacd un rol important in asigurarea
supravietuirii bacteriilor. Capacitatea de a impartdsi genele de rezistentd dobandite prin transfer
de gene atat pe verticald, cét si pe orizontald se realizeaza prin trei mecanisme: conjugare, prin
care se face transferul de plasmide, gene de rezistenta si transpozoni; transductie, care consta in
incorporarea accidentald a ADN-ului bacterian intr-un bacteriofag sau un virus si transferul lui
spre o alta celuld bacteriana; prin transformare, care implica absorbtia ADN-ului liber generat
prin descompunerea celulelor bacteriene .

In 2017, Organizatia Mondiala a Sanatatii a publicat o lista cu agenti patogeni prioritari
rezistenti la antibiotice, care reprezintd o mare amenintare pentru omenire. Pentru combaterea
acestora este o necesitate urgentd de noi antibiotice. Printre microorganismele patogene de
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prioritate critica 1n acest sens sunt doar microorganisme Gram -, iar in listele de prioritate inalta
si medie sunt doar trei microorganisme patogene Gram +, restul fiind Gram -. Datorita structurii
lor distincte, bacteriile Gram - sunt mult mai rezistente si provoacd morbiditate si mortalitate
semnificativd la nivel mondial [44]. Cu toate acestea, antibioticele cunoscute la moment
actioneaza prin cateva mecanisme generale, contra cdrora si sunt orientate reactiile de raspuns
ale bacteriilor rezistente. Mecanismele de rezistentd a microorganismelor la actiunea
antibioticelor, de asemenea sunt de cateva tipuri si au un caracter general atat din punct de
vedere al pozitiei sistematice a microorganismului la care apar, cit si din punct de vedere al
antibioticului, asupra caruia actioneaza. Printre aceste mecanisme mentionam modificarea tintei
antibioticului, functionarea pompelor de eflux ale antibioticului si inactivarea antibioticului prin
diferite reactii realizate de sistemele enzimatice ale celulelor microbiene. Este de mentionat, ca
aceste mecanisme sunt o parte indispensabild a metabolismului normal al microorganismelor
producatoare de antibiotice, astfel fiind asiguratda autoprotectia lor de produsele propriei sinteze
[168]. In acelasi timp exista si diferente esentiale intre rezistenta organismelor producitoare de
antibiotice si cele ale microorganismelor patogene. De exemplu, elementele de rezistenta gasite
in organismele producatoare sunt incorporate in grupurile de gene implicate in procesele de
biosintezd, in timp ce in cazul microorganismelor patogene rezistente acestea sunt cel mai
frecvent localizate pe plasmide si transpozoni [151].

Modificarea tintei asupra cdreia actioneaza antibioticul, constituie unul dintre cele mai
importante mecanisme de rezistentd dezvoltate de bacterii. Aceasta are loc in urma unei mutatii
punctuale in genele care pot asigura o rezistenta rapidd, deoarece afecteaza direct structura tintei
moleculare. Ca rezultat, antibioticul nu mai gaseste substratul cu care poate interactiona, si ca
urmare, nu isi poate realiza efectul. Rezultatul unor asemenea modificdri reduce susceptibilitatea
microorganismelor la efectul de inhibitie caracteristic antibioticului. Este important, insa, intr-un
asemenea tip de mutatie, ca functia moleculei tinta sa fie pastrata pentru celula de origine, pentru
ca In caz contrar, de asemenea ar surveni moartea celulelor, chiar daca aceasta nu ar fi cauzata de
actiunea antibioticului, ci de ruperea cailor metabolice specifice [64]. De asemenea, este de
remarcat faptul cad modificarea tintei se poate produce nu numai printr-o mutatie de situs, ci si
printr-o reactie enzimaticd eficientd. Modificarea tintei poate fi realizatd prin metilarea ARNr
23S sau ARNr 16S, modificari ale precursorilor de peptidoglican (de exemplu, a glicopeptidelor)
sau sinteza tintelor alternative cu afinitate sporitd care reduc sau blocheaza complet antibioticul
prin asocierea lor cu tinta [168].

Practic toate componentele celulare, care pot fi tinta agentilor antimicrobieni; pot fi
modificate de bacterii pentru a asigura rezistenta fata de agentii respectivi. Un mecanism de
rezistenta la medicamentele B-lactamice utilizate aproape exclusiv pentru combaterea bacteriilor
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Gram+ consta in modificarea structurii si/sau numarului de proteine de legare a penicilinei.
Acestea sunt transpeptidaze implicate in sinteza peptidoglicanului. O modificare a numarului de
proteine de legare a penicilinei modifica si cantitatea de antibiotic care se poate lega de acea
tinta, iar o modificare a structurii acestor proteine poate reduce sau bloca complet capacitatea
antibioticului de a se fixa pe celula bacteriana [114, 184].

In cazul antibioticelor care vizeazi sinteza acizilor nucleici (cum sunt de exemplu
fluorochinolonele), rezistenta poate fi atinsa prin modificari ale ADN-girazei la bacteriile Gram -
sau a topoizomerazei IV la bacteriile Gram +. Aceste mutatii provoacd modificari ale structurii
girazei si topoizomerazei care scad sau blocheaza complet capacitatea antibioticului de a se lega
de ele [184, 193].

Rezistenta la antibioticele care inhibd anumite cdi metabolice se obtine prin mutatii ale
enzimelor implicate in reactiile, care formeaza calea metabolica respectiva. De exemplu in calea
de biosinteza a folatilor aceasta se obtine prin antibiotice sulfonamidice si trimetroprim care se
leaga de enzimele specifice datoritd faptului ca sunt analogi structurali ai substraturilor naturale.
Actiunea acestor medicamente constd in inhibarea competitivd prin legarea la locul activ al
enzimelor. Mutatiile genelor ce codifica aceste enzime sunt cel mai adesea localizate in zona de
codificare a centrului activ sau 1n apropierea lui, iar modificarile structurale rezultate ale enzimei
nu permit legarea cu antibioticul, permitand totusi legarea substratului natural [184].

Pompele de eflux. Un alt mecanism de rezistenta este expulzarea activd a antibioticelor
din interiorul celulei. Aceasta rezistenta este realizata de proteinele de transport specifice numite
pompe de eflux, care sunt implicate in eliminarea substantelor toxice, inclusiv a antibioticelor.
Printre antibioticele, actiunea carora poate fi anihilatd prin mecanismul de functionare a
pompelor de eflux sunt macrolidele, tetraciclinele si fluorochinolonele, care isi exercita actiunea
in interiorul celulei prin mecanismul de inhibare a biosintezei proteinelor si/sau acizilor nucleici.
Pompele de eflux de antibiotice indeparteaza antibioticul din celulda folosind energia din
hidroliza ATP in pompele din familia proteica ABC (printre care DrrAB, OtrC, TIrC st MLbYZ)
sau gradientii de protoni in pompele famililor proteice MFS, MATE, SMR si RND [56, 64, 168].
Pompele de eflux diferd prin specificitate. Unele, cu spectru ingust de specificitate, exporta in
mod specific doar o moleculd, in timp ce altele, care sunt cu spectru larg de specificitate, sunt
capabile sd expulzeze molecule din diferite clase chimice. Pompele cu specificitate larga fata de
antibiotice asigura rezistenta multipla la antibiotice — fenomen extrem de grav in medicina.

Inactivarea antibioticului. Una dintre cele mai eficiente cai pentru a diminua efectul
antibioticelor consta in implicarea enzimelor capabile sd modifice sau sa degradeze elementele
structurale cheie ale antibioticului prin reactii de diferite tipuri, printre care cele mai frecvente
sunt reactiile de hidroliza si transfer de grup, precum si reactiile de oxido-reducere. Strategia prin
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reactii de hidroliza a antibioticelor este facilitata de structuri specifice in molecula
medicamentului. Printre acestea se numara legaturile chimice sensibile la hidroliza (de exemplu,
legaturi esterice). Legaturile respective sunt tinta enzimelor specifice, cum ar fi esterazele in
cazul relatat mai sus. Aceste enzime pot scinda grupul functional sensibil din structura
antibioticului, ducind la inactivarea lui. Modificarea antibioticelor poate fi realizatd si prin
adaugarea de grupari acetil, fosfat sau adenil la aminoglicozide de catre enzimele transferaze, de
exemplu N-acetil transferaza (AAC), O-fosfotransferaza (APH) si O-adeniltransferaza (ANT)
specifice pentru cele trei grupari mentionate [168].

Printre enzimele capabile sa modifice sau sa distruga antibioticele, P-lactamazele
reprezintd cele mai semnificative si mai raspandite enzime care asigurd rezistenta clinicd a
microorganismelor patogene. Existd sute de B-lactamaze, toate avand aceeasi functie generala iar
deosebirile dintre ele se referd la secventele de aminoacizi care influenteaza afinitatea lor pentru
diferitele substraturi sau in cerintele diferite de cofactori. Aceste enzime hidrolizeaza practic
toate substantele P-lactamice, inclusiv cefalosporinele, carbapenemele si monobactamele.
Actiunea B-lactamazelor genereaza produsi de hidroliza care sunt microbiologic inactivi [145].
Genele care codifica aceste enzime sunt larg raspandite in regnul Bacteria si sunt localizate 1n
cromozomi sau plasmide. Produsul expresiei acestor gene este eliminat la bacteriile Gram - in
spatiul periplasmatic, iar la cele Gram + - in mediul extracelular.

Microorganismele se caracterizeazd prin versatilitate si adaptivitate Tnaltd. Atat
microorganismele ce populeazad liber mediul ambiant, cat si cele care provoaca maladii ale
omului si animalelor pentru a supravietui, trebuie sd fie capabile sd contracareze efectele
substantelor toxice. Astfel, devine absolut previzibil cd microorganismele patogene sunt capabile
sd se apere impotriva agentilor antimicrobieni. Odatd cu cresterea alarmantd a rezistentei
antimicrobiene, devine imperativa necesitatea de a identifica modalitati de a combate acesti
agenti patogeni. Cercetirile arati ci aceastd cale nu este nici scurtd, nici simpla, nici ieftina. In
aceste conditii este necesara o abordare netraditionald a procesului de proiectare a noilor
substante antimicrobiene. De asemenea, e necesar de a regandi principiile si criteriile de
identificare a substantelor naturale cu proprietati antimicrobiene, care ar putea fi utile in

combaterea fenomenului de rezistenta la actiunea antibioticelor.

1.2. Cai de solutionare a problemei antibioticorezistentei: adjuvantii si formule

hibride sinergice

Dezvoltarea de noi medicamente antimicrobiene este consideratd drept o prioritate
primordiala, dar si o necesitate stringentd. Evolutiile recente se concentreaza pe doud directii de
baza: sinteza chimicd a substantelor cu proprietati predeterminate si screening-ul produselor
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naturale pentru a descoperi noi agenti terapeutici pentru a lupta Impotriva agentilor patogeni
rezistenti [44]. Exista si strategii, care implica aplicarea antibioticelor deja cunoscute in formule
hibride, fie cu un adjuvant, fie cu o moleculd chimicd cu proprietati diferite de cele ale
antibioticului, fie cu alt antibiotic natural sau sintetic. In acest caz accent se pune pe efectul
sinergic a unor substante binecunoscute sau noi, care fiind aplicate in tandem exercitd efecte mai
pronuntate ca efectele individuale ale acestora, superioare unei simple sume ale efectelor

substantelor din componenta formulei hibride [64, 129, 215].

1.2.1. Adjuvantii antibioticelor

Adjuvantii antibioticelor sunt supranumiti ,,spargatori de rezistentd” sau ,,potentatori de
antibiotice”. In marea lor majoritate aceste substante nu se caracterizeaza prin activitate
antibiotica, cu toate ca unele astfel de substante in anumite conditii exprimd un nivel redus al
activitatii antimicrobiene individuale. Atunci cand sunt substantele ajuvante sunt administrate cu
antibiotice ca terapie medicamentoasd combinatd, acestea sporesc activitatea medicamentului sau
blocheaza rezistenta bacteriilor fata de acel medicament [64]. Datoritd adjuvantilor antibioticelor
a fost reactualizata utilizarea unor antibiotice cunoscute impotriva agentilor patogeni rezistenti
sau multirezistenti, reducand nevoia de a dezvolta noi antibiotice cu proprietati si specific nou,
ceea ce este o misiune foarte costisitoare si care rar se soldeaza cu un succes real.

Pana in prezent, au fost dezvoltati (sau sunt in curs de dezvoltare) trei tipuri de adjuvanti
antibiotici: inhibitorii de P-lactamaze, inhibitorii pompei de eflux si permeabilizatorii
invelisurilor exterioare. Acesti adjuvanti ajutd antibioticele sa depdseasca rezistenta bacteriand,
care este determinatd de unul dintre cele patru mecanisme de rezistenta: inactivarea enzimatica a
medicamentului; efluxul medicamentului, realizat de catre pompele de eflux; scaderea absorbtiei
ca urmare a modificarii permeabilitdtii membranei; si modificarile tintei medicamentului [44,
64]. Fiind administrati concomitent cu un antibiotic, adjuvantul poate suprima dezvoltarea
rezistentei la acest antibiotic sau/si poate amplifica efectul inhibitor al antibioticului. Adjuvantii
antibioticelor pot fi clasificati in functie de mecanismul de rezistentd pe care il compromit. De
exemplu, se pot distinge inhibitorii ai B-lactamazelor - molecule care previn degradarea
antibioticelor B-lactamice inainte ca acestea sa-si atinga tintele; inhibitorii pompelor de eflux
impiedicd eliminarea antibioticelor din celulele microbiene in exterior, iar permeabilizatorii
membranei exterioare la bacteriile Gram - si a peretelui celular la bacteriile Gram + faciliteaza
patrunderea antibioticului in celule prin barierele selective, marind astfel numarul de molecule
care lupta cu bacteriile.

In baza unei clasificari propuse de citre Douafer si coautorii, adjuvantii se clasifica in
functie de tipul de actiune si de tinta specifica in 4 grupuri distincte [64]: adjuvanti cu activitate
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antibacteriand intrinseca foarte scazutda exercitatd direct asupra celulei bacteriene care
imbunatatesc actiunea antibioticelor; adjuvanti - compusi auxiliari,care modifica permeabilitatea
invelisurilor celulare ale agentului patogen bacterian; adjuvanti, care 1si exercitd actiunea direct
asupra tintei (blocarea cdilor metabolice si perturbarea fiziologiei bacteriene etc.); adjuvanti care
potenteaza activitatea antibioticelor prin afectarea proprietdtilor organismului gazdei. Primele
trei grupuri sunt utilizati deja in clinica, in timp ce cei din grupul 4 sunt in cel mai bun caz la
etapa de studii preclinice [64, 219].

Cei mai bine pozitionati adjuvanti ai antibioticelor sunt inhibitorii de p-lactamaze.
Producerea de catre microorganismele patogene a enzimelor ce hidrolizeaza B-lactamazele.
Aceste enzime bacteriene distrug B-lactamele, si fac imposibila aplicarea terapeuticd pe termen
lung a antibioticelor care contin aceastd grupa functionald. Inhibitorii de B-lactamaze readuc in
circuit aceste antibiotice, reducand necesitatea de a aplica chimioterapii dure cu antibiotice de
ultima linie. Trei dintre cei mai cunoscuti adjuvanti, inhibitori ai B-lactamazelor sunt: acidul
clavulanic, tazobactamul si sulbactamul. Acidul clavulanic este administrat in principal in
combinatie cu antibioticul amoxicilind, si se comercializeazd ca augmentin®. Desi aceasta
combinatie de medicamente antimicrobiene este pe piatd din 1981 si a fost utilizatd pe scara
larga, aparitia rezistentei la augmentin in izolatele clinice ramane foarte scdzuta la augmentin,
este utilizat n tratamentul unei game largi de afectiuni, de la bronsita la boala Lyme. Acidul
clavulanic actioneaza sinergic cu amoxicilina pentru a preveni hidroliza acesteia prin formarea
unei legaturi ireversibile cu un reziduu de serind in situsul functional cheie al B-lactamazei. Putin
activ Tmpotriva agentilor patogeni, clavulanatul de potasiu inhiba eficient mai multe enzime,
capabile sa hidrolizeze penicilinele, monobactamele si cefalosporinele. Tot acid clavulanic se
mai foloseste si Tn combinatie cu ticarcilina, formand un medicament comercializat cu numele
comercial de timentin. Acesta se aplicd pentru combaterea infectiilor comune si celor rezistente
la diverse categorii de varsta, inclusiv nounascuti prematuri [214].

Un alt adjuvant recunoscut este si sulbactamul, care este asociat cu ampicilina. Preparatul
medicamentos format se comercializeaza sub denumirea de unasyn si este recunoscut ca fiind la
fel de eficient ca si augmentin in cazul infectiilor cailor respiratorii la adulti [72]. De asemnea o
combinatie reusita intre adjuvantul tazobactam si antibioticul piperacilind este si preparatul
denumit zosyn, care se utilizeaza cu succes pentru tratarea infectiilor grave intraspitalicesti la
copii, inclusiv nounascuti [200, 211]. Cu toate cd s-au parea un mecanism simplu si usor de
implementat, este de remarcat faptul cd doar acesti trei inhibitori sunt disponibili In prezent pe
piatd ca combinatii cu antibioticele.

Tinta inhibitorilor pot fi si alte enzime, decét B-lactamazele. Strategia de asociere a unui
inhibitor al enzimelor de degradare a antibioticelor cu antibioticul a fost aplicata si Impotriva
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dehidropeptidazei, o enzima care degradeaza antibioticul B-lactamic imipenem. Adjuvantul
cilastatind inhiba actiunea acestei enzime si protejeaza imipenemul de degradare, prelungind
efectul sdu antibacterian atunci cand este administrat in combinatia respectiva [38]. Toate
exemplele prezentate mai sus se refera la inhibitori ireversibili, care produc scindarea enzimelor
de rezistentd in anumite site-uri specifice. Astfel rupte, legaturile peptidice nu mai pot fi
restabilite, iar activitatea B-lactamazica este compromisa complet.

Sunt cunoscuti, de asemenea, inhibitori reversibili ai B-lactamazelor. Inhibitorii
reversibili formeazd cu enzima legaturi temporare, fiind posibila restabilirea activitatii enzimei la
detasarea inhibitorului de pe site-ul de conectare. Acesti agenti sunt implicati intr-un echilibru
dinamic, iar o reducere a efectului lor inhibitor este posibild printr-o simpld diluare a
inhibitorului.

Un exemplu de astfel de inhibitor al B-lactamazei de tip D este avibactamul, care din
punct de vedere structural este un diazabiciclooctan, care prin legarea cu doua proteine
membranare BlaR1 si MecR1 modifica expresia genelor de rezistenta la antibiotice blaZ si pbp2a
[16]. Un alt inhibitor reversibil de [-lactamaze este vaborbactamul. Combinatia
Meropenem/vaborbactam intravenos, comercializatd cu numele de vabomere™ este prima
combinatie de carbapenem/inhibitor de B-lactamaze aprobata in SUA pentru utilizare la pacientii
cu infectii complicate ale tractului urinar, inclusiv a celor cu pielonefritd. Vaborbactam este un
inhibitor al B-lactamazelor de tip A, care, atunci cind este combinat cu antibioticul
meropenemul, asigura eficienta acestui din urmd@ fimpotriva bacteriilor din familia
Enterobacteriaceae, inclusiv Klebsiella pneumoniae, care produce carbapenemaza. Combinatia
meropenem - vaborbactam a demonstrat activitate excelenta in vifro impotriva izolatelor clinice
Gram -, inclusiv contra reprezentantilor familiei Enterobacteriaceae producdtoare de -lactamaze
cu spectru extins de actiune [63].

Un alt grup de adjuvanti este constituit din inhibitorii pompelor de eflux. Mecanismele de
eflux a antibioticelor si a altor medicamente contribuie la fortificarea rezistentei bacteriilor la
actiunea chimioterapeuticd. Efluxul de antibiotice si alte substante rezultd din activitatea
transportorilor membranari implicati intr-o varietate de procese fiziologice. Acesti transportori,
care expulzeazd din celulda molecule cu potential toxic, si care prin natura lor sunt xenobiotice,
aplicd un mecanism de transport activ, cu consum de energie, sunt numiti ,,pompe de eflux”
[126, 196].

Aceste pompe au un rol protector fatd de celulele bacteriilor patogene prin expulzarea
antibioticului in exteriorul celulei. Unele dintre ele sunt selective si elimind doar un anumit
substrat, n timp ce altele sunt neselective si efectueaza eliminarea unei game largi de compusi
structural diversi - coloranti organici, solventi, detergenti, precum si diferite clase de antibiotice.
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Mecanismele de eflux codificate de gene cromozomiale bacteriene sunt omniprezente in special
la bacteriile Gram-, si contribuie Tn mare masurd la rezistenta la antibiotice. Pompele multiple
nespecifice, nu numai ca mediaza rezistenta multipla intrinseca si dobandita, dar se si implicd in
alte functii, cum ar fi raspunsul la stres si patogenitatea bacteriilor, in special a celor de
importantd clinica. In plus, pompele de eflux interactioneaza sinergic cu alte mecanisme de
rezistentd (de exemplu, cu bariera de permeabilitate a membranei exterioare) pentru a creste
nivelurile de rezistentd. Cu toate cd pompele de eflux au fost descoperite demult, sunt bine
studiate, se cunosc particularitatile de functionare a lor la diferite microorganisme de interes
clinic, dezvoltarea de inhibitori ai pompelor de eflux continud sa fie o provocare. Genele
pompelor de eflux sunt localizate si in plasmide ceea asigurd transmiterea lor orizontald si
raspandirea larga in populatiile de bacterii rezistente [126] .

Pompele nespecifice prezintd un interes clinic major deoarece pot face o infectie
bacteriana netratabild prin antibioticele disponibile, conferind fenotipul de rezistentd multipla,
definitd prin rezistenta la cel putin trei clase diferite de antibiotice. Astfel, proiectarea
moleculelor, care inhiba actiunea acestor pompe prin madrirea concentratiei antibioticului si
prevenirea expulzarii acestuia in afara celulei bacteriene constituie o abordare interesanta care
deschide posibilitatea restabilirii susceptibilitatii bacteriene. Datoritd importantei rezistentei la
mai multe medicamente determinata de efluxul acestora, dezvoltarea de noi abordari terapeutice
care vizeaza inhibarea pompelor bacteriene de eflux este o modalitate promitatoare de a combate
rezistenta multipla a bacteriilor, care au sisteme de eflux supra-exprimate. Inhibitorii pompelor
de eflux au capacitatea de a face bacteriile mai sensibile la unul sau mai multe antibiotice, sau
chiar de a inversa fenotipul rezistent in unul sensibil la chimioterapia antibacteriala. In ultimii ani
au fost dezvoltati numerosi inhibitori ai pompelor de eflux, dar aplicarea lor clinica este blocata
din cauza toxicitatii lor in vivo si a efectelor secundare foarte severe [196].

Inhibarea pompei de eflux permite restabilirea sensibilitatii tulpinilor bacteriene
rezistente la antibiotice si limiteaza aparitia de noi mutanti rezistenti. Mecanismele de inhibitie a
pompelor de eflux pot afecta diferite niveluri de manifestare — la nivel de expresie a genelor, de
asamblare a componentelor pompei si montarea lor In membrand, asigurarii cdii de acces a
substantei supuse efluxului, asigurdrii cu energie a componentelor pompelor de eflux. De
asemenea, existd posibilitatea de interventie a inhibitorilor pompelor de eflux prin blocarea
etapelor de fosforilare care induc sau sporesc activitatea proteinelor reglatoare sau proteinelor
pompei de eflux; aplicarea de anticorpi impotriva proteinelor pompei sau a altor componente
proteice ale pompelor de eflux; aplicarea moleculelor mimetice care sunt recunoscute si supuse
efluxului Tn schimbul antibioticului; utilizarea moleculelor care blocheaza in mod competitiv
site-ul steric de conectare a antibioticului la pompa de eflux care exercita o piedica sterica a
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accesului substratului la locul de legare, precum si aplicarea de molecule care inhiba
necompetitiv modificarile conformationale esentiale ale pompelor de eflux in timpul procesului
de eflux [42, 210]. De asemenea, activitatea inhibitorilor pompelor de eflux este determinata atat
de natura substantei expuse efluxului, cat si de tipul de bacterie care realizeaza acest proces. Ca
un inhibitor al activitatii pompelor de eflux sa fie de perspectiva pentru aplicare in terapie, acesta
ar trebui sa satisfacad mai multor conditii, principalele dintre care sunt: specificitate Tnaltad fata de
tinta ti efect minim fata de celulele eucariote; sd nu posede activitate antibacteriand individuala,
pentru a evita dezvoltarea rezistentei; sd dezvolte parametri farmacocinetici acceptabili; sa nu
prezinte toxicitate fatd de organismul uman [42, 196, 210].

In acelasi timp pompele de eflux realizeazi multiple functii, asigurdnd detoxifierea
celulelor, de exemplu de metalele grele, iar blocare lor poate duce la efecte neasteptate si
nedorite, cum ar fi diferite tipuri de stari toxice. Prin urmare, inhibitorii pompelor de eflux ar
trebui sa actioneze in mod specific doar pe pompele celulelor procariote. Astfel, una dintre cele
mai complicate sarcini in procesul de elaborare a inhibitorilor specifici de pompe de eflux consta
in identificarea particularitatilor, care ar ajuta cercetatorilor sd identifice ori sd proiecteze
substante cu astfel de selectivitate. Este de remarcat faptul ca pana in prezent nu au fost
inregistrati inhibitori ai pompei de eflux pentru tratamentul infectiilor bacteriene in clinicile
umane sau veterinare §i singurul inhibitor documentat este in prezent MP-601 care se
administreaza in forma de aerosol [24].

Printre compusi capabili sd concureze cu antibioticele pentru extrudarea lor prin pompele
de eflux este fenilalanina-arginina-B-naftilamida (PaBN), care inhibd unele pompele de eflux,
imbunatatind sau restabilind activitatea 4-fluorochinolonelor, macrolidelor si cloramfenicolului
la mai multe specii de bacterii patogene. Cu toate ca aceasta elaborare arata a fi foarte
promitatoare, cercetarile ulterioare au demonstrat, cd toxicitatea acestei molecule este extrem de
mare, ceea ce face imposibila utilizarea ei in terapie [24, 112]. Au fost identificati in calitate de
inhibitori ai pompelor de eflux derivatii fenotiazinei, care madresc eficienta eritromicinei,
levofloxacinei si azitromicinei. Mecanismul de actiune al acestei clase de inhibitori ai pompelor
de eflux consta in dereglarea gradientului de protoni in membrana citoplasmatica a bacteriilor
[112]. Chinolinele si derivatii lor cresc eficacitatea activitatea tetraciclinei, norfloxacinei si
cloramfenicolului prin inactivarea transportatorilor de eflux AcrAB-TolC in cazul izolatelor de
Klebsiella. pneumoniae si Enterobacter aerogenes [24, 176].

Un alt compus cu activitate de inhibare a pompelor de eflux este 1-(1-Naftilmetil)-
piperazina (NMP), care face parte din grupul de compusi N-heterociclici, derivati ai
arilpiperazinei, care are efecte asupra pompelor de eflux AcrAB si AcrEF la Escherichia coli.
Aplicarea acestui compus a facut tulpinile microbiene studiate susceptibile la fluorochinolone.
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Cu toate aceste, si acest compus are limitdri serioase, fiind foarte similar antagonistilor
serotoninei [24, 222].

Se cunoaste, ca Mycobacterium tuberculosis, posedd unul dintre cele mai relevante
mecanisme de rezistentd la antibiotice, care este asociat cu capacitatea agentilor patogeni de a
dezvolta mai multe sisteme de eflux dotate cu capacitatea de a extruda diferite clase de
antibiotice. Derivatii tioridazinei (TZ) mai putin toxici pentru macrofagele umane,dar si pentru
sistemul nervos central, au o activitate sinergicd ridicatd atunci cand sunt administrati in
combinatie cu medicamentele de prima linie (izoniazida, rifampicind) utilizati in prezent pentru
tratamentul tuberculozei. Acesti derivati se manifestd ca inhibitori ai pompelor de eflux, atat in
vitro, cat si in vivo [124, 171].

Derivatii de chinolind, in special cei ce contin lantul lateral ramificat piperidiniletil cu
compusul 7-nitro-8-metil-4-(2'-piperidiniletil)-aminochinolind se manifestd ca inhibitori ai
pompelor de eflux in tulpinile clinice de Enterobacter aerogenes care exprima pompele de eflux
AcrAB, provocand o acumulare intracelulard crescutd de cloramfenicol. Se presupune ca
mecanismul prin care lucreaza acesti inhibitori este concurenta sterica a lor cu canalele pompelor
de eflux [64].

Unii compusi naturali de asemenea, au fost identificati In calitate de inhibitori ai
pompelor de eflux. Astfel, din planta Holarrhena a fost extras un alcaloid, numit conessine, care
se manifesta in calitate de inhibitor al pompelor de eflux MexAB-OprM si MexB supraexprimate
la tulpinile clinice de Pseudomonas aeruginosa. Acest compus a furnizat o reducere de cel putin
8 ori a concentratiilor minime inhibitorii (MIC) determinate pentru cefotaximad, eritromicina,
levofloxacind, novobiocind, rifampicind si tetraciclind [195]. Un alt compus natural, care se
manifestd ca inhibitor pentru pompele de eflux la Pseudomonas aeruginosa, de naturd
polifenolicd a, epigalocatechin-3-galat, a fost extras din ceai. S-a demonstrat ca acest polifenol
creste sensibilitatea la antibiotice a tulpinilor clinice de P. aeruginosa cu rezistentd multipla la
antibiotice [112].

Flavonoidele din plante, de asemenea, s-au manifestat ca inhibitori ai pompelor de eflux
bacterian. Compusii activi din subclasele de chalcone, flavan-3-oli, flavanone, flavone, flavonoli,
flavonolignani si izoflavone, precum si unele glicozide cum ar fi glicozidele de kaempferol cu
acilare p-cumaroil au aratat rezultate remarcabile. Pompele de eflux NorA specifice pentru
Staphylococcus aureus au fost sensibile actiunii acestor substante. Doar in cazul lor pana in
prezent a fost inregistratd legarea directd a flavonoidelor la substructurile specifice ale acestei
pompe de eflux [210].

Al treilea mecanism prin care adjuvantii de antibiotice asigurd depasirea fenomenului de
rezistenta este modificarea barierelor de permeabilitate a invelisurilor bacteriene. De cele mai
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multe ori la acest grup sunt atribuite substantele care intervin in structura si functiile membranei
externe la bacteriile Gram -. Permeabilitatea selectivi a membranelor fatd de agentii
antimicrobieni constituie un mecanism de protectie timpurie a bacteriilor. Prin acest mecanism
are loc reglarea eficientd a concentratiei intracelulare a diferitelor molecule [42]. In prezent,
majoritatea antibioticelor disponibile isi exercita actiunea la nivel intracelular, ceea ce necesita
patrunderea lor in interiorul celulei bacteriene prin membrana celulari. In cazul bacteriilor
Gram+ substantele antimicrobiene traverseaza o astfel de bariera, in timp ce bacteriile Gram - au
un strat suplimentar de protectie reprezentat de membrana externd. In dependenti de natura
substantelor, acestea pot intra in celule pe doud cai diferite: prin stratul dublu lipidic al
membranelor trec substantele hidrofobe, asa macrolidele si rifampicina; in timp ce substantele
hidrofile, asa ca B-lactamele, fluorochinolonele si antibioticele fenicol difuzeaza prin porinele
bacteriei [64, 221].

Principalele componente ale membranei celulare care ar putea fi tinta actiunii unor
substante — adjuvanti ai antibioticelor — sunt porinele bacteriene si lipidele. Modificarea acestora
poate influenta semnificativ susceptibilitatea bacteriilor fatd de antibiotice. Cercetarile
demonstreaza, ca de cele mai multe ori, tulpinile bacteriilor patogene sensibile la actiunea
antibioticelor, se caracterizeaza prin modificari structurale ale lipidelor sau proteinelor
membranelor [61].

Printre strategiile in baza cdrora se formuleazd combinatiile de adjuvanti si antibiotice
este utilizarea substantelor, care provoaca degradarea proteinelor porinice. Din acest grup de
substante fac parte diferiti detergenti, agenti tensioactivi, polimixine, peptide antimicrobiene,
lipopeptide ciclice, metale grele [61, 209]. Recent au fost obtinuti noi conjugati ai
polizaharidelor cationice, unul dintre care, dextran - poli(5-(1,2-ditiolan-3-il)-N-(2-guan idino
etil)pentanamida) (Dex-g-PSSn), care modifica permeabilitatea membranei citoplasmatice dar si
lucrul pompelor de eflux la o concentratie sub-inhibitoare de Dex-g-PSS30. Acest adjuvant
faciliteaza acumularea de rifampicind in interiorul celulelor bacteriene si le face pe acestea
sensibile la antibiotic, chiar daca tulpinile respective prezentau rezistentd multipld. Combinatia
Dex-g-PSS30 si rifampicina previne rezistenta bacteriana la bacteriile cultivate pe durata a 30 de
generatii, ceea ce este un rezultat extraordinar si de perspectiva pentru studii mai aprofundate,
inclusiv clinice [149].

Peptidele cationice deregleaza activitatea canalelor ionice, ceea ce duce la dezechilibrul
potentialului membranar si la modificarea permeabilitdtii membranei bacteriene. De exemplu
peptida bazica GBP produce deteriorari microscopice ale invelisurile celulare la Escherichia
coli, prin blocarea canalelor ionice, ceea ce provoacd scurgerea ionilor Ca**, K* si Mg®*. De
asemenea aceasta peptida produce efecte adjuvante in raport cu antibiotice in baza modificarii
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tensiunii superficiale a membranelor. Rezultatele obtinute au demonstrat, cd peptida cationica
GBP creste semnificativ sensibilitatea bacteriilor eritromicind si rifampicina. Aceste antibiotice
de regula nu pot traversa membrana exterioara intactd a bacteriilor Gram -, dar sunt capabile sa
treacd prin membranele deteriorate de policationi [127]. Peptidele antimicrobiene endogene
(AMP) secretate de celulele epiteliale, neutrofile si glandele exocrine de asemenea manifesta
activitate impotriva agentilor patogeni invazivi prin destabilizeazd membranei lor exterioare
[87]. Cu toate ca efectele peptidelor cationice in destabilizarea membranelor bacteriene sunt bine
conturate si evidente, utilizarea lor chiar la nivel de cercetare, este destul de redusd din cauza
costurilor foarte Tnalte de obtinere a acestora. Din acest motiv, acest grup de substante adjuvante
se considera important din punct de vedere teoretic, dar cu perspective aplicative limitate, cel
putin la etapa actuala de dezvoltare a stiintei si tehnologiilor.

O alta soartd o are un alt grup de compusi cationici antibiotice cationice steroidiene
numite ceragenine, care combind eficienta peptidelor antimicrobiene, dar au alte avantaje
suplimentare. Aceste substante sunt rezistente la actiunea proteazelor deoarece sunt de origine
lipidica, si nu proteicd. Afard de aceasta ele pot produse in cantitati mari cu aplicarea unor
procedee simple. Venind in contact cu membranele bacteriene, aceste substante formeaza
complecsi stabili cu fosfolipidele, ancorandu-se strans In structura membranei. Sarcina pozitiva a
acestor lipide antimicrobiene cationice le asigura atractia electrostatica cdtre membranele
bacteriene cu sarcind negativa. Ca rezultat se produce o depolarizare rapidd a membranei
celulare la bacteriile Gram + a membranei externe la bacteriile Gram -, ceea ce ridica
semnificativ sensibilitatea acestora la actiunea antibioticelor de naturd hidrofoba. De exemplu,
CMI a eritromicinei fatd de Klebsiella pneumoniae poate fi redusa de ceragenine de 70 de ori. De
asemenea, cerageninele asigura sensibilitatea tulpinilor de Staphylococcus aureus multirezistente
la gentamicita [64].

Efecte de marire a permeabilitdtii membranelor bacteriene o au si  unele
vitamine/provitamine sau extracte din plane. De exemplu a fost demonstrat, cd menadiona in
combinatie cu antibiotice din familia aminoglicozidelor a asigurat o reducere a concentratiei
inhibitoare a acestor antibiotice si a sugerat o actiune sinergica fatd de tulpinile rezistente de
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa si Escherichia coli [22].

Extractului etanolic din Holarrhena antidysenterica, combinat cu novobiocina, asigura
sensibilizarea microorganismelor Gram + si Gram - la acest antibiotic datoratd actiunii de
permeabilizare a extractului asupra membranei exterioare la bacteriile Gram - si asupra
membranei citoplasmatice la cele Gram + [54, 64]. Un alt compus natural de origine vegetala cu
efect de permeabilizare a membranelor bacteriene este squalamina, care a demonstrat efect foarte
bun in cazul bacteriilor Gram negative. Acest compus provoacd deteriorarea fizica a
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membranelor si epuizarea practic completd a ATP intracelular. Scualamina a exercitat un efect

sinergic asupra cloramfenicolului, tetraciclinei si ciprofloxacinei [190].

1.2.2. Formule antibiotice hibride

Formulele antibiotice hibride sunt utilizate pentru a contracara antibioticorezistenta si
pentru a creste numarul de antibiotice eficiente disponibile pentru utilizare. Formulele antibiotice
hibride se deosebesc de adjuvanti, prin faptul, cd sunt constructe sintetice din doud molecule
legate covalent. Legitura covalenti poate fi clivabila sau neclivabila. In cazul legaturii clivabile,
hibridul antibiotic este biotransformat enzimatic la locul de actiune, fiind indeplinita preconditia
de pro-medicament. Legatura neclivabild ramane neafectatd in organism pe durata de actiune a
formulei. Pro-medicamentul hibrid antibiotic este scindat in doua molecule functionale, fiecare
avand propriul metabolism si eliminare a medicamentului, in timp ce hibridul antibiotic cu
legatura covalentd nescindabild se comportd ca o singura moleculd 1n ceea ce priveste
metabolismul si excretia in timpul prezentei sale in organism. Formula antibiotica hibrida poate
fi constituitd din doud antibiotice sau un antibiotic cu un adjuvant (inhibitor al pompei de eflux,
ori substanti care mireste permeabilitatea membranari, de exemplu). In componenta formulei
hibride nul dintre cei doi agenti terapeutici hibridizati intr-o singurd moleculd poate transmite
beneficii suplimentare care lipsesc In cazul moleculelor individuale. Constructul hibrid mareste
antibiotice hibride sunt foarte multe, majoritatea constructelor reale sunt constituite din
fluorochinolone si aminoglicozide. In acelasi timp, atitudinea fati de formulele antibiotice
hibride este ca fatda de un “’glont de argint”, in special in cazul bacteriilor Gram -, si se considera
ca vor permite de a depasi rezistenta bacteriand, si de a extinde spectrul antibioticelor existente
[103].

Cele mai cunoscute formule antibiotice hibride contin antibiotice din clasa
fluorochinolonelor, legate de un alt agent antibacterian. Fluorochinolonele vizeaza doua enzime
bacteriene - topoizomeraza IV si ADN giraza. Prin actiunea lor aceste antibiotice inhiba
replicarea si transcriptia ADN-ului. Prin urmare, daca exista vreo interferentd stericd impusd de
un linker sau o altd molecula care duce la perturbarea legarii unei tinte, aceasta poate fi
compensatd prin tintirea celeilalte enzime/molecule fard o reducere substantiald a potentialului
antibacterian. Fluorochinolonele au in structura sa o componentda aminicad bazica din fragmentul
piperidino-C-7, care poate fi privit ca punct potrivit pentru atasarea diferitilor substituenti
voluminosi. Datoritd stabilitatii lor in diferite conditii fluorochinolonele se potrivesc pentru
elaborarea de molecule hibride antibiotice [103, 119]. In acelasi timp, fati de fluorochinolone
rezistenta se dezvoltd foarte rapid, in primul rand datoritd ratei 1nalte de mutatie in genele
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enzimelor vizate de aceste substante, dar si datorita valorilor mici ale CMI ale antibioticelor fata
de marea majoritate a organismelor patogene.

Un exemplu de moleculd antibioticd hibrida cu fluorochinolone, este constructul dintre
neomicina B si ciprofloxacina, care are o activitate inaltd impotriva bacteriilor Gram+ si Gram-
si, care Tmpiedicd ori amand dezvoltarea rezistentei la medicamente. Acest hibrid este activ
impotriva Staphylococcus aureus rezistent la meticilind, tulpinilor de Escherichia coli cu
rezistentd multipld si Bacillus subtilis [174]. In acelasi timp, hibridul are o masi moleculari
mare, ceea ce 11 limiteaza capacitatea de a atinge un nivel intracelular optim in comparatie cu
ciprofloxacina care intrd 1n celule prin porine. Se considerd, ca in hibridul neomicina-
ciprofloxacind, principala activitate antibacteriand este mediata de ciprofloxacind, iar intarzierea
aparitiei rezistentei la antibiotice - se datoreaza neomicinei B [103].

Un alt exemplu de formuld antibiotica hibrida din aceasta categorie este cadazolidul - un
hibrid care contine o molecula de chinolona cu o oxazolidinonad. Cadazolidul este putin solubil in
apa datoritd naturii sale acide si lipofile. Absorbtia sa din intestin este nesemnificativd dupa
administrarea orala, astfel incat biodisponibilitatea sa sistemica este neglijabila, prin urmare, este
utilizat 1n studii preclinice si clinice pentru tratarea infectiei cu Clostridioides difficile. Acest
hibrid actioneaza pe doua directii distincte: inhibd puternic sinteza proteinelor pe de o parte si pe
de altd parte inhiba intr-o masurd mai mica sinteza ADN-ului bacterian. Aceasta sinergie s-ar
putea datora proprietatilor fizico-chimice favorabile ale portiunii de fluorochinolond, care duce
la o penetrare usoara a celulelor bacteriene [131].

Mai sunt si alte exemple de formule hibride cu fluorochinolone. De exemplu MCB-3681
este un antibiotic hibrid care combind farmacofori de oxazolidinond si fluorochinolone. CBR-
2092 este un compus multivalent este un hibrid al farmacoforului rifampicinei cu subseria 4H-4-
oxochinolizina de antibiotice fluorochinolone, iar un alt antibiotic hibrid care combina
ciprofloxacind cu pirazinamidd este caracterizat prin activitate antibacteriand cu spectru larg
impotriva Mycobacterium tuberculosis [70, 155, 173].

Un alt grup de formule hibrid sunt cele care sunt constituite pe baza de tobramicind ca
adjuvant. Hibrizii pe baza de tobramicina sunt eficienti datorita faptului, cd tobramicina intra in
citosol prin absorbtie auto-promovata, ceea ce poate contribui la transportul celui de-al doilea
antibiotic hibridizat care are in mod normal o sansa mai joasad de a nimeri in celuld. De asemenea
aminoglicozidele, aplicate In concentratii mici, inhibd procesul de translare prin interactiunea la
nivel de ARNT, iar fiind aplicate in concentratii mari, perturba structura membranei bacteriane.
Efectele acestui grup de hibrizi sunt foarte pronuntate in cazul Pseudomonas aeruginosa,
caracterizata prin rezistentd timpurie si inaltd fata de antibiotice [80]. O formula foarte eficienta
din acest grup este hibridul tobramicina-moxifloxacinad. Acesta se caracterizeaza prin dimensiuni
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mari, care reduc semnificativ posibilitatea de a fi eliliminat prin eflux. Acest hibrid a demonstrat
activitate puternicd impotriva tulpinilor multirezistente (MDR) de Pseudomonas aeruginosa, si a
tulpinilor extrem de rezistente la medicamente (XDR) Pseudomonas aeruginosa. De asemenea,
aceasta formuld a redus drastic probabilitatea de dezvoltare a rezistentei. Mecanismul de actiune
al structurii de bazd hibrid tobramicina-moxifloxacind a constat in reducerea efluxul prin
disiparea fortei motrice a protonilor a membranei citoplasmatice la Pseudomonas aeruginosa
[79, 80].

Fatd de izolatele mentionate multirezistente si extrem de rezistente de Pseudomonas
aerginosa este activa incd o formuld hibridd cu tobramicina, care contine conjugati de lizind,
care contin un linker tobramicind-C12 amfifil. Acest hibrid pastreaza sensibilitatea indscutad a
bacteriilor Gram- la antibiotice. Similar cu alti hibrizi de tobramicina, acest hibrid imbunatateste
penetrarea membranei externe de catre diferite molecule si disipeaza forta motrice a protonilor, a
carei functie este de a energiza pompele de eflux. Acesti conjugati asigurd sensibilitatea la
rifampicind si minociclind a izolatelor multirezistente si extrem de rezistente de Pseudomonas
aeruginosa [137].

O alta abordare aplicatd pentru elaborarea formulelor hibride de antibiotice consta in
combinarea unui antibiotic cu o componenta care este lipsita de proprietati antibacteriene directe.
Acestea pot fi inhibitorii pompelor de eflux si sideroforii. In calitate de exemplu a hibridului
dintre antibiotic si inhibitorii de pompe de eflux poate servi compusul format prin legarea
covalenta a ciprofloxacinei cu un flavonoid fenolic, naringenina, care este un inhibitor eficient al
pompelor nespecifice de eflux. Hibridul ciprofloxacina cu naringenina inhibd ADN giraza mai de
23 de ori mai puternic decat ciprofloxacina in monoterapie. Acest hibrid are activitate
semnificativd Tmpotriva Staphylococcus aureus rezistent la meticilina, izolatele multirezistente
de Escherichia coli si Candida albicans rezistenta la amfotericind [223].

Atasarea unui siderofor de o moleculd de antibiotic produc o captare eronatd a acestor
hibrizi de catre transportorii membranari. Sideroforii sunt caracterizati prin afinitate Tnalta fata de
fier, care este deficitar In majoritatea mediilor, iar celulele ii recunosc gresit ca pe chelatori de
fier, 1i ataseazd de membrane, facilitand patrunderea antibioticulu in celule. Prin etichetarea unui
antibiotic la un siderofor de chelare a fierului, acesta este transportat activ in celuld in locul
fierului [148]. Un exemplu de astfel de hibrid este cefiderocolul format din acidul catecol 2-clor-
3.,4-dihidroxibenzoic legat covalent printr-un linker neclivabil la ceftazidima. Prezinta activitate
puternica si eficientd Tmpotriva agentilor patogeni Gram -. Activitatea antibacteriand superioara a
ceftazidimei este atribuitd farmacoforului catecol atasat covalent. Este investigat pentru
tratamentul infectiilor bacteriene Gram - rezistente la carbapenem si infectiilor complicate ale
tractului urinar si pneumoniei nosocomiale [115].
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1.3. Compusi chimici noi si compusi naturali cu proprietati antimicrobiene —

potentiale solutii pentru problema antibioticorezistentei

Odata cu cresterea rezistentei microorganismelor patogene la antibiotice si realul pericol
al unei perioade 1n care medicina nu va putea beneficia, ori va beneficia in proportie foarte
redusd de eficienta antibioticelor, tema elaborarii de noi preparate active contra
microorganismelor patogene, in special contra celor multirezistente este nu numai actuala, dar si
de importanta vitald. Cercetdrile in acest domeniu se lovesc, insd de mai multe obstacole. Unele
dintre acestea sunt de natura regulatorie, cum ar fi controlul sporit pentru siguranta si eficacitate,
care implica resurse financiare si de timp importante. Alte sunt de naturd stiintificd, cum ar fi
lipsa de idei principial noi sau dificultatea de a descoperi noi substante chimice care au
selectivitate fatd de patogeni si nu manifestd toxicitate fatd de alte organisme ori tesuturi
adiacente [71].

In prezent sunt evidentiate mai multe strategii de descoperire a noi compusi antibacterieni
cum ar fi: elaborarea de noi derivati ai agentilor antibacterieni cunoscuti; imbunatatirea activitatii
unui agent antimicrobian cunoscut prin doud strategii: (1) modificarea structurii chimice initiale
a unui agent antimicrobian pentru a evita mecanismele de rezistentd antibacteriand si (2)
dezvoltarea unui compus care inhibd mecanismele de rezistentd la un agent antimicrobian;
dezvoltarea de noi agenti antibacterieni ce vizeazd proteinele; dezvoltarea de inhibitori ai
factorilor de virulenta; dezvoltarea de nanoparticule cu proprietati antimicrobiene; dezvoltarea de
peptide antimicrobiene si peptidomimetice; elaborarea terapiilor cu fagi si enzime; si utilizarea
oligonucleotidelor antisens [206].

Comunitatea stiintificd s-a dedicat in mod exhaustiv descoperirii de medicamente noi,
mai sigure si eficiente, fie prin sinteza chimicd dirijatd a noilor compusi, fie prin exploatarea
resurselor naturale. Nenumadrate rapoarte au ardtat deja capacitatea promitatoare a produselor
naturale sau a moleculelor extrase din aceste resurse naturale, de a actiona ca agenti
bacteriostatici si bactericizi. Mai important, acesti agenti naturali prezintd efecte nocive
semnificativ mai mici comparativ cu compusii de sinteza [55]. In schimb compusii chimici se
caracterizeazd prin simplitate in manipulare si control si studii farmacocinetice si
farmacodinamice, medicamentul fiind constituit dintr-un singur tip de molecule. In continuare ne

vom referi la succesele inregistrate in ambele directii mentionate.

1.3.1. Compusi chimici noi in calitate de substante cu proprietdti antimicrobiene

Obstacolele cu care se confruntd dezvoltatorii de antibiotice includ dificultatea de a
descoperi noi substante chimice care au un grad inalt de selectivitate fatd de microorganismele
patogene si controlul de reglementare sporit pentru sigurantd si eficacitate (Fernandes, 2015).
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Dintre toate antibioticele aprobate in ultimii ani foarte putine au formule chimice principial
diferite de formele deja cunoscute, in timp ce restul sunt de fapt derivate ale claselor existente de
compusi care totusi au anumite beneficii si avantaje fatd de antibioticele traditionale [199].
Clasele noi de antibiotice ofera potentialul de a raspunde unei cereri medicale critice. Majoritatea
agentilor chimici noi care trec cu succes cel putin primele faze ale studiului clinic 1n ultimii ani
sunt elaborati directionat si actioneazd pe un spectru restrans de agenti patogeni, cum ar fi
pseudomonadele, stafilococii sau micobacteriile. Succesul acestor substante chimice noi se
bazeazd pe faptul, cd acestea au tinte noi, asupra carora nu actioneaza antibioticele aprobate
existente. Descoperirea de noi clase de substante chimice care sunt eficiente fata de tintele
moleculare noi prezintd o oportunitate pentru o dezvoltare extinsd viitoare de agenti
antimicrobieni cu spectru larg de actiune. Un exemplu in acest sens sunt noile metoxichinoline
care inhiba tintele fluorochinolone, topoizomerazele de tip II. In conditiile unei situatii, cand
solutiile disponibile in raport cu tintele microbiene sunt epuizate, noile clase de agenti impotriva
unor tinte noi capata o semnificatie suplimentara ca sursa importanta de antibiotice [144].

Dezvoltarea complexelor organometalice si anorganice de uz medicinal este un domeniu
de importantd emergentd datoritd dezvoltdrii intense a chimiei coordinative si multiplelor
realizari in acest domeniu care au devenit disponibile in ultimele decenii. Combinatia anumitor
metale de tranzitie si liganzi organici s-a dovedit a avea efecte sinergice prin imbundtdtirea
activitati biologice In complexe, inclusiv a activitatii antimicrobiene fatd de diferiti patogeni
periculosi [37].

Primele antibiotice eficiente folosite pentru tratarea infectiilor bacteriene, penicilinele,
confin in structura lor un inel tiazol. De asemenea, au fost dezvoltate cateva medicamente
comerciale cu efecte antibiotice care contin fragmente tiazolice, asa cum sunt bleomicina,
abafungina, mixotiazolul si amoxicilina. Derivatii de tiazol reprezintd un grup important de
compusi heterociclici care au efecte terapeutice impotriva mai multor maladii provocate de fungi
si bacterii patogene [128, 183]. Cercetarile au demonstrat, ca prezenta mai multor inele de tiazol
sporesc semnificativ eficienta compusilor chimici, iar multe echipe de chimisti au initiat sinteza
moleculelor de acest tip [20, 78]. Astfel, Althagafi si coautorii au realizat o astfel de sintezd prin
reactia 2-brom-1-(4-metil-2-(metilamino)tiazol-5-il)etan-1-onei cu diferite amine heterociclice si
tiosemicarbazone. Datoritd posibilitdtii de formare a mai mult de un izomer in cadrul acestor
reactii cu aminelor heterociclice cu derivatul de bromura de fenacil, au fost obtinuti diversi
compusi cu activitate antimicrobiand impotriva diferitelor tipuri de bacterii si ciuperci.
Rezultatele au aratat ca derivatii care au inele di- si tritiazol au o activitate care depaseste
antibioticelor standard utilizate (amfotericina B in cazul fungilor, ampicilina n cazul bacteriilor
Gram + si gentamicina in cazul bacteriilor Gram -) [20].
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Printre compusii chimici de perspectivd in sensul prezentei lucrari un rol important le
revine tiosemicarbazonelor (TSCN) — o familie mare de compusi cu formula generald
R1R2C=N-NH-C(S)-NR3R4, atractiva datoritd faptului cd multi dintre ei prezintd o anumita
activitate biologica impotriva unei game largi de microorganisme si celule canceroase. Structura
tiosemicarbazonelor le face pe acestea liganzi donatori semnificativi prin atomii lor de azot si
sulf hidrazin. De asemenea, aceste substante se pot coordona, ca liganzi multi-dentati, in functie
de prezenta altor heteroatomi, care pot actiona ca centre donatoare pentru a forma complexe cu
geometrii de coordonare diferite. Tiosemicarbazonele se pot coordona ca liganzi bidentati cu
ionul metalic central ca forma de tiona neutra sau de tiolat anionic pentru a furniza un inel de
chelare cu cinci elemente structurale. Ele se prezintd ca tautomeri tion-tiol datoritd existentei
grupului functional -NH-C=S, forma tionica fiind in stare solida, iar cea tiolica — lichida [74]. In
anul 1956 a fost raportatd prima tiosemicarbazone activd contra cancerului cu actiune
antileucemica, moment din care atentia fata de acest grup de substante a fost in crestere continua.
In ultimele decenii, cercetiri ample au condus la dezvoltarea mai multor medicamente pe baza de
tiosemicarbazone. De exemplu, metisazona cu denumirea comercialda Marboran, este o molecula
cu activitate antivirald si se aplicd pentru tratarea variolei; 3-aminopiridin-2-carboxaldehida
tiosemicarbazona, cu denumirea comerciald Triapine si di-2-piridilcetona 4-ciclohexil- 4-metil-
3-tiosemicarbazond (DpC) sunt medicamente antitumorale [74, 106, 160]. Activitatea lor
biologicd se explicd prin proprietatile lor electronice si structurale, care oferd un set bogat de
atomi donatori pentru coordonarea metalelor si o delocalizare electronica ridicata, oferind
diferite moduri de legare pentru biomolecule [140].

Compusii organici par a fi printre cei mai indicati in calitate de substante cu efecte
biologice pronuntate. Metalele de asemenea tot mai des sunt apreciate in calitate de componente
active ale medicamentelor aplicate in diverse terapii. Unele dintre primele exemple de utilizare a
metalelor in terapii sunt cele al arsenicului utilizat pentru primul tratament eficient al sifilisului;
mercurului Tn componenta unui antiseptic topic sau ca conservant al vaccinului si aurului in
tratamentul poliartritei reumatoide [73]. Complexele metalice au devenit o parte indispensabila a
chimiei medicinale, in special dupd ce in anul 1978 a fost aprobat medicamentul
chimioterapeutic pe baza de platina Cisplatin, care este inca utilizat In majoritatea tratamentelor
cancerului [108]. In ultimul doud decenii, mai multe complexe metalice pe baza de titan, fier,
ruteniu, galiu, paladiu, argint, aur, bismut si cupru au ajuns la studii clinice umane ca tratamente
pentru cancer, malarie si boli neurodegenerative [73]. Cu toate acestea, doar cateva studii s-au
concentrat pe aplicatiile antibacteriene ale complexelor metalice. Antimicrobienele pe baza de
bismut si argint sunt singurele elemente utilizate in unele interventii clinice. Astfel, bismutul este
administrat concomitent cu alte antibiotice pentru tratamentul infectiilor cu Helicobacter pylori
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[143], iar xeroformul, tribromofenatbismut(III), este utilizat ca antimicrobian topic [34]. Argintul
este, de asemenea, utilizat Intr-o varietate de forme pentru tratamentul ranilor si managementul
infectiilor. Sulfadiazina de argint se aplica fie ca crema, fie ca solutie apoasd pentru tratamentul
topic in cazul arsurilor [73]. Este regretabila utilizarea la un nivel destul de scazut a compusilor
metalici, deoarece varietatea uriasd de modele structurale tridimensionale disponibile prin
aplicarea chimiei coordinative a metalelor poate oferi solutii atrdgitoare pentru tratamentul
infectiilor rezistente. O analizd recentd a ardtat ca >75% din toate moleculele organice
conventionale au o forma predominant 1D sau 2D. Compusii coordinativi cu structurd 3D sunt
preferentiale in calitate de potentiali agenti terapeutici, deoarece forma moleculard este unul
dintre cei mai importanti factori in recunoasterea medicamentului de catre biomolecule [147]. De
asemenea, complexele metalice se caracterizeaza prin moduri diverse si chiar unice de actiune:
schimbul sau eliberarea liganzilor, generarea speciilor reactive de oxigen, activarea redox si
generarea catalitica a speciilor toxice sau epuizarea substraturilor esentiale [73, 142].

Compusii coordinativi ai Cu(Il) care contin 4-feniltiosemicarbazona 2-formilpiridinei si
sulfanilamide au demonstrat efecte antibacteriene fatd de mai multe tulpini de referinta:
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus cereus TUCK 8035, Escherichia coli ATCC
25922, Shigella sonnei ATCC 25931 si Salmonella enterica TUCK 03/03 y. Din aceasta
categorie de compusi chimici multi au manifestat efecte mai pronuntate comparativ cu substanta
de referinta furacilina [7]. Compusii coordinativi ai Cu(Il) din alte grupuri, de exemplu cei cu 4-
(dimetilfenil)tiosemicarbazona 2-formilpiridinei, sau cei cu n-piridin-2-iltiosemicarbazona 2
piridincarboxi-aldehida au demonstrat efecte antibacteriene selective, doar fatd de unele dintre
tulpinile de bacterii patogene. Unul dintre mecanismele de actiune ale acestor compusi fata de
microorganismele patogene consta in crearea unei stari de stres oxidativ pronuntat, exprimat prin
scaderea semnificativa a capacitatii antioxidante totale [7, 134].

Tiosemicarbazonele au o capacitate excelenta de a chela cu o gama largd de ioni metalici
relevanti din punct de vedere biologic, astfel ca modul lor de actiune implicd intotdeauna
interactiunea cu ionii metalici. Complexarea acestor tiosemicarbazone multi-dentate la ionii
metalici ar putea avea ca rezultat complecsi metalici cu activitati biologice Tmbundtatite si sa le
modifice modurile de actiune. Tiosemicarbazone, bis(thiosemicarbazone) si complexele lor
metalice sunt testati atat ca substante antibacteriene, cat si ca potentiali agenti antifungici.
Rezultatele obtinute de numeroase grupuri de cercetatori aratd, ca complecsii metalici sunt de
obicei mai activi decat liganzii necoordonati [29, 104]. Investigatiile au aratat ca complexele
metalelor bivalente Cu(Il), Ni(Il), Co (II) si Zn (II) cu saliciliden tiosemicarbazone poseda

activitate antibacteriand si antifungica [31, 51, 52, 163, 208]. De asemnea, compusi
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tiosemicarbazone cu metale trivalente (Co (III), Fe (IlI), Cr (III), Bi(Ill)) poseda activitate

antimicrobiand si antiproliferativa [18, 164, 208].

1.3.2. Compusi naturali de perspectiva pentru utilizare in calitate de antibiotice

Produsele naturale joaca un rol predominant in dezvoltarea de noi agenti terapeutici
[154]. Acestea sunt sintetizate de catre reprezentantii tuturor grupurilor sistematice de organisme
vii ca raspuns la provocarile mediului in care se dezvolta si sunt destinate asigurarii unei protectii
eficiente contra altor entitati vii sau a unui succes in lupta concurenta pentru resurse. Numerosi
agenti antimicrobieni naturali sunt sintetizati in celulele vegetale, animale si microbiene. In
majoritatea cazurilor efectele produselor naturale sunt determinate de diferite principii active,
metaboliti secundari sau fitochimicale precum alcaloizii, taninurile, terpenoidlee, uleiurile
esentiale, flavonoidele, lectinele, celulele fagocitare si multi alti constituenti organici. Activitatea
antimicrobiand a complexelor naturale rezultd frecvent din activitatea catorva componente
individuale, care actioneaza in energie cooperantd, iar impactul clinic este asigurat de efectele
directe asupra microorganismelor patogene [182].

Printre cei mai cunoscuti si recunoscuti producatori de substante cu efecte antibiotice sunt
actinobacteriile, care sintetizeaza aproximativ doud treimi din toate antibioticele de origine
naturala utilizate in prezent in medicina, practica veterinara si agricultura. Majoritatea acestor
molecule provin din genul Streptomyces [105]. Cu toate cd acest grup de microorganisme este
destul de intens studiat in scopul evidentierii de noi compusi cu proprietati antimicrobiene,
actinobacteriile sunt o sursi inepuizabili in acest sens. In ultimul deceniu au fost descoperite si
inregistrare substante naturale noi produse de actinobacterii in calitate de produsi secundari, si
care deja au fost recunoscute pentru proprietatile lor. Arenimicina C, Cromopeptida lactona RSP
01, Kocurina, Macrolactinele Al si B1,Chaxamicina D, precum si Antracimicina obtinute din
actinobacterii sunt considerate cei mai eficienti compusi cu activitate antibacteriana [105].

Printre compusii naturali, inspirati de naturd, peptidele antimicrobiene sunt unele dintre
cele mai de perspectiva datoritd potentialului lor clinic. In mod normal, peptidele antimicrobiene
sunt prezente in toate formele celulare de viata, asigurand functionarea sistemului imunitar. Fiind
determinate genetic, acestea asigura imunitatea Tnnascuta. Datoritd caracterului lor conservativ,
peptidele antimicrobiene au o predispozitie limitata la dezvoltarea formelor de rezistentd fata de
actiunea lor [45]. In plus, modificirile chimice ale scheletului peptidic pot fi utilizate pentru a
imbunatati activitatea si stabilitatea biologica a acestor molecule importante, precum si pentru a
reduce toxicitatea lor.

In naturi exista o imensitate de peptide antimicrobiene, care difera semnificativ unele de
altele. Cu toate acestea, ele se deosebesc esential de antibioticele traditionale si au unele
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caracteristici comune, cum ar fi structura, alcatuitd din mai putin de 100 de aminoacizi, inclusiv
in mod obligator reziduuri cu sarcini pozitive mai pronuntate, cum ar fi lizina, arginina si
histidina, sau prezenta unui numar mare (de peste jumatate din compus) a reziduurilor hidrofobe
[45]. De asemenea, mecanismul de actiune antimicrobiand a moleculelor din acest grup este
realizat printr-o actiune directd asupra membranei celulare microbiene [181]. Datoritd acestei
particularitati, peptidele antimicrobiene au actiune pronuntatd atat asupra bacteriilor sensibile,
cat si a celor rezistente la antibiotice. Deoarece peptidele antimicrobiene vizeaza membrana
celulard, nu exista nici o suprapunere in mecanismul lor de actiune si nu se observa rezistenta
incrucisata, astfel acestea sunt o solutie in cazul microorganismelor multirezistente la antibiotice
[45, 76].

In prezent, existai zece antimicrobiene pe bazid de peptide disponibile comercial
(Bacitracina, dalbavancina, daptomycina, colistina, gramicidina D, oritavancina, Polimixina B,
Teicoplanina, Talavancina si Vancomicina). Similar cu multe dintre antibioticele traditionale,
sapte dintre acesti compusi activi au fost izolati din speciile bacteriene Bacillus subtilis,
Paenibacillus  polymyxa, Bacillus brevis, Streptomyces reseosporus, Actinoplanes
teichomyceticus, Amycolatopsis orientalis [28, 77, 81, 121, 156, 157, 159, 166, 170, 207]. Trei
dintre aceste antibiotice, si anume Dalbavancina, Telavancina si Oritavancina sunt derivati
semisintetici ai Teicoplaninei si Vancomicinei 81, 121, 180]. Toate aceste antibiotice pe baza de
peptide actioneaza asupra membranei celulare bacteriene, fie direct (liza membranet), fie indirect
(inhibarea sintezei peretelui celular). Cu toate cd peptidele antimicrobiene sunt considerate
stabile la dezvoltarea rezistentei, in ultimul timp totusi sunt tot mai multe dovezi despre aparitia
tulpinilor clinice rezistente la acestea. Prima informatie de acest gen a fost publicatad in revista
Lancet Infectious Disease la mijlocul lunii noiembrie 2015 si se referea la peptidele colistinice,
aplicate ca ultima solutie, despre care s-a aflat, ca , au un determinant de rezistentd cunoscut sub
numele de mcr-1 care apare in tulpinile clinice de agenti infectiosi [130]. Exemplu poate servi
cazul Vancomicinei, care este un antibiotic de ultimd instantd pentru tratamentul infectiilor
severe cauzate de bacterii Gram pozitive, cum ar fi speciile de Enterococcus, Staphylococcus
aureus s1 Clostridioides difficile. Vancomicina a fost mult timp consideratd imuna la rezistenta
datoritd activitatii sale bactericide bazate pe legarea la nivelul peretelui celular si nu la o proteina
tintd, asa cum este cazul majoritatii antibioticelor. Cu toate acestea, au fost descoperite doua
mecanisme complexe multienzimatice de rezistentd, care sunt acum diseminate larg printre
speciile patogene, ceea ce ameninta eficienta clinicd a vancomicinei [198].

Plantele sunt surse inepuizabile de substante cu activitate biologicd nalta, inclusiv cu
proprietati antimicrobiene. Din imensitatea de molecule active de origine vegetala, ne vom referi
in special la un grup de substante de importanta pentru teza de doctorat, si anume, la taninuri.
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Taninurile prezintd un amestec de compusi cu o structurd chimica complexa, polifenolica, care
cuprinde multe grupdri hidroxil fenolice, dar si grupari carboxilice, cu proprietdti astringente.
Taninurile sunt produse practic in toate organele si tesuturile si sunt de doud feluri: galice si
catehice. Taninuri catehice sau condensate sunt nehidrolizabile si au la baza nucleul de 2 fenil
benzopiran (3 flavanol). Taninurile galice sunt hidrolizabile si sunt esteri ai acidului galic sau ai
acidului hexahidroxidifenic si diferite oze (de exemplu glucoza). Taninurile sunt capabile sa
formeze legaturi stabile cu proteinele de diferit tip. Se cunoaste ca taninurile au capacitatea de a
inactiva adezinele microbiene, enzimele din diferite clase, proteinele de transport ale membranei
celulare ceea ce determind in mare masura activitatea lor antimicrobiana [182]. Taninurile, de
rand cu alti polifenoli, prezintd o activitate antibacteriand semnificativd impotriva bacteriilor
Gram -pozitive rezistente si nerezistente la valori scazute ale CMI, in intervalul de pg/mL.
Mecanismul lor de actiune este destul de divers, vizand peretele celular, stratul lipidic al
membranelor, receptorii membranari si canalele ionice, metabolitii bacteriilor si formarea
biofilmelor [21]. Sa dovedit ca acidul tanic are proprietati de modulare a efluxului la tulpinile de
Staphylococcus aureus rezistente la meticilind. Sa demonstrat cad administrarea acidului tanic
actioneaza ca o tintd alternativd pentru bacterii si promoveaza inhibarea rezistentei pompei de
eflux si liza celulara [117].

Taninurile extrase din semintele de Euphoria longana, fructele Terminalia chebula si
frunzele de Terminalia macroptera au prezentat afinitate de legare la enzima ADN-giraza
Mpycobacterium, si deci un efect inhibitor semnificativ asupra ADN-girazei rezistente la
chinolone [109]. Taninurile din scoartd de Psidium guajava prezinta o activitate antimicrobiana
pronuntatd Tmpotriva diversilor agenti patogeni, declansand fagocitoza celulara si activitate
antiinfectioasa. Extractul taninic inhiba cresterea bacteriilor, iar taninurile se leaga de peretele
celular bacterian, modificind permiabilitatea si permitand accesul proteazelor in interorul
celulelor patogenilor [192]. Cresterea bacteriilor precum Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Proteus vulgaris si Serratia marcescenes este inhibatd de taninurile hidrosolubile
extrase din scoarta de Acacia mearnsii [161]. Taninurile hidrolizabile extrase din castan a fost
testat pentru a regla proliferarea Clostridium perfringens in intestin. Rezultatele au aratat ca,
chiar si la concentratii mici, taninurile de castan au un efect foarte pronuntat in controlul enteritei
necrotice prin reducerea semnificativa a proliferarii Clostridium perfringens [201].

Florotaninurile, un grup important de compusi polifenolici derivati din alge, sunt
considerati agenti antibacterieni puternici atat in cazul aplicdrii lor independente, cat si in
combinatie cu medicamente antibacteriene disponibile comercial. Acesti compusi sunt foarte
eficienti in combaterea biofilmelor bacteriene, deoarece patrund in peretele celular bacterian prin
schimbarea formei membranei celulare s$i provocdnd moartea celulei. Deteriorarea
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permeabilitatii peretelui celular bacterian provocatd de florotaninuri, duce la scurgeri de protoni
prin membrana celular, astfel incat modificari structurale duc la moartea celulelor bacteriene. in
plus, florotaninurile au capacitatea de a inhiba reproducerea bacteriilor. Activitatea
antibacteriand florotaninurilor mai este atribuita capacitatii lor de a bloca fosforilarea oxidativa,
precum si capacitatii lor de a se atasa de proteinele bacteriene, provocand liza celulara [177].
Mai multe investigatii au constatat ca florotaninurile derivate din algele brune au o activitate
antibacteriand mai puternicd decat antibioticele traditionale impotriva speciilor de Klebsiella,
Bacillus cereus si Pseudomonas aeruginosa [17, 167, 177].

O materie primd adecvata pentru obtinerea taninurilor condensate o constituie semintele
de struguri, din care se obtine un amestec complex de oligomeri catecol si epicatecol. Taninurile
din seminte de struguri au fost denumite enotaninuri. Compozitia lor variaza de la monomeri la
decameri de catechind sau epicatechind. Lantul polimeric se formeaza prin condensarea
gruparilor functionale la atomul de carbon C4 in ciclul C si atomul de carbon Csg in ciclul A.
Semintele de struguri constituie cea mai potrivitd sursd de taninuri in Republica Moldova.
Continutul de enotaninuri din semintele de struguri depinde de soiul de struguri, precum si de
zonele geografice de cultivare si este intre 3,1 si 14,1 % din masa de seminte uscate. A fost
demonstratd activitatea antimicrobiand si antifungicd atit a enotaninurilor condensate, cat si a
derivatelor lor hidrosolubile obtinute prin oxidarea formelor initiale [12].

O sursa importantd de substante cu activitate biologica inaltd sunt cianobacteriile — unele
dintre cele mai vechi organisme fotosintezatoare de pe Pamant. Se stie ca@ cianobacteriile produc
mai multi metaboliti secundari care poseda activitate antimicrobiand impotriva bacteriilor Gram-
st Gram+, cum ar fi policetidele, peptidele, alcaloizii, terpenele, posifenolii s.a. [48, 62, 194].
Primul antibiotic policetidic izolat din cianobacteria Lyngbya majuscula este malingolida
careinhibd cresterea mai multor tulpini patogene umane Streptococcus pyogenes si
Staphylococcus aureus. Majoritatea antibioticelor policetide au fost izolate din speciile de
Nostoc, inclusiv carbamidociclofani, care prezinta valori ale concentratiei minime inhibitorii in
interval nanomolar fata de Staphylococcus aureus rezistent la meticilina, dar si fatd de stafilococi
rezistenti la meticilind si vancomicind si Mycobacterium tuberculosis [48, 180].

Peptidele ciclice sunt cei mai abundenti metaboliti secundari cu activitatea biologica ai
cianobacteriilor printre acestea sunt si cianobactrinele. Unele dintre acestea posedad activitate
antibacteriand, de exemplu kawaguchipeptinele A si B, izolate din Microcystis aeruginosa NIES-
88, active fatd de Staphyloccocus aureus, precum peptide nonribozomale (NRP), pitipeptolidele
A, B, C, E si F active impotriva Mycobacterium tuberculosis [48].

Majoritatea alcaloizilor antibacterieni izolati din cianobacterii sunt compusi care contin
indol. Cea mai reprezentativa familie de alcaloizi indolici, cu pana la 80 de membri, este cea a
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compusilor de tip hapalindol, inclusiv hapalindolii, hapalonamidlee, ambiguinele,
fischerindolele, fischerellinele si fischambiguinele. Acesti compusi naturali sunt produse de mai
multe genuri de cianobacterii si poseda o structurd de baza similard compusa dintr-un fragment
indol si o unitate de izopren ciclizat, precum si un substituent - izocianida. Majoritatea
compusilor de tip hapalindol poseda activitate puternica impotriva bacteriilor Gram + si Gram —.
Printre mecanismele de actiune se numadra inhibarea ARN polimerazei bacteriane modularea
activitatii canalelor de sodiu si inhibare proliferarii celulelor T ale gazdei [48, 53]. Au fost, de
asemenea, identificati si cativa terpeni ai cianobacteriilor, care poseda activitateantibacteriena.
Diterpenoidul noscomin a fost izolat din cianobacteria Nostoc commune $i este activ Impotriva
Bacillus cereus, Staphylococcus epidermidis si Escherichia coli. Terpenoizii scitoscalarol si
cibastacinele A si B, sesterterpene care contin guanidiniu sau un grup guanidino, au fost izolati
din Scytonema si, respectiv, Nostoc. Aceste produse naturale poseda valori MIC in intervalul
micromolar fatd de bacteriile Gram +, iar scitoscalarolul est activ si fata de Escherichia coli [46,
48, 158]. Polifenolii cianobacterieni, in special cei halogenati de asemenea posedad activitate
antimicrobiand. Compusii polifenolici clorurati, izolati din Fischerella ambigua si polibromuratii
izolati din cianobacteria Leptolyngbya crossbyana prezintd activitate puternicad impotriva mai
multor tulpini Gram +, inclisiv contra Staphylococcus aureus rezistent la meticilina [48].

Cianobacteriile pot produce acizi grasi nesaturati, inclusiv acid y-linolenic, acid
eicosapentaenoic, acid hexadecatrienoic, acid docosahexaenoic, acid palmitoleic, acid lauric,
acid oleic, acid arahidonic s.a. care manifestd activitate antimicrobiand fata de Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus epidermidis si Staphylococcus aureus. Capacitatea
acizilor grasi de a inhiba cresterea bacteriilor depinde de gradul lor de nesaturare si lungimea
catenei. Un acid gras cu mai mult de 10 atomi de carbon determina liza protoplastelor bacteriene.
Cu toate acestea, acizii grasi nesaturati vizeaza structurile membranelor, ceea ce trage dupd sine
nu numai liza bacteriand directa, dar si dereglarea roceselor ce au loc cu implicarea lanturilor
transportoare de [189].

Problema majora in cazul metabolitilor cianobacterieni cu activitate antimicrobiana
consti in toxicitatea lor fatd de alte organisme, afard de microorganismele patogene. Intr-un
sudiu bibliografic realizat de Demay si coautorii se aratd, ca dintre cele 43 de molecule
antibacteriene izolate din cianobacterii, 22 sunt citotoxice, 16 prezinta activitate letala fata de
nevertebratelor mici si doar trei dintre ele - eucapsitriond, molecule asemdnatoare kulolidei si
acidul abietic - pot avea activitate antimicrobiana specifica si nici o activitate impotriva altor
organisme [62]. Eucapsitrionul si moleculele asemandtoare kulolidei prezinta activitate
antibacteriand fatd de Mycobacterium tuberculosis. Eucapsitrionul este o moleculd derivata de
antrachinona izolata din cianobacteria Eucapsis sp. Aceasta familie de compusi fenolici este
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binecunoscuta in plante si in unele microorganisme si a demonstrat o gama larga de bioactivitati,
inclusiv proprietati antimicrobiene [62].

Compusii antimicrobieni sau antibioticele derivate din cianobacterii sunt promitatori si
pot fi utilizati in locul antibioticelor conventionale. In plus, diversitatea chimic a metabolitilor
secundari obtinuti din cianobacterii i1 pozitioneaza pe acesteia ca o noud clasa de medicamente
[213]. In aceastd ordine de idei, cianobacteria Arthrospira platensis, cunoscuta ca Spirulina, este
o sursd valoroasa de compusi cu activitate biologica inaltd. Pe langa valoarea nutritiva inalta a
Spirulinei, numeroase studii au oferit dovezi solide pentru potentialele sale aplicatii terapeutice.
Spirulina contine antioxidanti naturali distinctivi, cum ar fi polifenolii, carotenoizii si
ficocianina. Aceastd cianobacterie nu poseda potential toxic, este aprobata pentru izul animal si
uman, este bine studiata si crescuta in conditii industriale Tn multiple locatii geografice. Chiar si
suspensia cianobacteriei, fara extragere si purificare a componentelor active, oate demostra
atractivitate in calitate de antimicrobian fatd de anumite specii patogene. Suspensia de microalge
a fost testatd fatd de Staphylococcus aureus, Escherichia coli si Candida albicans. Rezultatul
aratd ca suspensia de Spirulina a prezentat o activitate joasa fata de C. albicans si E. coli, dar nici
0 activitate antimicrobiana impotriva S. aureus [179].

Extractele de diferitd naturd din biomasa de Spirulind prezinta activitate antimicrobiana
variata. Astfel, extractele hidrice din biomasa de spirulind au aratat activitate maxima impotriva
P. aeruginosa, extractul metanolic - impotriva E. coli, iar extractul in cloroform - fatd de ambii
agenti patogeni bacterieni. Cu toate acestea, majoritatea datelor disponibile arata, ca bacteriile
Gram-pozitive (Bacillus cereus, Staphylococcus aureus $i Listeria monocytogenes) prezintd o
sensibilitate mai mare la extractele de Spirulina decat bacteriile Gram-negative. Extractul
metanolic de spirulina are o activitate antimicrobiand mai mare decét extractele obtinute cu alti
solventi, cu zone de inhibitie variind de la 17 la 22 mm pentru o concentratie de 10 mg/mL.
Valoarea CMI fata de microorganismele testate pentru extractul metanolic de Spirulina a fost
mai joasd (1-2 mg/mL) in comparatie cu alte tipuri de extracte [14].

Extractele din spirulind contin multiple substante, care pot contribui la manifestarea
efectului antibacterian. Contributia polifenolilor in acest efect a fost studiatd de Martelli si
coautorii. Au fost luate in considerare efectele antimicrobiene ale extractelor din Spirulind fata
de Salmonella spp., Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Staphylococcus aureus si
Bacillus cereus. In general, extractele au aratat o activitate antimicrobiana buni in vitro fata de
toate microorganismele testate, in special fatd de L. monocytogenes, efectul fiind persistent in
timp. In baza cuantificarii contibutului de fenoli s-a ajuns la concluzia, ¢ prezenta compusilor
fenolici ar putea fi asociata cu activitatea antimicrobiana, dar fenolii nu sunt unicele componente
ale acestei activitati, lipsind corelarea intre continutul de fenoli si efectul antimicrobian [138]. O
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confirmare a rolului fenolilor 1n activitatea antibacteriala a extractului metanolic de spirulina a
fost adus de cétre Alshuniaber si coautorii. Acestia au obtinut un extract metanolic care continea
o cantitate mare de polifenoli care prezintd efecte antimicrobiene cu spectru larg impotriva
agentilor patogeni bacterieni rezistenti la medicamente. Metaboliti secundari potentiali, cum ar fi
benzofenona, dihidro-metil-fenilacridina, acid carbanilic, dinitrobenzoat, propandiamina,
izochinolina, piperidind, oxazolidind si pirolidind, identificati in acest extract sunt activi
impotriva agentilor patogeni gram-pozitivi si gram-negativi. Acest rezultat sugereaza ca totusi,
compusii fenolici din Spirulina oferd o sursa naturald si durabila de antibiotici naturali [19].
Rezistenta la antibiotice este o problema clinica la nivel mondial, care se amplificd pe
an ce trece. Din cauza unei dezvoltari limitate a medicamentelor antimicrobiene noi, sau a
eficientei reduse in vivo a celor dezvoltate, terapia combinativa, care presupune combinarea
substantelor din diferite clase chimice, dar si din diferite surse in cazul preparatelor naturale, este
o strategie de perspectivda pentru combaterea patogenilor multirezistenti. Combinatiile
antibacteriene pot imbunatati eficacitatea antibioticelor si pot suprima rezistenta antibacteriana
prin activitati independente, sinergice sau chiar antagoniste [224]. In opinia noastrd pentru a
asigura progrese semnificative In domeniul antimicrobienelor eficiente 1n conditiile unei
rezistente sporite a patogenilor la antibiotice, este necesar de a realiza cercetdri in domeniul
sintezei directionate de noi substante chimice, in directia descoperirii de noi produse naturale cu
efecte antimicrobine, dar si in elaborarea de combinatii multifunctionale, componentele carora
sunt orientate spre mai multe tinte concomitent, asigurdnd astfel succesul in combaterea

microorganismelor multirezistente .

1.4. Concluzii la capitolul 1

Studiul situatiei in domeniu permite evidentierea unei situatii dramatice cauzatd de
dezvoltarea rezistentei la antibiotice, care este un proces continuu. Acest fenomen afecteaza
umanitatea, creeaza o situatie de criza in cercetare si devine o problema nu numai medicala dar si
sociala si politicd. Rezistenta la antibiotice are ca rezultat reducerea gradului de eficacitate a
medicamentelor antibacteriene si antifungice, ceea ce face ca tratamentul pacientilor si fie
complicat, costisitor sau in anumite cazuri, chiar imposibil. Dezvoltarea rapida a mecanismelor
de rezistentd la antibiotice de cdtre microorganismele patogene a fost si raméne fatala pentru
milioane de oameni din intreaga lume. Cauza majord a mecanismelor de rezistentd este utilizarea
excesiva a preparatelor cu efecte antimicrobiene.

Dezvoltarea de noi medicamente antimicrobiene este consideratd drept o prioritate
primordiald, dar si o necesitate stringentd. Evolutiile recente se concentreaza pe doua directii de
baza: sinteza chimicd a substantelor cu proprietati predeterminate si screening-ul produselor
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naturale. Existd si strategii, care implica aplicarea antibioticelor deja cunoscute in formule
hibride, fie cu un adjuvant, fie cu o moleculd chimica cu proprietati diferite de cele ale
antibioticului, fie cu alt antibiotic natural sau sintetic. Printre compusii chimici un rol important
le revine tiosemicarbazonelor multe dintre care prezintd o anumita activitate biologica impotriva
unei game largi de microorganisme patogene. Structura tiosemicarbazonelor le face pe acestea
liganzi donatori semnificativi si le atribuie o capacitate excelenta de a chela cu o gama larga de
ioni metalici relevanti din punct de vedere biologic, formand complecsi metalici cu activitati
biologice imbunatatite si moduri de actiune modificate.

Numerosi agenti antimicrobieni naturali sunt sintetizati in celulele vegetale, animale si
microbiene. In majoritatea cazurilor efectele produselor naturale sunt determinate de diferite
principii active, metaboliti secundari sau fitochimicale. Activitatea antimicrobiand a complexelor
naturale rezultd frecvent din activitatea catorva componente individuale, care actioneaza in
energie cooperantd, iar impactul clinic este asigurat de efectele directe asupra microorganismelor
patogeneTaninurile - compusi cu o structurd chimica complexa, polifenolica, care cuprinde multe
grupari hidroxil fenolice, dar si grupari carboxilice, sunt produse practic in toate organele si
tesuturile si sunt de doud feluri: galice si catehice. Taninurile sunt capabile sa formeze legaturi
stabile cu proteinele de diferit tip, au capacitatea de a inactiva adezinele microbiene, enzimele
din diferite clase, proteinele de transport ale membranei celulare ceea ce determind in mare
masurd activitatea lor antimicrobiana.

O sursd importanta de substante cu activitate biologicd inalta sunt cianobacteriile. Se stie
ca cianobacteriile produc mai multi metaboliti secundari care poseda activitate antimicrobiana.
Cianobacteria Arthrospira platensis se caracterizeaza prin valoarea nutritiva inaltd si continut de
substante bioactive, inclusiv cu proprietiti antimicrobine. in lipsa unui potential toxic in raport
cu omul, aceastd cianobacterie este o sursd valoroasd de preparate antimicrobiene. Pentru a
asigura progrese semnificative in domeniul elaborarii substantelor cu efecte antimicrobienelor in
conditiile unei rezistente sporite a patogenilor la antibiotice, este necesar de a realiza cercetari in
domeniul sintezei directionate de noi substante chimice, in directia descoperirii de noi produse
naturale cu efecte antimicrobiene, dar si in elaborarea de combinatii multifunctionale,
componentele carora sunt orientate spre mai multe tinte concomitent, asigurand astfel succesul n

combaterea microorganismelor multirezistente.
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2. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE

Cercetarile incluse 1n prezenta teza de doctorat au fost realizate in perioada de timp 2012 —
2022 1in cadrul Disciplinei microbiologie si imunologie a Universitatii de Stat de Medicina si
Farmacie ,,Nicolae Testemitanu”, Laboratorul microbiologic al Agentiei Nationale de Sanatate
Publica, precum si in Laboratorul Ficobiotehnologie din cadrul Institutului de Microbiologie si
Biotehnologie al Academiei de Stiinte a Moldovei. Conducaror stiintific: Rudic Valeriu, dr. hab.
st. biol.,, prof. univ.,, acad., Om Emerit al Republicii Moldova (specialitatea 313.02
Microbiologie, virusologie medicald) si consultant stiintific Gulea Aurelian, dr. hab. st. chim.,
prof. univ., acad, Om Emerit al Republicii Moldova (specialitatea 141.01. Chimie anorganica;

141.02; Chimie coordinativd).

Metodologia cercetarii a fost aprobata de catre Comitetul de Etica a Cercetarii USMF
,.Nicolae Testemitanu”, avizul nr. 4 din 06 noiembrie 2013.

Lucrarea include un studiu in vitro, realizat pe culturi microbiene de referintd cu

aplicarea metodelor microbiologice clasice si a metodelor contemporane de investigatii

biochimice.

2.1. Obiectele de studiu

Testele in vitro au fost efectuate cu utilizarea tulpinilor de referinta din colectiile ATCC
(American Type Culture Collection) si Colectia de Stat a Microorganismelor Patogene a
Institutului de Stat de cercetari stiintifice in domeniul standardizarii si controlului preparatelor
medicale biologice ,L.A. Tarasevici” (I'MCK - Komnekiuss I'ocynapcTBEHHOro HaydHO-
UCCIIEIOBATEIILCKOTO MHCTUTYTAa CTaHIAPTH3AIMH W KOHTPOJSI MEIUIIMHCKHX OMOJIOTHYECKHX
npenapatoB uM. JI.A.TapaceBuua ), care conform pasapoartelor eliberate de colectiile respective
naturale: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus cereus TUCK 8035, Escherichia coli
ATCC 25922, Salmonella enterica I'MCK 03/03y, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Candida albicans ATCC 10231.

In calitate de substante cu efecte antimicrobiene au fost testati compusii coordinativi ai
Cu (II); Co(III) si Ni (II) sintetizati si caracterizati la catedra Chimie anorganica (Universitatea de
Stat din Moldova), Institutul de Chimie si Institutul de Fizica aplicatd. Precursorii de sinteza
utilizati au fost de puritate 1naltd, procurati de la Sigma-Aldrich.

In continuare este datid caracterizarea tulpinilor utilizate in studiu si substantele,

activitatea catora a fost testata 1n raport cu tulpinile respective.
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2.1.1. Staphylococcus aureus ATCC 25923

Pozitia sistematicd: Domeniul Bacteria; Filumul Bacillota; Clasa Bacilli; Ordinul
Bacillales; Familia Staphylococcaceae; Genul Staphylococcus.

Denumirea completd conform pasaportului de colectie al acestei tulpini este
Staphylococcus aureus subsp. aureus (ATCC® 25923™), Tulpina a fost depozitatd in scopul
utilizarii ei ulterioare pentru testarea produselor lactate si a mediilor nutritive, inclusiv a
mediului agarizat Mueller-Hinton, precum si pentru controlul produselor Autobac, Abbott, APL
Aceasta este una dintre tulpinile de referintd utilizatda in cadrul testului de sensibilitate la
antibiotice si alte substante cu efect antimicrobian.

Examenul microscopic al culturii de Staphylococcus aureus ATCC 25923 evidentiaza
prezenta cocilor cu diametrul de 0,5-1,5 pm, dispusi in ciorchini de forma neregulata, Gram+.
Celulele sunt imobile, nu formeaza spori, sunt lipsite de capsuld. Sunt aerobe, dar se pot dezvolta
st in conditii facultativ anaerobe. Sunt mezofile, dezvoltdndu-se in conditii de temperaturi de la
10 la 40°C, cu un optim pronuntat la 37°C. Prezintd reactie pozitivd la catalazd. Formeaza
colonii de forma rotunda, elevate convex. Culoarea coloniilor este galbe-aurie. Pe mediul nutritiv
geloza cu sange coloniile formate sunt inconjurate de o zona transparentd de hemolizd completa.
Sunt tolerante la salinitate 1naltd. Produc coagulaza, dezoxiribonucleaza, catalaza, lipaza —

enzime cu rol de promovare a virulentei si difuziunii infectiei in tesuturi.

2.1.2. Bacillus cereus THCK 8035

Pozitia sistematicd: Domeniul Bacteria; Filumul Bacillota; Clasa Bacilli; Ordinul
Bacillales; Familia Bacillaceae; Genul Bacillus.

Tulpina Bacillus cereus 8035 conform pasaportului de colectie se utilizeazd pentru
testarea mediilor nutritive, precum si in calitate de material de referinta pentru testarea eficientei
antibioticelor si altor substante antimicrobiene.

Examenul microscopic al culturii scoate Tn evidentd celule in formd de tijd, cu latimea de
1,0 um si lungimea de 3-4 pum, care contin endospori, ce nu deformeaza celula. Pe medii
nutritive dense formeaza colonii rigide, opace, plate, rugoase, usor concave, mate, cu diametrul
mediu de 0,3 cm. Marginea coloniilor este ondulatd. Bacillus cereus 8035 este o culturd
facultativ aeroba, cu capacitate mare de adaptare la conditii de mediu diverse, mezofild, care se
dezvolta la temperaturi Intre 20°C si 40°C, fara un optim bine definit. Creste la un nivel inalt al

salinitatii (pana la 6,5% NaCl). Produce catalaza si lecitinaza.
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2.1.3. Escherichia coli ATCC 25922
Pozitia sistematica: Domeniul Bacteria; Filumul Pseudomonada; Clasa Gammaproteobacteria;

Ordinul Enterobacterales; Familia Enterobacteriaceae; Genul Escherichia.

Tulpina a fost depozitata in scopul utilizarii ei ulterioare pentru testarea produselor lactate
si a mediilor nutritive, inclusiv a mediului agarizat Mueller-Hinton, precum si pentru controlul
produselor Autobac, Abbott, API, Difco, IDS, BBL, Microscan, Micromedia, Roche Diagnostics
s.a. Aceasta este una dintre tulpinile de referintd utilizatd in cadrul testului de sensibilitate la
antibiotice si alte substante cu efect antimicrobian.

Examenul microscopic al culturii evidentiaza prezenta celulelor in forma de bastonase
Gram -. Forma bastonaselor este dreapta ori putin incurbata. Lungimea maximala este de 3 pum,
iar latimea — de 1 um. Nu formeaza spori, sunt lipsite de capsula. Capetele bastonaselor sunt
rotunjite. Se caracterizeaza prin cerinte minime fatd de mediul nutritiv. Pe medii solide formeaza
colonii lucioase (de tip S). Coloniile sunt specifice in dependentd de mediul utilizat. Astfel, pe
mediu Endo, cultura de Escherichia coli ATCC 25922 formeaza colonii de tip S, umede si
cremoase, cu profil bombat si diametrul de 0,2 cm, de culoare rosie, cu luciu metalic. Pe medii
lactozate formeaza colonii lactozo-pozitive. Este o culturd facultativ anaerobd, mezofila cu
optimul la 37°C. Fermenteaza glucoza, cu producerea ulterioara de acizi grasi. Produce indol.

Foloseste acetatul in calitate de sursd unica de carbon.

2.1.4. Salmonella enterica THCK 03/03y
Pozitia sistematicd: Domeniul Bacteria; Filumul Pseudomonada; Clasa Gammaproteobacteria;

Ordinul Enterobacterales; Familia Enterobacteriaceae; Genul Salmonella.

Denumirea deplind a tulpinii este Salmonella enterica subsp. enterica serovar abony
I'MCK 03/03y. Sinonim si denumirea veche a acestei tulpini este Salmonella abony I'MCK
03/03y. Tulpina a fost obtinuta din Colectia Microorganismelor Patogene a Institutului de Stat de
cercetdri stiintifice in domeniul standardizarii si controlului preparatelor medicale biologice in
numele lui L.A. Tarasevici. Conform pasaportului de depozitare este o tulpind de referinta care
este utilizata in controlul gradului de contaminare microbiologica a produselor, precum si in
procesul de monitorizare a infectiilor intestinale emergente.

Examenul microscopic al culturii denota ca aceasta constd din celule in formd de
bastonase, Gram -, dotate cu flageli, care realizeaza metabolism de tip aerob. Pe mediu nutritiv
selectiv SS-agar formeaza colonii de tip S, lucioase, umede, cremoase, cu diametrul de 0,2 cm.
In centru coloniile sunt de culoare neagra, iar spre periferie devin practic incolore si transparente.
Este o tulpind mezofila cu optim de crestere la 37°C.
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2.1.5. Klebsiella pneumoniae ATCC 13883

Pozitia  sistematicd:  Domeniul  Bacteria;  Filumul  Pseudomonada; Clasa
Gammaproteobacteria; Ordinul Enterobacteriales; Familia Enterobacteriaceae; Genul Klebsiella.
Examenul microscopic arata, ca cultura constra din coco-bacili mici, cu dimensiunea de 0,5-0,8x
1.0-2,0 um. Se coloreaza Gram -, nu prezintd motilitate si nu formeaza spori. Celulele sunt
solitare, sau se pozitioneazd cate doud sau in conglomerat. Formeaza capsuld pronuntatd. Pe
mediu solid formeaza colonii elevate, in forma de cupola, cu diametrul de 3-4 mm, acoperite de
un strat mucozitar, de culoare albad-gri. Se caracterizeazd prin metabolism
chemoorganoheterotrof, este facultativ anaerob. Este o tulpind mezofild, fara un optim de

temperaturad pronuntat, dezvoltandu-se practic identic la temperaturi de la 30 la 37°C.

2.1.6. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Pozitia  sistematicd:  Domeniul  Bacteria;  Filumul = Pseudomonada;  Clasa
Gammaproteobacteria; Ordinul Pseudomonadales; Familia Pseudomonadaceae; Genul
Pseudomonas. Examenul microscopic al culturii evidentiaza prezenta celulelor in forma de
bastonase Gram -, mobile. Forma bastonaselor este dreapta ori putin incurbatd. Lungimea
maximald este de 1-5 pum, iar latimea — de 0,5 - 1 pum. Nu formeaza spori, au capsuld bine
pronuntata. Capetele bastonaselor sunt rotungite. Pe medii solide formeaza colonii de trei tipuri —
R, S si M. Produce pigmenti. Metabolismul este de tip hemoorganoheterotrof, aerob. Poate creste

la temperaturi de pana la 40°C, optimul fiind la 37°C.

2.1.7. Candida albicans ATCC 10231

Pozitia sistematica: Regnul Fungi, Filumul Ascomycota, Clasa Saccharomycetes, Ordinul
Saccharomycetales, Familia Saccharomycetaceae, Genul Candida, Specia Candida albicans.
Organism bimorf, cele doud forme — filamentoasa si levuriana - fiind determinate de conditiile de
mediu. La temperaturi de pana la 30°C Candida albicans creste in forma sa filamentoasa, iar la
temperatura de 37°C ,,in vitro”, creste in forma sa levuriana. In forma de drojdie, celulele de
Candida albicans variaza in dimensiune de la 10 la 12 um. Sporii (numiti clamidospori) se
formeaza pe pseudohife si sunt foarte rezistenti la conditiile nefavorabile. La colorare se
comporta ca microorganismele Gram pozitive. Pe mediul Sabouraud cu geloza formeaza colonii

untoase, bombate, cu margini netede, lucioase.
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2.1.8. Compusi coordinativi

Compusii chimici testati pe durata realizdrii acestei teze au fost sintetizati la Catedra
Chimie anorganica, Universitatea de Stat din Moldova, precum si la Institutul de Chimie. In total
au fost testati 385 compusi coordinativi ai cuprilui (II), cobaltului (III), nichelului (II), dar si a
Zn(1I), Fe(I1I). In tezd sunt trecuti 47 dintre acesti compusi, care conform screeeningului primar
au fost considerati de perspectivd pentru cercetare in calitate de substante cu efecte
antimicrobiene. Compusii descrisi In lucrare contin in mare majoritate Cu(Il), si un numar mai
mic — Co(TII) si Ni(IT). in dependenta de structura, proprietiti si modul de sinteza, compusii au
fost grupati in mai multe categorii, dupa cum urmeaza:

a) Tiosemicarbazonatii Cu(ll), Co(lll) si Ni(ll) care contin N-(2,4-dimetilfenil)-2-(2-
hidroxibenziliden)-hidrazincarbotioamida; N-(2,5-dimetilfenil)-2-(2-hidroxibenzi-
liden)-hidrazincarbotioamida si N-(3,4-dimetilfenil)-2-(2-hidroxibenziliden)-hidrazin
carbotioamida

Denumirile si formulele acestior compusi sunt prezentati in tabelul 2.1.
Tabelul 2.1. Denumirile si formulele compusilor tiosemicarbazonati ai Cu(Il), Co(II) si

Ni(II) care contin N-(2,4-dimetilfenil)-2-(2-hidroxibenziliden)-hidrazincarbotioamida*

Compusul Denumirea chimica Formula bruta*
Clorura de bis[ N-(2,4-dimetilfenil)-2-(2-
1. CMSA 25 oxibenziliden)-hidrazincarbotioamido(1-)]- Co(HL"),ClI C3,H3,CoCINO,S;
cobalt(III)
Clorura de bis[ N-(3,4-dimetilfenil)-2-(2-
2. CMSA 58 oxibenziliden)-hidrazincarbotioamido(1-)]- Co(HL?),CI C3,H3,CoCINg0,S,
cobalt(III)

Cloro-[ N-(2,4-dimetilfenil)-2-(2-oxibenziliden)-

1
3. CMSA 26 hidrazincarbotioamido(1-)]-cupru Cu(HL)CI CisHi6CICuN;08
4 CMSA 27 [N—(2,'4—dlmet.llfenl‘l)—2—(2—0X1ben2111den)— Cu(LYH:0 C1eHiCu N3OaS
hidrazincarbotioamido(2-)]aquqcupru
5 CMSA 57 C'loro—'[ N—(3,4-—d1me-:tllfeml)—Z—(2—ox1ben2111den)- Cu(HL*)CI C1eHieCICu N1OS
hidrazincarbotioamido(1-)]-cupru
Cloro-[ N-(2,5-dimetilfenil)-2-(2-oxibenziliden)- . ) .
6. CMSA 59 hidrazincarbotioamido(1-)]-nichel Ni(HLA)CI C16H1eCIN:NiOS
7 CMSA 68 Cloro[ N-(3,4-dimetilfenil)-2-[1-(2-etiliden)- Ni (HL),CI C1-H sCIN;NiOS

hidrazincarbotioamido(1-)]-nichel (II)

CH;3 CH,

H,L3
- OH OH CH;
Nota: * HZL1 N-NH @ N-NH @

S

H,L.2
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In rezultatul cercetarilor realizare cu acest grup de compusi a fost depus si obtinut un

brevet de inventie avand ca obiect compusul CMSA 68 [3].

b) Tiosemicarbazonatii Cu(ll) si Ni(Il) care contin 2-[(5-nitrofuran-2-il)metiliden]-N-

(prop-2-en-1-il)hidrazincarbotioamida

Denumirile si formulele acestior compusi sunt prezentati in tabelul 2.2.

Tabelul 2.2. Denumirile si formulele compusilor tiosemicarbazonatii Cu(II) si Ni(II) care

contin 2-[(5-nitrofuran-2-il)metiliden]-N-(prop-2-en-1-il)hidrazincarbotioamida

Compusul Denumirea chimica Formula bruta*
Nitrat de bis(2-[(5-nitrofuran-2-il) metiliden]- N-
1. NB2 (prop-z-en-1(-11)[(hidrazincarbotio:mida) ] Cu(HL)2NOs).
Ci1sH20CuN 1901252
cupru(Il)
Bromura de bis(2-[(5-nitrofuran-2-il)metiliden]-
2. NB6 N—(prop—2—en—1—(il)[I(lidrazincarbotioainidé) ] Cu(HL),Br:
ClgHzoCuBr2N806SQ
cupru(Il)
Clorura de bis(2-[(5-nitrofuran-2-il)metiliden]- Cu(HL).Cl,
3. NB 9 N—(prop—2—en—1— ClgHzoCuC12N30652
il)hidrazincarbotioamida)cupru(Il)
Perclorat de bis(2-[(5-nitrofuran-2-il)metiliden]- Cu(HL)2(Cl10O4)2
4. NB 10 N—(prop—Z—en—l— C]gHzoCHClzNgOMSz
il)hidrazincarbotioamida)cupru(Il)
5 NB 13 Sulfat de bis(2-[(5-nitrofuran-2-il)metiliden]-/N- Cu(HL)>SO4
(prop-2-en-1-il)hidrazincarbotioamida)cupru(Il) CigH20CuNgO10S;3
6. NB 16 bis(2-[(5-nitrofuran-2-il)metiliden]-N-(prop-2- NiL,
en-1-il)hidrazincarbotioamido)nickel C1sH20NiNsO6S2
Clorura de bis(2-[(5-nitrofuran-2-il)metiliden]- Ni(HL).Cl,
7. NB 19 N—(prop—2—en—1— C1gH20NiC12NgOsSz
il)hidrazincarbotioamida)nichel(II)
L* 2-[(5-nitrofuran-2-il)metiliden]-N-(prop-2-en-1-il)hidrazincarbotioamida

c) Tiosemicarbazonatii

Cu(ll), Co(ll) si

Ni(ll) care contin

hidroxibenziliden)-N-prop-2-en-1-il carbamohidrazonotioat

Denumirile si formulele acestior compusi sunt prezentati in tabelul 2.3.

In rezultatul cercetirilor realizare cu acest grup de compusi a fost depus si obtinut un

brevet de inventie avand ca obiect compusul T122 [2].
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Tabelul 2.3. Denumirile si formulele compusilor tiosemicarbazonati ai Cu(II), Co(III) si

Ni(IT) care contin metil-N'-(2-hidroxibenziliden)-N-prop-2-en-1-il carbamohidrazonotioat

Compusul Denumirea chimica Formula bruta*
. 111 | Cloro(metil-N-(2-hidroxibenziliden)-N-prop-2- Cu(@L)Cl-H20
' en-1-ilcarbamohidrazonotioato) aquacupru C,H,CICuN,O,S
5 rp | Bromo(metil-N'-(2-hidroxibenziliden)-N-prop-2- Cu(L)Br-HO
' en-1-ilcarbamohidrazonotioato) aquacupru C,H,BrCuN,0O,S
Nitratul de (rpetil—N"—(2—hidroxibepziliden)—N— Cu(L)NOs-2H,0

3. TI3 prop-2-en-1-ilcarbamohidrazonotioato)- C,H, CuN,0 S
diaquacupru(IT) 127718

A T4 Acetato(metil-N'-(2-hidroxibenziliden)-N-prop- Cu(L)(CH3COO)

) 2-en-1-ilcarbamohidrazonotioato)cupru C14H17CuN;03S
Bromura de bis(metil-N'-(2-hidroxibenziliden)- Co(L):Br

5. TI6 | N-prop-2-en-1- C,,H,;BrCoNO,S,
ilcarbamohidrazonotioato)cobalt(I1I) 24728
Clorura de bis(metil-N'-(2-hidroxibenziliden)-N- Co(L):Cl

6. TI7 prop-2-en-1-
ilcarbamohidrazonotioato)cobalt(111) CouH,,CICONGO,S,
lodura de bis(metil-N'-(2-hidroxibenziliden)-/N- Co(L)l

7. TI9 prop-2-en-1- CosHor CoIN:O-S
ilcarbamohidrazonotioato)cobalt(I1I) a8 6722
Nitratul de bis(metil-N'-(2-hidroxibenziliden)-/N- Co(L):NO;

8. TI10 | prop-2-en-1- C,,H,.CoN.O.S,
ilcarbamohidrazonotioato)cobalt(III) EaE
bis(metil-N'-(2-hidroxibenziliden)-N-prop-2-en- Ni(L)2

9. TLI 1-ilcarbamohidrazonotioato)nichel C, HNNiO,S,

10. TI 22 | metil N'-[(2-hidroxinaftalen-1-il)metiliden]-/V- Ci6H17N308
prop-2-en-1-ilcarbamohidrazonotioat

Nota: * L metil N'-(2-hidroxibenziliden)-N-prop-2-en-1-ilcarbamohidrazonotioat

d) Tiosemicarbazonatii Cu(ll) si Ni(Il) care contin 2-(2-hidroxibenziliden)-N-(prop-2-
en-1-il) hidrazincarbotioamida; 2-[(5-nitrofuran-2-il)metiliden]-N-(prop-2-en-1-il)
hidrazincarbotioamida, 2-(3,5-dibromo-2-hidroxibenziliden)-N-(prop-2-en-1-il)hid-

razincarbotioamida §i 2-(2-hidroxi-3-metoxibenziliden)-N-(prop-2-en-1-il)hidra-zin

carbotioamida
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Tabelul 2.4. Denumirile si formulele compusilor tiosemicarbazonati ai Cu(Il),

Co(I1I) si Ni(II)
Compusul Denumirea chimica Formula bruta*
1. VGB1 Hidratul de cloro(2-(2-hidroxibenziliden)-N- Cu(HL"H)CI-H,O
' (prop-2-en-1-il)hidrazincarbotioamido)cupru C11H14CICuN30,S
2 VGB?2 Cloro(2-[(2-hidroxinaftalen-1-il)metilidene]-/V- Cu(HLHC1
) (prop-2-en-1-il)hidrazincarbotioamido)cupru Ci5H14CICuN3;OS
Clorura de bis(2-[(5-nitrofuran-2-il)metiliden]- Cu(HL2):Cls
3. VGB 10 | N-(prop-2-en-1- C1Hoo CuCLN<OCS
il)hidrazincarbotioamida)cupru(Il) 18520 U262
4 VGB 16 (2-(2-hidroxibenziliden)-N-(prop-2-en-1- Cu(LHYHO
’ iDhidrazincarbotioamido(2-))aquacupru C11H1;3CuN30,S
Nitratql de (.2.—(3,5 -dibromo-2- Cu(HL*)NOs H,0
5. VGB 24 | hidroxibenziliden)-N-(prop-2-en-1- CHBrCuNLO-S
il)hidrazincarbotioamido)aquacupru(Il) HEH2ER s
6. VGB 26 Cloro(2-(2-hidroxi-3-metoxibenziliden)-N- Cu(HLHCl
) (prop-2-en-1-il)hidrazincarbotioamido)cupru Ci2H14CICuN30,S
7 VGB 28 Cloro(2-(2-hidroxi-3-nitrobenziliden)-N-(prop- Cu(HL%Cl
) 2-en-1-il)hidrazincarbotioamido)cupru C11H1CICuN4O3S
Nitratql de bi§(2—(3,5—dibromo—2— Co(HL*NOs
8. VGB 23 | hidroxibenziliden)-N-(prop-2-en-1- CoHooBraCoN-O-S
iD)hidrazincarbotioamido)cobalt(IIT) 220D
Nota: * HL Ci1Hi3N3;0S8 HL3 C11H11BraN3OS
HL? C9oH10N4O3S HL* C12H1sN30,.S

e) Compusi hidrazonici ai

cuprului

carboxinaftilmetilen)ditiocarbazat.

(Il) care contin S-metil-f-N-(2-hidroxil-3-

Tabelul 2.5. Denumirile si formulele compusilor hidrazonici ai Cu(II) cu S-metil-p-N-
(2-hidroxil-3-carboxinaftilmetilen)ditiocarbazat

Compusul

Denumirea chimica

Formula bruta*

1.

Cloro-(S-metil-B-N-(2-hidroxi-3-
carboxinaftiliden)ditiocarbazato-N,O,S)-cupru(Il)

[Cu(H.L)Cl] H.O

Bromo-(S-metil-B-N-(2-hidroxi-3-
carboxinaftiliden)ditiocarbazato-N,O,S)-cupru(Il)
quinque etanol

[Cu(H.L)Br] 0,5C,HsOH

Aqua-(S-metil-B-N-(2-hidroxi-3-
carboxinaftiliden)ditiocarbazato-N,O,S)-cupru(Il)

[Cu(H.L) (H0)]

Cloro-(S-metil-B-N-(2-hidroxi-3-
carboxinaftiliden)ditiocarbazato-N,O,S)-cupru(II)
dimetilsulfoxida

[Cu(H.L)Cl] DMSO

Catena-{ Bromo-(S-metil-B-N-(2-hidroxi-3-
carboxinaftiliden)ditiocarbazato-N,O,S)- cupru(Il)
dimetilsulfoxida}

[Cu(H:L)Br] DMSO

(S-metil-B-N-(2-hidroxi-3-
carboxinaftiliden)ditiocarbazato-N,O,S)-
dimetilsulfoxida cupru(Il)

[Cu(HL)(DMSO)]

7.

(S-metil-B-N-(2-hidroxi-3-
carboxinaftiliden)ditiocarbazato-N,O,S)-
dimetilformamida cupru(ll)

[Cu(HL)(DMF)]

Nota: * L

C13H1i1N3SO; CH;0H

In rezultatul cercetarilor realizare cu acest grup de compusi a fost depus si obtinut un

brevet de inventie avand ca obiecti cei 7 compusi din grup [6].
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2.1.9. Preparatul BioR

Preparatul BioR este un preparat inovativ obtinut printr-o tehnologie originald de
extragere, fractionare si purificare a principiilor bioactive din biomasa cianobacteriei Spirulina
platensis, produs de compania cu profil biotehnologic si farmaceutic Ficotehfarm SRL [8].
BioR este un preparat natural care contine substante bioactive derivate din cianobacteria
Spirulina (Arthrospira). Preparatul contine aminoacizi dispensabili si indispensabili (arginina,
fenilalanina, histidina, izoleucina, leucina, lizina, metionina, treonina, triptofanul, valina,
acestea din urmd ne fiind sintetizati de organismul uman, solicitdnd astfel surse a lor din
exterior) in stare liberd si combinati in peptide si proteine, formulda care asigura o
biodisponibilitate foarte inalta pentru organism, macro- si microelemente.
BioR este obtinut pe cale biotehnologica printr-o tehnologie originald de extragere succesiva si
purificare a lor din biomasa de Spirulina (Arthrospira) care, la randul sau se obtine 1n cadrul unor
procese de cultivare in conditii controlate si este in totalitate inofensivd, nu contine erbicide,
toxine sau conservanti. Preparatul BioR este cunoscut pentru efectele sale terapeutice in diferite
maladii, iar extractul hidroetanolic din biomasa de spirulind este intens studiat pentru multiplele

sale efecte benefice pentru sanatatea omului [8, 187].

2.1.10. Extractul din spirulina

Extractul din spirulind a fost obtinut in laboratorul Ficobiotehnologie al Institutului de
Microbiologie si Biotehnologie. Extractul din spirulina este un produs de origine vegetala ce
consta dintr-o combinatie complexa sinergica de componente biologic active (aminoacizi liberi,
oligopeptide, protein, polizaharide sulfatate, fosfolipide si proteoglicani) extrase succesiv din
biomasa cianobacteriei Spirulina platensis CNM-CB-11. Arthrospira platensis este o
cianobacterie binecunoscuta pentru proprietatile sale remarcabile. Fiind o sursd sigurd de
proteind ideald, acest obiect biotehnologic pune la dispozitia cercetdtorilor din domeniul
farmaceutic o serie de peptide antimicrobiene, dar si compusi din alte grupuri, cum ar fi fenolii si
acizii grasi specifici, care de asemenea, pot manifesta efecte antibacteriene si antifungice [19,

67].

2.1.11. Enotanina hidrosolubila

Taninurile se utilizeaza in practica medicald ca substante cu acfiune astringenta,
antibacteriand si antiinflamatoare locala. Actiunea astringentd este legatda de capacitatea lor de a
se precipita cu formarea tanatului de proteind. Aplicat pe tesutul lezat taninurile formeaza o
pelicula de albuminat, care actioneaza ca un protector mecanic. Solutiile apoase de taninuri
formeaza cu alcaloizii si glicozizii complexe insolubile cu multi ioni de metale grele. De aceea,
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taninurile poseda o anumita valoare ca antidot chimic in intoxicatii. De obicei, taninurile utilizate
in medicina sunt obtinute din Gallae turcicae, Rhus coriara, Cotinus coggygria si Rhus cotinus,
specii de plante, care practic nu se Intdlnesc in Republica Moldova. Din acest motiv sursa sigura
pentru obtinerea taninurilor in Republica Moldova sunt seminte de struguri. Enotanina
hidrosolubila se obtine printr-un procedeu de solubilizare oxidativd a enotaninei, initial
insolubile in apa, care, la randul sau, se obtine din materie prima naturald — seminte de struguri,
care reprezintd produse secundare ale industriei vinicole [1, 10-13]. Enotanina hidrosolubild a
fost obtinutd din semintele de struguri printr-un procedeu de solubilizare oxidativa a formei ei

insolubile. Pentru cercetare substanta a fost oferitd de academicianul Tudor Lupascu.

2.2. Metode de cercetare

Pentru realizarea acestei lucrari au fost aplicate metode microbiologice de determinare a
sensibilitatii culturilor microbiene la noii compusi chimici si de origine naturald, precum si la
combinatiile dintre aceste doud categorii de substante. De asemenea, au fost utilizate metode
biochimice, care permit evidentierea unor modificdri in procesul de eliberare a componentelor
celulare in mediul Inconjurator si de activitate a enzimelor in culturile microbiene supuse actiunii

noilor compusi.

2.2.1. Determinarea sensibilitatii microorganismelor la diferiti compusi antimicrobieni

In scopul determinirii gradului de sensibilitate a microorganismelor la actiunea
compusilor antimicrobieni pe parcursul realizarii acestei teze de doctorat au fost utilizate doua
metode de baza: metoda dilutiilor de serie (sau a dilutiilor succesive) si metoda de difuzie in
strat de mediu agarizat. Unul dintre criteriile de baza prin care se realizeaza aprecierea cantitativa
a activitatii antimicrobiene a diferitor compusi de sintezd, sau extrasi din natura este concentratia
minimd de inhibitie (CMI), care exprimd cantitatea minima de substanta, ce provoaca inhibarea
cresterii culturii microbiene pe medii lichide sau solide. Un alt criteriu cantitativ utilizat in
microbiologie 1n acest scop este concentratia minima bactericida/fungicida (CMB/CMF), care
exprima cantitatea minima de substantd activd, care provoaca moartea microorganismului
analizat.

Stabilirea CMI constd in determinarea experimentald a celei mai mici concentratii de
substantd, care fiind adaugatd la mediul nutritiv inhiba complet multiplicarea germenilor
microbieni. Mediile cu continut de agent de inhibitie este inoculat cu cultura bacteriand si supus
incubarii, dupa care se evalueaza cresterea microorganismelor.

Metoda dilutiilor succesive (de serie) se realizeaza prin executarea urmatoarelor etape:

prepararea mediilor nutritive, caracteristice tulpinilor bacteriene/fungice luate in studiu;
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pregatirea inoculului; inocularea culturii bacteriene/fungice; incubarea culturii bacteriene/fungice
in conditii recomandate; citirea, analiza si interpretarea rezultatelor.

Prepararea mediilor nutritive. Pentru cresterea culturilor bacteriene a fost utilizat un
mediul standard de fabricatie industriala, si anume bulionul peptonat de 2% cu valoarea pH-ului
de 7,0. Mediul nutritiv bulion peptonat se pregateste in strictd conformitate cu recomandarile
producatorului. Sterilizarea mediului preparat se face prin autoclavare. Repartizarea mediului
steril in tuburile destinate evaludrilor cantitative se face imediat dupd autoclavare. Pentru
Candida albicans, de asemenea, se utilizeazd mediul standard fabricat industrial Sabouraud
Dextrose Agar (SDA), care se prepara conform indicatiilor de la producator.

Prepararea inoculumului. In scopul testirii activititii antibacteriene/antifungice se
utilizeaza inoculum standardizat dupd numarul de unititi formatoare de colonii (UFC).
Concentratia inoculumului se aduce la o concentratie de 1,5 x 10® UFC/mL. Aceastd concentratie
corespunde standardului de turbiditate de 0,5 McFarland. In scopul preparirii concentratiei
necesare de microorganisme, acestea pot fi colectate de pe mediu solid sau din mediu lichid.

In cazul preparirii inoculului din culturd bacteriand/fungicd de pe mediu solid este
folositd cultura bacteriana/fungica cu varsta de 24 ore care a crescut pe mediu solid in cutii
Petri. In acest scop se preleveazi materialul biologic din véarful a catorva colonii izolate.
Microorganismele colectate se transfera in bulion peptonat. Procedura se repetd pand cand
concentratia microorganismelor in mediu corespunde exact standardului de turbiditate de 0,5
McFarland. Intervalul de timp dintre prepararea inoculumului si utilizarea lui este de maxim 15
minute.

In cazul prepararii inoculului din cultura bacteriani/fungica crescutd pe mediu lichid,
materialul bacterian se preleveaza in cantitdti mici din colonii izolate, se introduce in mediu
lichid nutritiv care se incubeaza In conditii specifice tulpinii bacteriene timp de cel mult 6 ore.
Densitatea celulelor microbiene se ajusteazd la standardul de turbiditate de 0,5 McFarland prin
diluare cu mediu nutritiv steril.

Prepararea standardului de turbiditate de 0.5 dupa McFarland se realizeaza cu utilizarea
solutiei de clorurd de bariu si acidului sulfuric. Pentru aceasta la 0,5 mL solutie BaCl, de 0,048
M se adauga 99,5 mL solutie H>SO4 de 0,18 M. Adaugarea acidului se face foarte lent si se agita
activ. In final se obtine o suspensie omogeni, a cirei absorbanti se masoari la lungimea de unda
de 625 nm, calea optica fiind de 1 cm. Valoarea absorbantei se ajusteaza la 0.08-0.10. Suspensia
se repartizeazd In tuburi de sticla cu dop etans si se pastreazd la temperatura camerei, la
intuneric. Pentru utilizarea in calitate de standard de turbiditate continutul tuburilor se agita
intens si se apreciazd gradul de omogenitate. Se utilizeaza ca standard doar tuburile cu continut
perfect omogen.
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Dilutiile de serie (succesive) in bulion aplicate pentru culturile bacteriene

Dilutiile de serie se pregétesc in tuburi de sticla cu capacitatea de 5 mL, identice celora,
in care se prepara standardul de turbiditate. 0,5 mL de bulion peptonat se toarna in fiecare tub. Se
prepard un numar de tuburi egal cu numarul de dilutii si plus tuburile pentru martorul negativ.

Solutiile stoc ale compusilor testati se prepard in solventul specific fiecarui compus. Din
acestea se prepara solutiile de lucru, prin diluare cu mediu nutritiv lichid. Concentratia solutiei
de lucru se calculeaza pentru volumul final de lucru in tubul cu cea mai mare concentratie a
compusului testat. 0,5 mL solutie de lucru se trece In primul tub cu 0,5 mL de bulion. Se agita
activ continutul tubului, dupa care 0,5 mL din continutul lui se transfera in al doilea tub cu 0,5
mL bulion. Procedura se repetd pana la completarea seriilor de dilutii. Din ultimul tub se inlatura
0,5 mL de mediu. Toate manipularile se fac cu utilizarea pipetelor sterile.

Au fost testati atdt compusii individuali, cit si combinatiile lor. Combinatiile au fost
alcatuite In baza celor 3 compusi naturali si a celor mai eficienti compusi chimici, identificati la
prima etapa de screening a eficientei acestora. Fiecare dintre compusii chimici selectati a fost
combinat cu fiecare dintre cei 3 compusi naturali. Solutiile stoc pentru substantele chimice si
cele de origine naturala se prepara separat si se combind la ultima etapd — de diluare cu mediu
nutritiv lichid.

In eprubetele pregitite in asemenea mod se introduce inoculumul — suspensia bacteriana
cu concentratia de 1,5 x 108 UFC/mL (standard de turbiditate 0,5 McFarland), diluati de 100 de
ori, pani la concentratia de 1,5 x 10® UFC/mL. Cantitatea de inoculum preparat astfel pentru
fiecare tub este de 0,5 mL. Aceeasi cantitate se introduce In eprubeta cu martorul negativ.

Tuburile cu dilutiile succesive ale compusilor testati si inoculum se inchid cu dopuri sau
capace sterile si se incubeazd la o temperaturd de 35°C. Timpul de incubare se stabileste in
dependentd de microorganismul inoculat, de la 16 la 24 ore. Martorul negativ se pastreaza in
frigider la 4-8°C iar rezultatul se citeste odata cu celelalte tuburi. Cresterea microorganismelor se
determina in baza examinirii comparate cu martorul negativ in flux de lumini emergenta. In
calitate de CMI se considera concentratia substantei testate in ultimul tub al seriei descrescdtoare
in care nu este crestere microbiand. Lipsa cresterii poate fi determinatd atdit de moartea
microorganismelor, cat si de inhibarea procesului de reproducere a acestora.

Determinarea concentratiei minime bactericide (CMB)

Determinareca CMB este o continuare a metodei de determinare a CMI, descrisa mai sus.
In acest scop din tubul in care este CMI a compusului testat si a celor anterioare lui (in care
concentratiile de compus sunt mai mari) se preleveaza in conditii sterile 0,1 mL continut care se
transferd pe suprafata mediului solid nesuplimentat compusul testat, in placi Petri. Placile se
incubeaza in conditii specifice tulpinii, iar rezultatul se citeste peste 24-48 ore. Valoarea CMB
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este acea, care corespunde concentratiei compusului n ultimul tub din seria descrescatoare in
care nu se depisteaza colonii.

Metoda standardizata EUCAST Def.7.1 de determinare a CMI pentru Candida albicans

In esenta sa este 0 metoda a dilutiilor de serie aplicati pentru tulpina Candida albicans
ATCC 10231. In aceastd metoda se aplicd mediul RPMI 1640, dublu concentrat, care contine
glutamind, indicator de pH, glucoza 2% si nu include bicarbonatul de sodiu (se utilizeaza
cantitatea de 20,8 g mediu RPMI la 1000 mL mediu). In scopul mentinerii unui pH constant pe
durata testului la mediu se adauga 0,165 M MOPS (acid 3-(N-morpholino) propanesulfonic).

Principiul metodei si realizarea este identicd cu cea descrisa mai sus pentru tulpinile
bacteriene. Pentru fiecare compus se folosesc 10 tuburi, dintre care 8 pentru dilutiile compusului
si 2 pentru martorul negativ. Inoculumul final se prepard astfel, ca sd aibd o concentratie de
germeni de la 1x10° pani la 2,5x10° UFC/mL. Pentru aceasta cultura fungica crescuti pe mediul
Sabouraud cu geloza se transferd in apa distilatda sterila astfel ca turbiditatea sa fie in
corespundere cu standardul de 0,5 McFarland, dupa care se dilueaza cu apa distilata sterila 1:10.
Inoculumul se utilizeazi pe durata a cel mult 30 min dupa preparare. in fiecare tub cu 1,5 mL
mediu RPMI cu concentratia respectiva a compusului testat se inoculeaza 1,5 mL inoculum
preparat in modul descris mai sus. Tuburile pregatite astfel se incubeaza la temperatura de 35-
37°C, timp de 24 - 48 ore. Martorul negativ se pastreaza in frigider. La final se citeste absorbanta
la lungimea de unda de 530 nm fatd de martorul negativ. CMI este consideratd concentratia
minima a compusului, care a inhibat cresterea.

Concentratia minim fungicida se determind analog concentratiei minime bactericide.
Mediu utilizat in cutiile Petri Tn care se face testarea este mediul Sabouraud agarizat.

Metoda de difuzie in geloza. Metoda are la bazd proprietatea moleculelor substantelor
testate de a patrunde in mediul nutritiv cu geloza fie din godeurile umplute cu solutia respectiva,
fie de pe discurile impregnate cu solutiile testate. In ambele cazuri concentratia substantelor
testate trebuie sa fie cunoscutd. Atunci cand substantele testate poseda activitate antibacteriana/
antifungica, pdtrunderea lor in mediul din zona imediat apropiatd godeului ori discului
impregnat, genereazd un efect de inhibitie a cresterii culturilor bacteriene/fungice inoculate de
suprafata mediului.

Pentru tulpinile bacteriene se utilizeaza mediul bulion peptonat cu geloza, iar pentru
Candida albicans — mediul Sabouraud. Mediul se toarna in placi Petri astfel ca stratul de geloza
si fie de 4,0 = 0,5 mm. In acest studiu a fost aplicatd metoda discurilor impregnate. Prepararea
discurilor se realizeaza in laborator in conditii sterile. Compusii chimici, naturali si combinatiile
lor se impregneaza pe discuri confectionate din hartie de filtru cu diametrul de 6 mm. Pe fiecare
disc se aplicad 4 pl din solutia testata.
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Se preparda inoculum standardizat pentru fiecare culturd microbiana conform metodei
descrise anterior. 2 mL de inoculmul standardizat se transferd pe suprafata mediului solidificat
din placile Petri. Dupa uscarea suprafetei gelozei pe suprafata acesteia se aplicd discurile
impregnate cu substantele testate. Discurile se plaseaza uniform, distantat, astfel ca in jurul lor sa
fie un diametru de 30 mm liber. Placile Petri pregatite astfel se incubeaza la 35 - 37°C, timp de
24 - 48 ore. Pentru citirea rezultatelor placile Petri se plaseaza pe un fon mat inchis la culoare si
se examineaza in lumina ce cade sub un unghi de 45°. Diametrul zonelor de inhibitie se masoara

cu precizie de 1 mm, cu ajutorul sublerului.

2.2.2. Prelucrarea masei celulare pentru efectuarea testelor biochimice

Masa celulara se separd de lichidul cultural prin centrifugare. Lichidul cultural se
utilizeaza pentru determinarea activititii exoenzimelor. Determindrile se fac imediat dupa
prelevare. Sedimentul celular se spald cu solutie tampon fosfat (pH 7,0). 100 mg de sediment
celular se trece ntr-o portie noud de tampon fosfat, se adaugd 100 mg perle de sticla cu
diametrul de 150 um. Amestecul se agita la vortex 1 min, dupa care urmeaza o pauza de 5 min,
in 5-10 reprize, la gheata. Dupa aceasta resturile celulare se separa prin centrifugare la 6000 g, la
temperatura de 4°C timp de 10 min. Supernatantul se supune analizelor. Cantitatea de biomasa se

determind conform metodei descrise de Lozan-Tirsu (Lozan-Tirsu, 2016).

2.2.3. Aprecierea integritatii membranelor celulelor bacteriene prin cuantificarea

cantitatii de acizi nucleici (AN) eliberati

Integritatea membranelor ceulare se apreciaza indirect prin cuantificarea eliberdrii in
mediu a componentelor celulare, in special in cazul acestei metode — cantitatea de acizi nucleici.
Cultura bacteriana cu varsta de 24 ore se separd de mediul de cultivare prin centrifugare la 5000
g timp de 5 min. Celulele sedimentate se transferd in tampon fosfat de 0,01 M. Concentratia se
ajusteaza astfel, ca absorbanta suspensiei la 600 nm sa fie de 0,5 unitati. La suspensia bacteriana
se adaugd compusul sau combinatia testatd, astfel, ca concentratia finald sa fie cea necesara.
Dupa perioada de incubare amestecul se filtreaza prin seringd cu filtru de 0,22 pm pentru
inlaturarea resturilor celulare si altor componente. Solutia filtratd se supune citirii absorbantei la

260 nm [107, 224].

2.2.4. Determinarea nivelului de stress oxidativ prin cuantificarea speciilor reactive ale

oxigenului (ROS) in celulele bacteriene

Testarea stresului oxidativ in celulele bacteriene se realizeaza aplicand metoda de
reducere a tetrazoliului nitroblue (TNB) care se produce la actiunea speciilor reactive ale
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oxigenului formate 1n celule fie in mod natural, Tn cadrul reactiilor metabolice normale, fiie in
mod patologic ca rezultat al actiunii unor substante cu efecte antimicrobiene in cazul acestui
studiu. Suspensia bacteriani (10° UFC/mL) in 0,1 mL de solutie salini echilibratd Hanks (HBSS)
se incubeaza cu iodinat la 37 ° C timp de 5, 10, 15, 20 si, respectiv, 30 de minute. Se adauga 0,5
mL solutie de 1 mg/mL de tetrazoliu nitroblue la fiecare dintre solutii si se incubeaza timp de 30
de minute la 37 C. Reactia se opreste cu 0,1 mL solutie de de 0,1 M HCI, se centrifugheaza la
5000g timp de 10 minute pentru a separa celulele de supernatant. Sedimentul cellular se trateaza
cu 0,4 mL de dimetil sulfoxid (DMSO) pentru a extrage TNB redus, dupa care de adauga a 0,8
mL de HBSS pentru diluare. Absorbtia formazanului albastru obtinut din celule se masoara la

575 nm [33].

2.2.5. Metoda de determinare a activitatii lactat dehidrogenazei eliberate

Lactatdehidrogenaza este o endoenzima, eliberarea céreia in mediul extraceular are loc
doar 1n cazul dereglarii permeabilitatii membranei citoplasmatice si integritatii peretelui celular.
In aceastd lucrare a fost aplicati o adaptare propusid de Arokiyaraj si coautorii cu [26] la o
metoda descrisd de Borna si coautorii [43]. Principiul metodei constd in reducerea nicotinamid-
dinucleotidei NAD de catre LDH. Pentru realizarea metodei se utilizeaza cultura de Candida
albicans cu varsta de 48 are, crescuta pe mediu Sabouraud standard. Biomasa se separda de
mediul nutritiv, se spald cu tampon fosfat, se resuspendeaza intr-o portie noua de tampon fosfat
care contine compusul sau combinatia de compusi testati in concentratie finala solicitata. Dupa
incubarea culturii de fungi cu compusii testati biomasa se separa prin centrifugare. Pentru analiza
se utilizeaza 0,1 mL supernatant, care se transfera intr-un amestec reactant preparat din timp.
Amestecul reactant se preparda din 0,5 mL de piruvat de 100 mM si 20 mL solutie tampon de
fosfat de potasiu de 500 mM cu pH 7.5, care contin 5 mg NAD. Se citeste absorbanta la
lungimea de unda de 340 nm imediat si peste 5 min. Activitatea LDH se exprima in unitati de
activitate pe mL (U/mL). O unitate de activitate este egald cu cantitatea de enzima care reduce 1

uM de NAD timp de 1 min. Formula de calcul este urmatoarea:

AA
U . X TV x 1000

—= fmm ®»d ®xex 5V

L d (2.1)

unde: AA este diferenta de absorbatd la 340 nm, TV este volumul total de reactie, 1000 este
coeficientul de trecere de la U/mL la U/L, d este calea fluxului luminos in cm, & reprezinta

coeficientul molar de extinctie, iar SV este volumul probei in mL [165].
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2.2.6. Metoda de determinare a activitatii superoxiddismutazei

Pentru determinarea activitatii superoxiddismutazei se aplica setul de reactivi RANSOD
(RANDOX®LABORATORIES, CrumLin, UK). Determinarea se face conform indicatiilor
producitorului. In aceasti metoda se utilizeaza capacitatea de generare a radicalului superoxid de
catre xantind si xantin oxidazad (XO). Radicalul format reactioneaza cu clorura de 2- (4-iodofenil)
-3- (4-nitrofenol) -5-feniltetrazolium (INT) cu formarea unui colorant de culoare rosie -
formazanul. Superoxiddismutaza este un inhibitor al acestei reactii. O unitate de activitate SOD
se exprima prin cantitatea de enzima care inhibd 50% a ratei de reducere a INT. Reactiile

implicate in aceastd metoda sunt urmatoarele:

XO0D
Xantina — Acid uric + 0; (2.2)
0*
INT 3 Colorant Formazan (2.3)
soD
0,+ 0,+2H* — 0, + H,0, (2.4)

Extractele celulare obtinute in modul descris mai sus se dilueaza cu tampon fosfat pH 7,0
de 0,01 M, astfel Incat procentul de inhibitie sa fie intre 30% si 60%. Factorul de dilutie pentru
extractele bacteriene/fungice este de 200.

La 60 pl extract diluat se adauga 2 mL substrat (0,05 nM de xantina, 0,025 nM INT in
tampon (CAPS — 40 mM, pH 10,2 + EDTA 0,94 mM)). Dupa, se adaugd 300 pl xantin oxidaza
cu activitate de 80 U/l). Se prepara si o proba standard dupd aceeasi schema, doar ca in loc de
extract celular se adauga 60 pul de standard (se prepara diluantul de probd S; -tamponul fosfat de
0,01 mmol, pH 7,0). Absorbanta A; se citeste peste 30 min. de la addugarea standardului si peste
3 minute - Az, la lungimea de unda de 505 nm. Calculul se efectueaza in baza curbei de calibrare
cu utilizarea standardului de supeoxiddismutaza.

Pentru fiecare proba se calculeaza diferenta de absorbanta:

Ax—Aq

=-A/min (2.5)

Procentul de inhibitie se calculeazd conform formulelor:

(=Astd/minx 100)

% Inhibitie (standard) = 100 — A )
—4AS1/min

(2.6)

(=Aprb/minX 100)
(=As1/min)

% Inhibitie (proba) = 100 —

2.7)

In baza procentului de inhibitie calculat utilizind curba de calibrare construitd in baza

standardului de supeoxiddismutaza activitatea enzimei se exprima in unitati SOD.
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2.2.7. Metoda de determinare a activitatii catalazei

Activitatea catalazei se face aplicand setul Catalase Assay Kit (Sigma-Aldrich) conform
protocolului de la producitor. Catalaza (CAT) este responsabild de reactia de descompunere a
peroxidului de hidrogen (H202) in H20O si O. Peroxidul de hidrogen se formeaza in calitate de
produs secundar al activitdtii diferitelor enzime-oxidaze si a superoxiddismutazei. Setul aplicat
in acest studiu asigura o procedurd simpla si reprezentativa, care permite determinarea cantitativa
a activitatii catalazei.

Metoda are la bazd determinarea cantitativd a substratului de reactie — peroxidul de
hidrogen, care rdimane dupa actiunea enzimei catalaza. Prima etapa a metodei constd in derularea
normald a reactiei de transformare a peroxidului de hidrogen in apa si oxigen de catre enzima
catalaza. La cea de a doua etapa reactia enzimatica este opritd cu azida de sodiu. Dupa aceasta in
amestecul de reactie se cuantificd cantitatea de peroxid de hidrogen, ramas netransformat. Pentru
aceasta se determind cantitatea de (N- (4-antipiril) -3-clor-5-sulfonatep-benzochinond-mono
imind) — o substantd de culoare rosie cu maximul de absorbtie la 520 nm, care se formeaza in
reactia dintre acidul 3,5-diclor-2-hidroxibenzensulfonic cu 4-aminoantipirina in prezenta
peroxidului de hidrogen si peroxidazei (RP). Pentru aceastd analizd se foloseste peroxid de
hidrogen de 50 mM. Reactia se are loc la temperatura camerei. De asemenea, la temperatura
camerei se produce si echilibrarea solutiei tampon fosfat de 500 mM si cu pH 7,0, solutiei de
substrat (200 mM H203) si reactivului de culoare.

La 25 pl extract de analizat se adaugd 50 pl solutie tampon. Pentru initierea reactiei se
adauga 25 pl peroxid de hidrogen si 900 ul solutie de stopare a reactiei. Proba martor in loc de
extract bacterian contine solutie tampon. Amestecul se incubeazad timp de 5 min. 10 pl din
amestec se pune intr-un tub Ependorf, se adaugd 1 mL solutie colorant. Tuburile stau la
temperatura camerei pana la aparitia culorii, absorbanta se masoara la lungimea de unda de 520
nm.

Calculul se realizeaza in baza curbei de calibrare. Se face diferenta dintre cantitatea de
H>0: ramas , in uM 1n martor si proba.

Activitatea catalazei se calculeaza in unitati de activitate per mililitru conform formulei:

mol

min __ Aumol(Hz02)xdx100
A(CAT)n =

Vxt

(2.8)

unde: Aumol (H20:) — diferenta dintre cantitatea de H2O> Tn martor si proba;
d — factorul de dilutie;

t - timpul de reactie, min;
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V — volumul probei;

100 — dilutia amestecului de reactie

O unitate de activitate a catalazei corespunde cantitatii de enzima care descompune 1uM
de peroxid de hidrogen timp de 1 min (pH 7,0, la temperatura camerei, concentratia a

substratului de 50 mM).

2.2.8.Metoda de determinare a activitatii proteazelor extracelulare

Activitatea proteazelor extracelulare a fost determinatd aplicAnd testul colagenazei
impregnate cu colorant azoic. Se cantdaresc 5 mg azocol (Sigma, SUA), care se dizolvd cu
tampon fosfat de potasiu steril (pH 7,2). Solutia se echilibreaza la 37°C timp de o ora. La solutia
de azocol 1n tampon fosfat se adaugd 50 pg de supernatant de culturd dupa incubarea cu
substantele de interes, se incubeaza la 37°C, cu agitare, 65 rpm, timp de o ord. Mediul nutritiv
neinoculat serveste drept control pentru fiecare set de teste. Exact la o ord reactia se stopeaza
prin centrifugarea azocolului rezidual la 12.000 rpm timp de 20 min. Se masoara absorbanta
supernatantului rezultat la 520 nm. O unitate de activitate a proteazelor extracelulare se
considerd cantitatea de enzima care prezinta valoarea absorbantei la 520 nm egala cu 0.5 unitati

[191].

2.2.9. Analiza statistica a datelor
Toate experientele au fost realizate in trei repetari. Toate rezultatele experimentale
obtinute au fost supuse analizei statistice uzuale cu aplicarea instrumentelor statisticii descriptive
si analizei corelationale. Valorile exprimate in teza sunt date ca mediat deviatia standard.
de semnificatie a fost aplicat testul Student. Acest test a fost selectat in baza satisfacerii de catre
setul de date analizat a urmatoarelor criterii:
- Mediile esantioanelor analizate au o distributie normala;
- Datele initiale in esantioanele de dimensiuni mici caracteristice experientelor din aceastd
lucrare de asemenea, au o distributie normald;

- In esantioanele independente analizate se respecta conditia egalitatii dispersiilor.

2.3. Concluzii la capitolul 2
Pentru realizarea tezei de doctor 1n calitate de obiecte de studiu au fost utilizare 5 tulpini de
referintd de microorganisme patogene (doud Gram - 2 Gram + si una fungica), ceea ce a permis
evidentierea particularititilor de actiune a compusilor chimici noi si a celor de origine naturala.
In calitate de substante cu efecte antibacteriene si antifungice au fost utilizati compusi noi cu
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segmentul tiosemicarbazinic, coordonat cu metale de tranzitie - cobalt, nichel si cupru;

preparatul BioR, extractul din spirulind si enotanina hidrosolubila.

In cercetare au fost aplicate metode microbiologice standard, care au permis stabilirea
parametrilor calitativi si cantitativi ai actiunii antibaceriene/antifungice a compusilor chimici,
naturali si a combinatiilor acestora. Metodele biochimice aplicate in aceastd lucrare au permis

identificarea unor mecanismelor de actiune a compusilor studiati.
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3. ACTIVITATEA ANTIMICROBIANA A UNOR COMPUSI NOI

Una dintre provocarile majore care stau 1n fata stiintei contemporane este necesitatea de a
depasi constrangerea provocatd de dezvoltarea rapida a rezistentei microorganismelor patogene
la antibioticele contemporane si clasice. In procesul de elaborare a noilor remedii se implica
specialisti din diferite domenii, care Incearca identificarea substantelor naturale cu efecte
antimicrobiene, dar si sinteza de compusi chimici noi. Cu toate acestea, nu putem afirma ca
existd un salt cantitativ sau calitativ in domeniul dat. Numarul de compusi antimicrobieni, care
ajung la etapa de studii clinice este foarte mic, comparativ cu medicamentele elaborate pentru
alte scopuri terapeutice. De exemplu, in anul 2019 s-au aflat in teste clinice 42 de potentiale
antibiotice, n timp ce substante aticancer testate au fost peste 1100 [73]. Aceasta cifra practic nu
creste de la an la an. De exemplu, in 2021 au fost testate 43 substante pentru aplicare in calitate
de antibiotice [225].

Idei principial noi despre natura noilor substante antibiotice sunt foarte limitate. Mai mult
de % din substantele aflate in proces de testare clinica in calitate de compusi cu efect
antimicrobial sunt simple derivate ale substantelor binecunoscute si aplicate pe larg, si deci, la
care este foarte probabil sa se dezvolte rezistenta dupd aceeasi schema, ca si fatd de substanta
originala. Dintre putinii compusi originali testati anual pentru aplicare in calitate de antibiotic
mai putin de 0,5% sunt eficienti fatd de tulpinile patogene gram-negative [225].

Astfel, este absolut clar, cd sunt necesare aborddri noi, inovative, in procesul de
elaborarea si punere in aplicare a noilor medicamente cu efecte antimicrobiene. Cercetarile
realizate in cadrul acestei teze tin de screeningul primar al noilor compusi elaborati conform
anumitor supozitii despre o potentiala structurd chimica, care poate asigura efectele dorite ale

substantei.

3.1. Activitatea antimicrobiana a compusilor chimici noi tiosemicarbazonatilor

Cu(Il), Co(II) si Ni(I) care contin N-(2,4-dimetilfenil)-2-(2-hidroxibenziliden)-

hidrazin-carbotioamida

Compusii, activitatea carora este examinata in acest subcapitol au fost sintetizati in cadrul
catedrei de chimie anorganica a Universitatii de Stat din Moldova [91].

Rezultatele pentru concentratiile minime de inhibitie si minim bactericide/fungicide
stabilite in testele efectuate sunt prezentate in tabelele 3.1. si 3.2.

Compusii care au in calitate de ligand N-(2,4-dimetilfenil)-2-(2-hidroxibenziliden)-
hidrazincarbotioamida, si anume compusii Co(HL!)>Cl - C3H3CoCIN¢O,S2; Cu(HL")CI -
C16H16C1Cu N3OS; Cu(LH)H20 - Ci6H17Cu N3OS manifestd o activitate antimicrobiani mai mica

fata de tulpina Staphylococcus aureus, ATCC 25923 comparativ cu ligandul aplicat independent
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(Tabelul 3.1). Astfel, CMI a ligandului este de 0,0015 mg/mL, in timp ce CMI a compusilor este
de 0,03-0,06 mg/mL. Ligandul manifestd activitate antimicrobiana fatd de aceastd tulpind de 2
ori mai mare decit antisepticul de referinta.

In acelasi timp, activitatea antifungica fata de tulpina Candida albicans ATCC 10231 a
doi dintre compusii mentionati anterior este semnificativ mai mare comparativ cu activitatea
ligandului (Tabelul 3.1).

Tabelul 3.1. Activitatea antimicrobiana a tiosemicarbazonatilor Cu(II), Co(III) si Ni(II)
care contin N-dimetilfenil hidrazincarbotioamida fata de Staphylococcus aureus, ATCC

25923 si Candida albicans ATCC 10231 (mg/mL)

Microorganismele
Compusul Staphylococczusss);greus, ATCC Candida albicans ATCC 10231
CMI CMB CMI CFM
Co(HL"),Cl
C32H3,CoCINgO,S, 0,06 0,12 0,0007 0,003
Co(HL?),Cl
C3H3,CoCIN6O:S> 0,03 0,06 0,03 0,03
1
Cu(HL")CI C6H;6CICu 0.06 0.06 0.0015 0,003
N3OS
Cu(L"HH,0 Ci6H17Cu
N;0,S 0,03 0,03 B, B}
CU(HLX)CI Ci6H16CICu
N;OS 0,5 0,5 _ _
Ni(HL2)Cl
C16H16CIN3NIOS 1,0 1,0 - ;
Ni (HL3)2C1
C17HisCIN3NiOS 0,0015 0,0015 0,0007 0,0015
Compusii initiali¥
H2L1(19) 0,0015 0,0015 0,5 0.5
H2L2 (40) 0.03 0.03 - -
H2L1.3 (43) 0,03 0,03 _ i
Furacilina 0,009 0,009 0,005 0,005

Astfel, concentratia minima de inhibitie a CMSA 25 fatd de C.albicans este de 0,0007
mg/mL, iar cea fungicidd — de 0,003 mg/mL, comparativ cu valoarea de 0,5 mg/mL pentru
ligand (la ambii parametri). Compusul CMSA 26, cu toate cd este mai putin activ comparativ cu
cel analizat anterior, are o activitate antifungicd mult mai Tnaltd comparativ cu activitatea
ligandului, dar si comparativ cu cea a furacilinei. Ligandul N-(2,5-dimetilfenil)-2-(2-
hidroxibenziliden)-hidrazincarbotioamida, precum si compusul coordinativ al nichelului obtinut
in baza acestuia - CMSA 59, au o activitate antibacteriand fatd de Staphylococcus aureus ATCC
25923 mult mai joasd fatd de activitatea furacilinei, si nu au activitate antifungica fata de

Candida albicans ATCC 10231, in limita concentratiilor testate.
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Acelasi lucru se observa si cu referinta la cel de-al treilea ligand - N-(3,4-dimetilfenil)-2-
(2-hidroxibenziliden)- hidrazincarbotioamida si unul dintre compusii coordinativi obtinuti in
baza lui - CMSA 57. In schimb compusul cu nichel in baza aceluiasi ligand - CMSA 68 se
remarca printr-o activitatea antimicrobiand inaltd atat fatd de Staphylococcus aureus, ATCC
25923, cat si fatd de Candida albicans ATCC 10231. Astfel, CMI fatd de Staphylococcus
aureus, ATCC 25923 a acestui compus, la fel ca si CMB este de 0,0015 mg/mL, iar CMI fata de
Candida albicans ATCC 10231 este de 0,0007 mg/mL (Tabelul 3.1).

Tabelul 3.2. Activitatea antimicrobiana a compusilor tiosemicarbazonatilor Cu(II), Co(II)
si Ni(II) care contin N-(2,4-dimetilfenil)-2-(2-hidroxibenziliden)-hidrazincarbotioamida

fata de microorganismele Gram- (mg/mL)

Microorganismele Gram(-)
Escherichia coli, Klebs.iella Pseudomonas
Compusul ATCC 25922 p neum;);z (;‘;;ATCC aeruginosa
CMI CMB CMI CMB CMI CMB
Co(HL"),Cl C3,H3,CoCINsO,S, 0,007 0,03 0,007 0,03 0,12 0,12
Co(HL?)2Cl C3,H32CoCINgO:S2 1,0 1,0 0,25 0,25 - -
Cu(HL")CI C6H;6C1Cu N30S 0,25 1,0 0,25 0,5 - -
Cu(LHH,0 Ci6H17CuN30,S 0,12 0,25 0,06 0,25 - -
Cu(HL*)CI C6H16C1Cu N3OS 0,25 0,25 0,12 0,12 - -
Ni(HL?)CI CiHisCIN3NiOS 1,0 1,0 1,0 1,0 - -
Ni (HL?),CI C7H;sCIN;3NiOS
(Brevet 4462) 0,0015 0,0015 0,0007 | 0,0012 | 0,0007 | 0,0012
Compusii initiali®
H2L1(19) 1,0 2,0 0,03 0,03 0,5 0,5
H2L.2 (40) 0,25 1,0 1,0 1,0 - -
H2L3 (43) 1,0 1,0 1,0 2,0 - -
Furacilina 0,012 0,024 0,07 0,15 0,03 0,06

Activitatea antibacteriand fatd de microorganismele Gram - a acestui grup de compusi
poate fi urmarita in tabelul 3.2.

Nici unul dintre cei trei liganzi utilizati pentru sinteza compusilor din aceasta categorie nu
a avut o activitate antibacteriana fatd de Escherichia coli, ATCC 25922 si Klebsiella pneumoniae
ATCC 13883 mai pronuntata decat activitatea antisepticului de referinta, iar doi dintre ei - N-
(2,5-dimetilfenil)-2-(2-hidroxibenziliden)-hidrazincarbotioamida si Cloro[N-(3,4-dimetilfenil)-2-
[1-(2-etiliden)-hidrazincarbo-tioamido (1-)]-nichel (II) nu au activitate antibacteriand fatd de
tulpina Pseudomonas aeruginosa in limita concentratiilor studiate in aceasta lucrare. Majoritatea
compusilor coordinativi din acest grup la fel, au demonstrat activitate mai joasa ca antisepticul
de referintd. Exceptie face compusul CMSA 25, care are o activitate semnificativa fatd de
Escherichia coli, ATCC 25922 si Klebsiella pneumoniae ATCC 13883. Astfel, CMI fata de

aceste douad tulpini este de 0,007 mg/mL, iar CMB este de 0,03 mg/mL. De mentionat, CMI a
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acestui compus fata de Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 este identicd cu CMI a furacilinei
pentru tulpina respectiva.

O atentie aparte meritd compusul cloro[N-(3,4-dimetilfenil)-2-[1-(2-etiliden)-
hidrazincarbotioamido(1-)]-nichel (II), care a fost remarcat si in cazul tulpinilor Staphylococcus
aureus, ATCC 25923 si Candida albicans ATCC 10231. Activitatea acestui compus fatd de
tulpinile de microorganisme Gram(-) a fost mai inaltd comparativ cu activitatea antisepticului de
referintd furacilina. Astfel, CMI si CMB fata de Escherichia coli, ATCC 25922 a fost de 0,0015
mg/mL; fata de tulpina Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 si Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 - de 0,0007 (CMI) si 0,0012 (CMB) mg/mL.

Testarea compusilor din aceasta categorie a permis de a evidentia o substantd cu activitate
antimicrobiand performanta atat fatd de microorganismele Gram +, cat si fata de cele Gram -. De
asemenea, acest compus a avut activitate antifungica fatd de tulpina Candida albicans ATCC
10231, la concentratii mai mici comparativ cu cele ale antisepticului de referinta si cele ale
precursorilor de sinteza. Acest compus coordinativ se obtine la interactiunea solutiilor etanolice
fierbinti (50...55° C) ale hexahidratului clorurii de nichel(Il) cu N-(3,4-dimetilfenil)tiosemi
carbazona 2- hidroxiacetofenonei, luate in raport molar de 1:1. Reactia decurge 1n 50...60 min.
Mecanismul prezentei reactii este legat de faptul ca in timpul sintezei in amestecul reactant are
loc aditia la ionul de nichel (2+) a unei molecule de N-(3,4- 25 dimetilfenil) tiosemicarbazona 2-
hidroxiacetofenonei, care joaca rolul de ligand-O,N,S tridentat. In rezultatul acestor procese are
loc formarea complexului cu structurd plan-patraticd cu activitate antimicrobiand pronuntata,

inclusiv fata de tulpinile de microorganisme Gram -.

3.2. Activitatea antimicrobiand a compusilor coordinativi noi tiosemicarbazonatii

Cu(II) si Ni(Il) care contin 2-[(5-nitrofuran-2-il)metiliden]-N-(prop-2-en-1-il)hidra

zincarbotioamida

Au fost testati 32 compusi din acest grup, iar 7 dintre acestia au avut activitate
antimicrobiand cu toate cd aceastd activitate a fost in toate cazurile mai joasd comparativ cu
compusii din grupul analizat anterior sau comparativ cu antisepticul de referintd [83]. Atat
ligandul  2-[(5-nitrofuran-2-il)metiliden]-N-(prop-2-en-1-il)hidrazincarbotioamidd, cat si 5
compusi coordinativi ai Cu(Il) st doi compusi ai Ni(Il) au aratat o CMI in limitele de 0,12-0,25
mg/mL fatd de Staphylococcus aureus, ATCC 25923, comparativ cu 0,009 mg/mL CMI al

furacilinei pentru aceasta tulpina (tabelul 3.3).
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Tabelul. 3.3. Activitatea antimicrobiana a compusilor coordinativi tiosemicarbazonatii
Cu(II) si Ni(II) care contin 2-[(5-nitrofuran-2-il)metiliden]-N-(prop-2-en-1-
il)hidrazincarbotioamida fata de Staphylococcus aureus, ATCC 25923 si Candida albicans
ATCC 10231 (mg/mL)

Microorganismele
Compusul Staphylococcus aureus, Candida albicans ATCC
ATCC 25923 10231
cMI CBM CMI CBM
Cu(HL*)2(NO3)2
2
Ci3H20CuN 901252 0,25 0.5 0,5 0,5
Cu(HL*),Br»
C1sH20CuBr:NgOsS» 0.5 1,0 0,5 1,0
Cu(HL*)Cl»
C1sH20CuCl;:NgO6S2 0.5 1,0 - -
Cu(HL*)2(CIO4)2
Ci3H20CuCIbNgO14S2 0.5 0,5 - -
Cu(HL*)2SO4
Ci1sH20CuNgO0S3 0,5 0.5 0,5 1,0
NilL*,
Ci1s8H20NiNgOsS2 0,12 0.25 0,12 0,25
Ni(HL*),Cl,

CisHx0NiCLNgO6S5 0.5 1,0 0.5 1,0
Furacilina 0,009 0,009 0,005 0,005
HL" 0,12 0,5 0,12 0.25

Nota: L* 2-[(5-nitrofuran-2-il)metiliden]-N-(prop-2-en-1-il)hidrazincarbotioamida

CMB a compusilor testati din acest grup a fost de 0,25-1,0 mg/mL comparativ cu 0,009
mg/mL CMB al furacilinei fatd de aceastd tulpina Gram (+). CMI si CMB fata de tulpina de
fungi levuriformi Candida albicans ATCC 10231 a compusilor din aceastd categorie au fost in
aceleasi limite valorice ca si cele inregistrate pentru Staphylococcus aureus, ATCC 25923.

Deosebirea consta in aceea, ca doi dintre compusi - clorura de bis (2-[(5-nitrofuran-2-
il)metiliden]-N-(prop-2-en-1-il)hidrazincarbotioamidd)cupru(Il) si percloratul de bis(2-[(5-
nitrofuran-2-il)metiliden]-N-(prop-2-en-1-il)hidrazincarbotioamida)cupru(Il) nu au manifestat
activitate fata de Candida albicans ATCC 10231 (tabelul 3.3).

Rezultatele obtinute la testarea activitatii antimicrobiene a compusilor coordinativi ai Cu
(IT) si Ni(II) clasificati in acest grup, fata de microorganismele Gram - sunt prezentate in tabelul
3.4. Valorile CMI si CMB sunt foarte apropiate unele de altele, incadrandu-se pentru cele doua

tulpini si 7 compusi in limitele de la 0,12 la 0,5 mg/mL.
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Tabelul. 3.4. Activitatea antimicrobiana a compusilor coordinativi tiosemicarbazonatii

Cu(II) si Ni(II) care contin 2-[(5-nitrofuran-2-il)metiliden]-N-(prop-2-en-1-

ilhidrazincarbotioamida fata de microorganismele Gram- (mg/mL)

Microorganismele
Compusul Escherichia coli, ATCC 25922 | S@hmonella enterica (S.
’ Abony TUCK 03/03)
CMI CBM CMI CBM
Cu(HL)>(NOs),
Ci3H20CuN 901252 0.5 1,0 0,25 0,5
Cu(HL),Br>
C1sH20CuBr:N;s06S, 0,5 2,0 0,5 2,0
Cu(HL)2C12
C1sH20CuCLNsO6S: 0.5 1.0 0,5 1,0
Cu(HL)>(C104),
CisHaCuCLN5014S5 0.5 0.5 0,5 0,5
Cu(HL),SO,
C15HxCuNs 01083 0.5 0.5 0,5 0,5
NiL,
C15H20NiNg06S» 0,12 0,5 0,25 0.5
Ni(HL).Cl,
C13H20NiCl2N3sO6S» 0,25 0.5 0,5 0,5
Furacilina 0,012 0,024 0,06 0,25
HL 0.3 0.5 0.12 0,25

Nota: L" 2-[(5-nitrofuran-2-il)metiliden]-N-(prop-2-en-1-il)hidrazincarbotioamida

Aceleasi valori sunt caracteristice si pentru ligandul utilizat pentru sinteza, in cazul caruia
CMI este de 0,3 si 0,12 mg/mL pentru tulpinile Escherichia coli, ATCC 25922 si Salmonella
enterica (S. Abony TUCK 03/03) respectiv. CMB este de 0,5 mg/mL tulpinii in cazul
Escherichia coli, ATCC 25922 si de 0,25 mg/mL in cazul tulpinii Salmonella enterica (S. Abony
'MCK 03/03). Valorile CMI si CMB pentru substantele testate sunt de 5-10 ori mai mari
comparativ cu valorile caracteristice antisepticului de referintd utilizat in cercetare.

Compusii din acest grup nu au manifestat activitate antimicrobiand fatd de tulpinile
Gram-, nici fatd de tulpina fungica, nici fata de cea Gram + luate 1n studiu.

Cu toate acestea, din cei 7 compusi investigati o activitate antimicrobiand mai pronuntata
fatd de toate tulpinile a avut-o compusul NB 16. CMI pentru 3 dintre tulpinile studiate
(Staphylococcus aureus, ATCC 25923, Candida albicans ATCC 10231, Escherichia coli, ATCC

25922) a fost de 0,12 mg/mL, fiind cea mai mica valoare in aceasta serie de substante testate.
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3.3. Activitatea antmicrobiana a compusilor tiosemicarbazonatii Cu(II), Co(III) si
Ni(IT) care contin metil-N'-(2-hidroxibenziliden)-N-prop-2-en-1-il carbamohidrazo notioat

Din aceasta serie de substante au fost testati 13 compusi. Dintre acestia 9 au manifestat
activitate antimicrobiana , 4 fiind compusi coordinativi ai cuprului, 4 — ai cobaltului si unu — al
nichelului [169]. Rezultatele obtinute in cadrul testarii actiunii acestor compusi asupra tulpinilor
Staphylococcus aureus, ATCC 25923 si Candida albicans ATCC 10231 sunt prezentate in
tabelul 3.5.

Tabelul 3.5. Activitatea antimicrobiana a compusilor Tiosemicarbazonatii Cu(Il), Co(III) si
Ni(II) care contin metil-N'-(2-hidroxibenziliden)-N-prop-2-en-1-il carbamohidrazonotioat

fata de Staphylococcus aureus, ATCC 25923 si Candida albicans ATCC 10231 (mg/mL)

Compusul Staphylococcus aureus, ATCC 25923 | Candida albicans ATCC 10231
CMI CMB CMI CMF
Cu(L)CI-H,O
C,H,CICuN,0,S 0,12 0.12 0,03 0,06
Cu(L)Br-H,O
C,,H, BrCuN,0,S 0,12 0,12 0,12 0.25
Cu(L)NO5-2H,0
C12H18Clﬂ\1406S 0,25 0.25 0,25 0,25
Cu(L)(CH3COO)
Ci14H17CuN305S 0,25 0,25 0,06 0,12
Co(L),Br L0 L0 L0 0
C,,H,,BrCoN,0.,S, ’ , , :
Co(L).Cl o o 0 0
C,,H,,CICON,O,S, ’ , , :
CO(L)QI
C24HasCoING01S; 1.0 1.0 0.5 1,0
Co(L):NOs L0 -0 10 20
C,,H,,CoN.O,S, ’ ’ , )
N 0.5 1.0 1.0 1.0
C,H,,N.NiO,S, ’ , , :
HL!
CisH17N30S Brevet 1,0 1,0 0,0007 0.0007
4402
L* 1,0 1,0 1,0 1,0
Furacilina 0,009 0,009 0,005 0,005

Nota: L*- metil N'-(2-hidroxibenziliden)-N-prop-2-en-1-ilcarbamohidrazonotioat

L' - metil N'-[(2-hidroxinaftalen-1-il)metiliden])-N-prop-2-en-1-ilcarbamohidrazonotioat

Ca si in cazul seriei de compusi analizati anterior, compusii din acest grup, de asemenea,
au manifestat o activitatea antimicrobiana fata de Staphylococcus aureus, ATCC 25923 la un

nivel mai jos, comparativ cu antisepticul de referintd, dar evidenta in context general. Cele mai
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bune rezultate in acest sens au fost obtinute pentru doi dintre compusii cu cupru - cloro(metil-N'-
(2-hidroxibenziliden)-N-prop-2-en-1-ilcarbamohidrazonotioato)aquacupru si bromo(metil-N'-(2-
hidroxibenziliden)-N-prop-2-en-1-ilcarbamohidrazonotioato)aquacupru.

Acestia au ardtat acelasi grad de activitate, avand CMI si CMB la acelasi nivel de 120
mg/mL. Incd doi compusi ai cuprului din aceasti categorie au manifestat activitate antibacteriana
inalta fatd de Staphylococcus aureus, ATCC 25923, dar cu valori mai mari ale CMI si CBI, si
anume 250 mg/mL. Acestia au fost TI 3 si 4(II). Ceilalti compusi au demonstrat activitate
antibacteriana fata de Staphylococcus aureus,la o concentratie egald sau mai mare de 1 mg/mL.

Activitatea antifungica fata de tulpina Candida albicans ATCC 10231, la fel, a fost mai
joasa comparativ cu activitatea antisepticului de referinta. Cu toate acestea putem evidentia
compusul acetato(metil-N'-(2-hidroxibenziliden)-N-prop-2-en-lilcarbamohidrazonotioato)cupru
care a demostrat valori joase ale CMI si CMF —de 0,06 si 0,12 mg/mL respectiv. Urmatorul
compus dupa activitate fata de tulpina de fungi levuriformi analizata este compusul cloro(metil-
N'-(2-hidroxibenziliden)-N-prop-2-en- 1-ilcarbamohidrazonotioato)aquacupru, cu CMI de 0,03
mg/mL si CMF de 0,06 mg/mL. Acest compus a manifestat efect antibacterian superior si fata de
Staphylococcus aureus. Ceilalti compusi au demonstrat activitate antifungica fata de Candida
albicans, la o concentratie egala sau mai mare de 0,5 mg/mL.

In acest grup de substante a fost inclus un derivat al ligandului metil N'-(2-hidroxi
benziliden)-N-prop-2-en-1-ilcarbamohidrazonotioat, si anume metil N'-[(2-hidroxinaftalen-1-
il)metiliden])-N-prop-2-en-1-ilcarbamohidrazonotioat. Anume acest compus a demonstrat cea
mai Tnalta activitate antifungica fata de tulpina Candida albicans ATCC 10231. Acesta a fost de
10 ori mai activ comparativ cu antisepticul de referintd, aratand valori de 0,0007mg/mL ale CMI
st CMF. Cu toate ca nu este un compus cu continut de metale, acesta a fost selectat pentru
cercetarile ulterioare, pornind de la faptul, ca substante cu efecte antifungice se gasesc mult mai
putine, iar cazurile de succes merita o atentie deosebitd si o cercetare minutioasa in vederea
evidentierii mecanismelor de actiune a lor. In baza acestui compus a fost obtinut un brevet de
inventie [2].

Activitatea antimicrobiand a compusilor tiosemicarbazonati ai Cu(Il), Co(IIl) si Ni(Il) care
contin metil-N'-(2-hidroxibenziliden)-N-prop-2-en-1-il carbamohidrazonotioat fata de de micro-

organismele Gram (-) este prezentata in tabelul 3.6.
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Tabelul 3.6. Activitatea antimicrobiana a compusilor tiosemicarbazonati ai Cu(Il), Co(111)
si Ni(Il) care contin metil-N'-(2-hidroxibenziliden)-N-prop-2-en-1-il carbamohidrazonotioat

fata de de microorganismele Gram- (mg/mL)

. . . Salmonella enterica (S.
Compusul Escherichia coli, ATCC 25922 Abony THCK 03/03)
CMI CMB CMI CMB
Cu(L)CI-H,0
0,12 0,12 0,12 0,25
C,H,CICuN,O,S
Cu(L)Br-H,O
0,12 0,12 0,12 0,25
C,H,BrCuN,O,S
CH(L)NO3- 2H20
CH,,CuN,0,S 0,12 0,25 0,06 0,50
Cu(L)(CH3COO)
Ci14H17CuN;O5S 0,06 0,06 0,12 0,12
Co(L)2Br Lo L0 o 0
C,,H,,BrCoN.O.S, ’ , ) ,
Co(L):Cl1 L0 L0 o 0
C,,H,.CICoNO,S, > > ) ,
Co(L).I
CauHosCoING0:S, 1,0 1,0 1,0 1,0
CO(L)2N03
C,,H,,CoN.O.S, 1.0 1,0 1,0 1,0
Ni(L)2
C,,H,,NNiO,S, 1.0 1.0 1,0 1,0
L* 1,0 1,0 1,0 1,0
HL!
C16H17N;0S Brevet 4402 0.5 0.5 1,0 1,0
Furacilina 0,012 0,024 0,06 0,25

Nota: *L- metil N'-(2-hidroxibenziliden)-N-prop-2-en-1-ilcarbamohidrazonotioat

L' - metil N'-[(2-hidroxinaftalen-1-il)metiliden])-N-prop-2-en-1-ilcarbamohidrazonotioat

Activitatea antibacteriand fatd de tulpina Escherichia coli, ATCC 25922 1n toate variantele
experimentale a fost mai joasd comparativ cu activitatea antisepticului de referintd, dar destul de
relevantd. Se evidentiaza in special compusul acetato(metil-N'-(2-hidroxibenziliden)-N-prop-2-
en-1-ilcarbamo hidrazono tioato)cupru, care a avut valori ale CMI si CMB la nivel de 0,06
mg/mL. Incd doi compusi, de asemenea cu continut de cupru, au demonstart valori ale CMI si
CMB de doua ori mai mari comparativ cu compusul analizat anterior, dar la un nivel
semnificativ , de 0,12 mg/mL. Acestia au fost TI 1 si TI 2. Nitratul de (metil-N'-(2-
hidroxibenziliden)-N-prop-2-en-1-ilcarbamohidrazonotioato)-diaqua cupru(Il) a demostrat valori
ale CMI la nivelul celor doi compusi analizati, dar o CMB de 2 ori mai mare — de 0,25 mg/mL.
Ceilalti compusi analizati au demostrat activitate antibacteriana fatd de Escherichia coli, la valori
ale CMI si CMB 1in jur de 1 mg/mL.

Unii dintre compusii din acest grup au demostrat activitate antibacteriana fata de tulpina

Salmonella enterica (S. Abony TUCK 03/03). TI 3 a aratat valoarea CMI la nivelul antisepticului
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de referintd, dar o valoare de 2 ori mai mare a CMB. Trei compusi, si anume Cloro(metil-N'-(2-
hidroxibenziliden)-N-prop-2-en-1-ilcarbamohidrazonotioato)aquacupru, Bromo(metil-N'-(2-hid-
roxibenziliden)-N-prop-2-en-1-ilcarbamohidrazonotioato)aquacupru si acetato(metil-N'-(2-hid-
roxibenziliden)-N-prop-2-en-1-ilcarbamohidrazonotioato)cupru au avut valorile CMI la nivelul
de 0,12 mg/mL, primii doi fiind remarcati cu valoarea CMB la nivelul antisepticului de referinta.

Compusul acetato(metil-N'-(2-hidroxibenziliden)-N-prop-2-en- 1-ilcarbamohidrazono-tio
ato) cupru manifesta activitate bactericida fata de Salmonella enterica la o concentratie de 2 ori
mai joasd comparativ cu antisepticul de referinta.

Astfel, compusii tiosemicarbazonati ai Cu(ll), care contin metil-N'-(2-hidroxi benzil
iden)-N-prop-2-en-1-il au demonstrat activitate antibacteriana fatd de tulpinile de bacterii Gram
(-), in special fata de Salmonella enterica, ceea ce demonstreaza perspectivitatea lor in calitate de
candidati pentru studiile ulterioare n vederea identificarii substantelor noi cu proprietati

antimicrobiene.

3.4. Activitatea antmicrobianid a compusilor tiosemicarbazonatii Cu(Il) si Co (III)

care contin hidrazincarbotioamida

Au fost testati 32 compusi cu continut de hidrazincarbotioamida. Dintre acestia 12 au
manifestat activitatea antimicrobiana semnificativd fatd de anumite tulpini de microrganisme
patogene, 7 continand cupru, 1 — cobalt. De asemenea, 4 compusi sunt liganzii aplicati pentru
sinteza. Rezultatele obtinute pentru activitatea antimicrobiand a compusilor enumerati fatd de
bacteriile Gram + si fatd de tulpina de fungi Candida albicans ATCC 10231 sunt prezentate in
tabelul 3.7. Sase dintre compusii testati (5 ai cuprului si unu al cobaltului) si doi liganzi utilizati
pentru sisnteza au manifestat activitate antibacteriana foarte Tnalta fata de tulpina Staphylococcus
aureus, ATCC 25923. Compusii: VGB 1, VGB 2 si VGB 16 au demostrat valori ale CMI si
CMB mult mai joase comparativ cu ligandul utilizat pentru sinteza lor (2-(2-hidroxibenziliden)-
N-(prop-2-en-1-il)hidrazin carbo tioamida), dar si comparativ cu antisepticul de referintd. Primii
doi dintre acestia au avut valorile egale ale CMI — de 0,7mg/mL si ale CMB — de 3 mg/mL. Cel
de-al treilea compus a demonstart activitate antibacteriand la valori de 2 ori mai mari, atat pentru
CM]I, cét si pentru CMB, dar semnificativ mai joase comparativ cu antisepticul de referinta.

Compusul VGB 24 a demonstrat activitate antibacteriana semnificativa la valori egale ale
CMI si CMB — de 1,5 mg/mL. Ligandul utilizat pentru sisnteza acestuia (2-(3,5-dibromo-2-
hidroxibenziliden)-N-(prop-2-en-1-il)hidrazincarbotioamida a fost mai putin activ comparativ cu
compusul, cu valoarea CMI de 3,0 mg/mL si CMB de 7 mg/mL. In acelasi timp si compusul si

ligandul, in baza caruia a fost sisntetizat, au o activitate antibacteriand fatd de Staphylococcus
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aureus mai mare ca cea a antisepticului de referintd. Compusul coordinativ al cobaltului cu
acelasi ligand a manifestat si el activivitate antibacteriand fatd de aceastd tulpind la nivelul

valorilor obtinute pentru ligand.

Tabelul 3.7. Activitatea antimicrobiana a compusilor tiosemicarbazonatii Cu(Il) si
Co(III) care contin hidrazincarbotioamida fata de Staphylococcus aureus, ATCC 25923,
Bacillus cereus T'NCK 8035 si Candida albicans ATCC 10231 (mg/mL)

Staphylococcus Bacillus cereus Candida albicans
Compusul aureus, ATCC 25923 I'CK 8035 ATCC 10231
CMI CMB CMI CMB CMI CMF
l .
Cu(HL )CI- O 0,0007 0,003 0,0007 0,003 0,06 0,12

C1 1H14C1CUN3OQS

Cu(HL)CI
C1sH1,CICUN;OS 0,0007 0,003 | 0,0007 0,003 ] _
Cu(HL?),Cl»
Ci1sH20CuCl:NgOeS2 0,25 0,5 0,25 0,25 0,5 -
1
Cu(LHH,0 0.0015 0.007 0,003 0.03 0,007 0,06

C1 1H13CUN3OZS
Cu(HL*NO;-H,O
C1 1H12BI‘2CUN4O§S

0,0015 0,0015 0,0015 0,003 0,00 15 0,003

Cu(HLYCI
CHuCICUN:O4S 0,007 0,06 0,007 0,03 0,015 0,06
Cu(HLYCI
Cy1H1,CICuN:O5S 0,015 0,12 0,0015 0,015 0,003 0,015
CO(HL3)2NO3
CroHaoBr:CoN-OsS, 0,003 0,007 - - 0,0015 0,003
HL' - C1;Hi3N3OS 0,007 0,06 0,007 0,06 - -
HL2- CoH;0N4O5S - - - - - _
HL?- C;1H11BraN;0S 0,003 0,007 0,0015 0,003 0,0015 0,003
HL* - Ci12Hi5N30,S - - - - - -
Furacilina 0,009 0,009 0,005 0,005 0,005 0,005
NOlci.’ * HLl C11H13N3OS HL3 C11H11BI‘2N3OS
HL? CoH/0N4O3S HL* Ci2H1sN30,.S

In mod separat 3 compusi, liganzii cdrora nu au activitate antibacteriand fata de
Staphylococcus aureus au manifestat activitate antibacteriana fatd de aceastd tulpind. Astfel
clorura de bis(2-[(5-nitrofuran-2-il)metiliden]-N-(prop-2-en-1-il)hidrazincarbotioamida)cupru(II)
a manifestat activitate antibacteriana la nivelul de CMI de 0,25 mg/mL si CMB — de 0,5 mg/mL,
in timp ce ligandul (2-[(5-nitrofuran-2-il)metiliden]-N-(prop-2-en-1-il)hidrazincarbotioamida) nu
are efect antibacterian. Cloro(2-(2-hidroxi-3-nitrobenziliden)-N-(prop-2-en-1-il) hidrazin-
carbotioamido) cupru si Cloro(2-(2-hidroxi-3-metoxibenziliden)-N-(prop-2-en-1-il) hidrazin
carbotioamido) cupru au ca ligand 2-(2-hidroxi-3-metoxibenziliden)-N-(prop-2-en-1-il)hidrazin
carbotioamida, care nu are efect antibacterian fatd de Staphylococcus aureus. Compusii

coordinative cu cupru numiti mai sus au, insd, o activitate antistafilococica relevanta.
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O activitatea practic identica o au compusii din acest grup si fatd de tulpina Bacillus
cereus TUCK 8035. Exceptie prezintd compusul care contine cobalt (IIT), VGB 23, care este
lipsit de actiune antibacteriand fatd de tupina Bacillus cereus TUCK 8035. Compusul VGB 28
are o activitate antibacteriana fatd de Bacillus cereus care este de 10 ori mai mare comparativ cu
actiunea fatd de Staphylococcus aureus.

Fatd de tulpina de fungi levuriformi compusii din acest grup au manifestat efecte
antimicrobiene mai atenuate, comparativ cu tulpinile de bacterii Gram +, dar suficient de inalta,
ca aceste susbstante sd prezinte interes pentru cercetarile ulterioare. Ligandul 2-(3,5-dibromo-2-
hidroxibenziliden)-N-(prop-2-en-1-il)hidrazincarbotioamida este unicul dintre liganzi, care are
efect antifungic fatd de Candida albicans, valorile CMI si CMF fiind de 1,5 si 3,0 mg/mL
respectiv. Acelasi nivel al activitétii antifungice a fost determinat si pentru compusii coordinativi
sintetizati in baza acestui ligand - VGB 24 si VGB 23. Ceilalti compusi din acest grup au avut o
activitate putin mai joasa comparativ cu furacilina fata de tulpina Candida albicans ATCC
10231, iar compusul VGB 2 nu are actiune antimicrobiana fata de aceasta.

Tabelul 3.8. Activitatea antimicrobiana a compusilor tiosemicarbazonati ai Cu(II) si

Co(III) care contin hidrazincarbotioamida fata de microorganismele Gram- (mg/mL)

.. . Salmonella enterica (S. Abony
Compusul Escherichia coli, ATCC 25922 THCK 03/03)
CMI CBM CMI CBM
Cu(HLl)Cl‘HZO
C1H,CICuN;0,S 0,03 0,06 0,03 0,06
Cu(HL')Cl
C1sH,4CICuN;0S 0,25 0.5 0,25 0.5
CU(HL2)2C12
C1sH20CuCl,N35O6S» 0’5 B 0’25 0,5
Cu(Ll)HZO
C11H 3CuN;05S 0,015 0,03 0,03 0,12
Cu(HL3)NO3- HzO ) ) ) )
C11H12BI‘2CUN40§S
Cu(HL4)C1
C1oH1,CICuNA0,S 0,03 0,12 0,015 0,06
Cu(HL4)C1
Cy1H;,CICuN,O5S 0,015 0,12 0,12 0,12
CO(HL3)2N03 i i ) ]
szHzoBI‘4CON70sSz
HL1 - C11H13N3OS - - - -
HL?- CoH0N4O3S - - - -
HL3- C11H11BI‘2N3OS - - - -
HL* - C1oHi5N30,S - - - _
Furacilina 0,012 0,024 0,06 0,25
Notda: * HL! C11Hi3N5;0S8 HL3 C11H11BraN3OS
HL? CoHoN4O3S HL* Ci2HsN30,S

Activitatea antimicrobiand a compusilor tiosemicarbazonati ai Cu(Il) si Ni(II) care contin

hidrazincarbotioamidd fata de de microorganismele Gram - este prezentatd in tabelul 3.8.
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Liganzii utilizati pentru sinteza si doi compusi: VGB 24 si VGB 23 nu au actiune antibacteriana
fata de cele doua tulpini testate. Restul compusilor din acest grup au avut actiune antibacteriana
atat fatd de Escherichia coli ATCC 25922, cat si fatd se Salmonella enterica (S. Abony TUCK
03/03). Cea mai inaltd actiune antibacteriand fata de tulpina Escherichia coli, ATCC 25922 a
avut-o VGB 16 si VGB 28, valorile activitatii carora sunt comparabile cu cele obtinute pentru
antisepticul de referinta.

De asemenea, fatd de aceasta tulpind o activitate Tnaltd o au VGB 1 si VGB 2, care au
aratat actiune antibacteriand la valori ale CMI de 0,03 mg/mL. VGB 10 nu are efect bactericid
asupra tulpinii Escherichia coli, ATCC 25922, pentru care CMI este de 0,5 mg/mL .

Trei dintre compusii testati au o activitate antibacteriana fatd de Salmonella enterica (S.
Abony T'MCK 03/03) mai inaltd comparativ cu antisepticul de referintd. Astfel VGB 1 si VGB 16
au valoarea CMI de 0,03 mg/mL, iar valoarea CMB de 0,06 si 0,12 mg/mL respectiv.

Cea mai pronuntata activitate antibacteriana fata de Salmonella enterica o are compusul
VGB 26, cu CMI de 0,015 mg/mL si CMB de 0,06 mg/mL. Mentiondm, cd toti compusii
cuprului din acest grup au o activitate bactericida fatd de Salmonella enterica comparabild sau

mai pronuntatd comparativ cu cea demonstrata de furacilina.

3.5. Activitatea antmicrobiana a compusilor hidrazonici ai Cu(II) ce contin S-metil-

B-N-(2-hidroxil-3-carboxinaftilmetilen)ditiocarbazat

Din acest grup fac parte 7 compusi, toti fiind caracterizati prin activitate antimicrobiana
semnificativa fata de bacteriile Gram + si Gram - testate, precum si fata de fungii levuriformi. In
toti acesti compusi ligandul S-metil-B-N-(2-hidroxil-3-carboxinaftilmetilen)ditiocarbazat este
coordonat cu cuprul (II).

Rezultatele obtinute pentru activitatea antimicrobiana a celor 7 compusi coordinativi ai
Cu(l) si a ligandului utilizat fata de Staphylococcus aureus, ATCC 25923 si fata de tulpina de
fungi Candida albicans ATCC 10231 sunt prezentate in tabelul 3.9.

Initial mentionam, ca ligandul are o activitatea antimicrobiand fata de ambele tulpini mai
joasd comparativ cu compusii coordinativi cu cupru, ceea ce demonstreazd ca coordinarea
ligandului organic cu ionul de cupru amplificd semnificativ proprietdtile antimicrobiene ale
compusului obtinut [6, 122, 123].

Trei dintre acesti compusi au aratat valori ale CMI fata de Staphylococcus aureus, ATCC
25923 mai joase comparativ cu antiseticul de referintd. Acestea sunt [Cu(H2L)Cl] H2O si
[Cu(H2L)Br]0,5C2HsOH cu CMI de 3 ug/mL, [Cu(H2L) (H20)] cu CMI de 5 pg/mL. Pentru primii
doi compusi CMB fatd de Staphylococcus aureus este, de asemenea, mai micd comparativ cu cea
a antisepticului de referinta si constituie 7 pg/mL.
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Tabelul 3.9. Activitatea antimicrobiana a compusilor hidrazonici ai Cu(II) ce contin S-
metil-B-N-(2-hidroxil-3-carboxinaftilmetilen)ditiocarbazat fata de Staphylococcus aureus,
ATCC 25923 si Candida albicans ATCC 10231 (mg/mL) (brevet 4611)

Compusul Staphy lococc;;sg;z;reus, ATCC Candida albicans ATCC 10231

CMI CMB CMI CMF

[Cu(H.L)CI1] H,O 0,003 0,007 0,003 0,015

[Cu(H,L)Br] 0,5C,HsOH 0,003 0,007 0,003 0,015

[Cu(H.L) (H20)] 0,003 0,015 0,015 0,030

[Cu(H,L)C1] DMSO 0,06 0,25 0,06 0,12

[Cu(H,L)Br] DMSO 0,06 0,12 0,03 0,06

[Cu(HL)(DMSO)] 0,03 0,03 0,03 0,06

[Cu(HL)(DMF)] 0,03 0,03 0,03 0,03

L* 0,12 0,25 0,12 0,12

Furacilina 0,009 0,009 0,06 0,25
Nota: * L Ci3H11N3SOs CH;OH

Toti compusii testati, dar si ligandul aplicat pentru sinteza acestora au manifestat actiune
antifungica fatd de tulpina Candida albicans ATCC 10231. Cea mai inalta activitate au avut-o
compusii [Cu(H2L)Cl] H20 si [Cu(H2L)Br] 0,5C2H50H, ambii cu CMI de 0.003 mg/mL si
CMF de 0,015 mg/mL. Trei compusi -[Cu(H:L)Cl] DMSO, [Cu(HL)(DMSO)], si
[Cu(HL)(DMF)] — de asemenea, se caracterizeaza prin actiune pronuntatd antifungica fatad de
Candida albicans. CMI pentru acesti compusi a fost de 0,03 mg/mL, iar CMF a fost de 0,06
mg/mL pentru primii doi compusi si de 0,06 mg/mL — pentru ultimul.

Activitatea antimicrobiand a compusilor hidrazonici ai Cu(Il) ce contin S-metil-B-N-(2-
hidroxil-3-carboxinaftilmetilen)ditiocarbazat fatd@ de de microorganismele Gram(-) este
prezentata in tabelul 3.10.

Tabelul 3.10. Activitatea antimicrobiana a compusilor hidrazonici ai Cu(II) ce contin S-
metil-B-N-(2-hidroxil-3-carboxinaftilmetilen)ditiocarbazat fatd de microorganismele

Gram- (mg/mL)

Compusul Escherichia coli, ATCC 25922 Klebsiella pneumoniae

CMI CBM CMI CBM

[Cu(H.L)CI1] H,O 0,125 0,250 0,125 0,250
[Cu(H,L)Br] 0,5C,HsOH 0,500 0,500 0,500 0,500
[Cu(H,L) (H20)] 0,500 1,000 0,500 0,500
[Cu(H.L)CI] DMSO 0,03 0,06 1,000 2,000
[Cu(H,L)Br] DMSO 0,500 0,500 0,500 0,500
[Cu(HL)(DMSO)] 0,500 0,500 0,500 0,500
[Cu(HL)(DMF)] 0,500 0,500 0,500 0,500

L - C;3HiuN3SO; CH;0H 0,500 0,500 0,500 0,500
Furacilina 0,012 0,024 0,06 0,15

Nota: * L C13H11N3SO5; CH;0H
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Performanta compusilor din acest grup in calitate de remedii antibacteriene a fost mult
mai modesta 1n cazul bacteriilor Gram -. Compusii testati au fost mai activi sau la fel de activi ca
ligandul folosit pentru sinteza, dar au fost mai slabi comparativ cu antisepticul de referinta.
Astfel, in cazul tulpinii Escherichia coli, ATCC 25922 CMI a fost in limitele de 0,03 si 0,5
mg/mL, iar CMB a fost de 0,06 -1,0 mg/mL. Se evidentiazd compusul [Cu(H.L)CI] DMSO, care
are activitate antibacteriand fatd de aceasta tulpina foarte apropiatd de activitatea antisepticului
de referinta.

Fata de Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 CMI a compusilor testati a fost Intre 0,125 si
1,0 mg/mL, iar CMB — intre 0,25 si 2,0 mg/mL. Valorile inregistrate au fost de 2-15 ori mai mici

comparativ cu cele caracteristice antisepticului de referinta.

3.6. Actiunea antimicrobiand a compusilor de origine naturald si combinatiilor lor

cu compusii coordinativi ai metalelor de tranzitie

De rand cu noile substante obtinute prin sintezd chimicd in calitate de remedii
antimicrobiene in lume in permanentd se testeaza un numar mare de compusi naturali.
Diversitatea acestora este impunatoare, fiind prezente substante din toate clasele de compusi
organici cunoscuti. Din diversitatea enorma a acestora 1n prezenta teza au fost incluse trei
preparate de origine naturald — produse obtinute in rezultatul cercetarilor stiintifice realizate sub
conducerea academicianului Valeriu Ridic (preparatul BioR si extractul hidro-etanolc din
Arthrospira platensis ES) si sub conducerea academicianului Teodor Lupascu (enotanina
hidrosolubila obtinutd din seminte de vitd-de-vie).

Este cunoscut faptul, ca compusii naturali manifestd efectele biologice la concentratii mai
mari ca compusii chimici, iar efectul, de cele mai multe ori este tintit si nu afecteaza alte celule
decat cele vizate direct. Din acest punct de vedere produsele de origine naturald sunt mai usor
accepate, dar sunt mai complicat de gestionat. Rezultatele obtinute in procesul acestei testari
confirma teza cu referire la concentratiile active. Observdm ca CMI si CMB/CMF obtinute sunt
mai mari, comparativ cu cele descrise Tn compartimentele anterioare. Cele mai mici valori ale
CMI au fost obtinute pentru preparatul BioR fatd de tulpinile Staphylococcus aureus ATCC
25923, Bacillus cereus TMICK 8035, Escherichia coli ATCC 25922, Candida albicans ATCC
10231 si avut valoarea de 0,626 mg/mL. Astfel, nu putem evidentia o diferentiere de efect in
dependentd pe pozitia sistematica a microorganismului, lista fiind constituitd din doud specii
Gram+, o specie Gram- si o specie de fungi levuriformi. CMB a BioR-ului fatd de tulpinile
testate a fost de 2,5-5,0 mg/mL, iar CMF fata de Candida albicans ATCC 10231 a fost de 1,25
mg/mL.
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Extractul hidroetanolic ES este mai putin activ comparativ cu preparatatul BioR. Cea mai
inaltd activitate antimicrobiand acesta il manifestd fatd de tulpina Candida albicans ATCC
10231, cu CMI de 1,25 mg/mL si CMF de 2,5 mg/mL. Fata de tulpinile bacteriene Gram+ si
Gram- CMI este de 2,5-5,0 mg/mL, iar CMB — de 5,0-10,0 mg/mL. Enotanina hidrosolubila
manifestd cea mai Tnaltd activivitate antibacteriand fatd de Bacillus cereus, CMI fiind de 0,7
mg/mL, iar CMB — de 3,0 mg/mL. Fatd de celelalte tulpini de referinta luate in studiu CMI este
de la 3,0 la 6,0 mg/mL, iar CMB — de la 6,0 la 25,0 mg/mL.

Rezultatele obtinute pentru actiunea antimicrobiand a celor trei compusi de origine

naturala fatd de microorganismele luate 1n studiu sunt prezentate in tabelul 3.11.

Tabelul 3.11. Activitatea antimicrobiana a compusilor de origine naturala fata de

microorganismele de referinta (mg/mL)

. BioR ES Enotanina solubili
Tulpina
CMI CMB/CMF CMI CMB/CMF | CMI | CMB/CMF

Staphylococcus
aureus ATCC 25923 | 0623 1,25 2.5 5,0 3,0 6.0
Bacillus cereus
T'UICK 8035 0,625 1,25 5,0 5,0 0,7 3.0
Escherichia coli
ATCC 25922 0,625 1,25 25 5,0 3,0 6,0
Salmonella enterica
TUCK 03/03y 125 2,50 2.5 5.0 6,0 12,0
Klebsiella
pneumoniae ATCC 2,5 5,0 5,0 10,0 6,0 25,0
13883
Pseudomonas
aeruginosa  ATCC 5,0 5,0 5,0 5.0 3.0 6.0
27853
Candida albicans
ATCC 10231 0,625 1,25 1,25 2,5 3.0 6,0

In continuare au fost realizate diferite combinatii intre compusii chimici si cei naturali.
Unele cercetari anterioare au demonstrat, cd aceasta tactica poate da efecte de amplificare a
efectelor antimicrobiene si dimiuarea efectelor adverse ale substantelor chimice [30-32]. Pornind
de la faptul, ca preparatele de origine naturale sunt suplimentate la compozitiile antibacteriene in
scopul diminuarii efectelor toxice asupra celulelor care nu prezinta tinte directe ale susbstantei de
baza, este important, ca acestea sd nu diminueze sau sa compromitd efectul antimicrobian. lata
de ce in continuare am testat efectele antimicrobiene ale combinatiilor dintre compusii chimici
evidentiati In etapele de screening si compusii de origine naturala.

Pentru fiecare tulpind microbiand s-au aplicat concentratille minime de inhibitie,

determinate la etapele anterioare, atdt pentru compusii chimici, cat si pentru preparatele de

87



origine naturala. Pentru comparare a fost luat antibioticul cu spectru larg de actiune ampicilina,
in concentratie de 15 pg/mL.
Rezultatele obtinute la combinarea compusilor chimici cu activitate fatd de

Staphylococcus aureus cu compusii de origine naturald sunt prezentate in figura 3.1.
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Figura 3.1. Activitatea antimicrobiana a compusilor activi fata de tulpina Staphylococcus
aureus ATCC 25923 in combinare cu compusii de origine naturali: 1. Ni HL*),Cl
Ci7HisCIN3NiOS ( CMSA 68); 2. Cu(L")H20 C11H13CuN302S ( VGB 16); 3. Cu(HL*)NO3-H,0
C11H12Br2CuN4OsS ( VGB 24); 4. Cu(HL)CI-H>0 C11H14CICuN305S ( VGB 1); 5. Cu(HLYH)CI
Ci5sH14CICuN30S ( VGB 2) (*- p<0,005 pentru diferenti fatd de Compusul M; °- p<0,05 pentru
diferenta fata de Compusul M; L pentru compusul 1 —tab.2.1; L pentru compusii 2-5, tab.2.4)

Au fost testati 5 compusi, dintre care unul face parte din grupul de tiosemicarbazonati
care contin N-(2,4-dimetilfenil)-2-(2-hidroxibenziliden)-hidrazincarbotioamida, iar alti patru —
din grupul de compusi tiosemicarbazonati care contin 2-(2-hidroxibenziliden)-N-(prop-2-en-1-
il)hidrazincarbotioamida; 2-[(5-nitrofuran-2-il)metiliden]-N-(prop-2-en-1-il)hidrazincarbo-tio
amida; 2-(3,5-dibromo-2-hidroxibenziliden)-N-(prop-2-en-1-il)hidrazincarbotioamida si 2-(2-
hidroxi-3-metoxibenziliden)-N-(prop-2-en-1-il)hidrazincarbotioamida. Din figura se vede, ca
diametrul zonelor de inhibitie a cresterii tulpinii Staphylococcus aureus ATCC 25923, specifice
compusilor chimici nu s-au diminuat ca rezultat al combinarii cu preparatele de origine naturala.
Din contra, au fost inregistrate cresteri veridice din punct de vedere statistic al acestui parametru.
Primul compus - CMSA 68 isi pastreaza activitatea antibacteriand fata de Staphylococcus aureus
la acelasi nivel indiferent de prezenta preparatelor de origine naturalda addugate, iar valorile
obtinute pentru zonele de inhibitie a cresterii patogenului in toate combinatiile nu se deosebesc

din punct de vedere statistic de cele caracteristice compusului chimic aplicat independent.
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In cazul compusului VGB16 combinatiile cu preparatul BioR si extractul hidro-etanolic
din spirulind activitatea antibacteriand fatd de Staphylococcus aureus a crescut veridic
comparativ cu activitatea compusului aplicat individual. Astfel, In cazul preparatului BioR
p=0,0015 (p<0,005), iar in cazul preparatului ES p=0,0267 (p<0,05). Putem presupune, ca
preparatele din spirulina actioneaza sinergic cu compusul chimic mentionat si acestia pot fi
utilizati impreund pentru formularea unei compozitii cu actiune antibacteriana fatd de tulpina
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Activitatea antibacteriana fata de Staphylococcus aureus a VGB 24 de asemenea, nu este
diminuata in prezenta preparatelor de origine naturala. In cazul acestui compus un efect sinergic
a fost observat In cazul combinarii lui cu enotanina hidrosolubild, semnificatia diferentei dintre
variante fiind inalta, p=0,0079.

Activitatea antibacteriand a VGB 1 fata de tulpina Staphylococcus aureus ATCC 25923
nu a suferit diminudri la combinarea lui cu preparatele de origine naturala. Si in acest caz a fost
inregistrat un exemplu de actiune sinergicd a compusului cu extractul hidro-etanolic din spirulina
(p=0,050).

Rezultatele obtinute la combinarea compusilor chimici cu activitate fatd de Bacillus

cereus 'MICK 8035 cu compusii de origine naturald sunt prezentate in figura 3.2.
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Figura 3.2. Activitatea antimicrobiana a compusilor activi fata de tulpina Bacillus cereus
T'MCK 8035 in combinare cu compusii de origine naturali: 1. Cu(HL")CI-H,O
C11H14CICuN30;S; 2. Cu(HL")CI Ci5H14CICuN30S; 3. Cu(HL*)NO3-H20 C11H2Br2CuN4OsS;
4. Cu(HL*CI1 C11H;1CICuN403S; 5. Cu(HL*)C1 C12H14CICuN30,S (*- p<0,005 pentru diferentd
fatd de Compusul M; °- p<0,05 pentru diferentd fati de Compusul M; L, tab.2.4)

Toti cei cinci compusi cu activitatea antibacteriana fata de tulpina mentionata fac parte
din grupul compusilor tiosemicarbazonati ai Cu(Il) si Ni(Il) care contin 2-(2-hidroxibenziliden)-
N-(prop-2-en-1-il)hidrazincarbotioamida; 2-[(5-nitrofuran-2-il)metiliden]-N-(prop-2-en-1-il) hid
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razincarbo-tioamidd;  2-(3,5-dibromo-2-hidroxibenziliden)-N-(prop-2-en-1-il)hidrazincarbo-tio
amida si 2-(2-hidroxi-3-metoxibenziliden)-N-(prop-2-en-1-il)hidrazincarbotioamida.

Ca si In cazul Staphylococcus aureus, preparatele de origine naturald nu au redus din
activitatea antibacteriana a celor cinci compusi selectati fata de Bacillus cereus. Din contra, au
fost Inregistrate citeva cazuri de amplificare a actiunii acestora. Astfel, preparatul BioR din
spirulind a amplificat activitatea a doi dintre compusii testati, si anume: VGB 1 (p=0,003) si a
VGB 28 (p=0,0147).

Actiunea antibacteriana fatd de Bacillus cereus TUCK 8035 a celui de al doilea compus
nominalizat de asemenea, este amplificatd de extractul hidroetanolic din spirulind (p=0,0038).
Activitatea antibacteriana fatd de Bacillus cereus a nitratului de VGB 24 este amplificatd de
prezenta enotaninei hidrosolubile (p=0,001). Astfel, putem afirma ca si in cazul tulpinii Bacillus
cereus ' ICK 8035 actiunea atibacteriand a trei dintre compusii chimici selectati poate fi sporita
datoritd combindrii lor cu preparatele naturale BioR, extractul hidroetanolic din spirulind si
enotanina hidrosolubila.

Rezultatele obtinute la combinarea compusilor chimici cu activitate fatd de Escherichia

coli ATCC 25922 cu compusii de origine naturald sunt prezentate in figura 3.3.
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Figura 3.3. Activitatea antimicrobiana a compusilor activi fata de tulpina Escherichia coli
ATCC 259223 in combinare cu compusii de origine naturali: 1. Ni HL?).Cl
C17H15CIN3NiOS ( CMSA 68); 2. Co(HL')>Cl C3,H3CoCIN02S2 ( CMSA 25) 3. Cu(LHH-O
C11H13CuN30:S ( VGB 16); 4.Cu(HL*)CI C;1H;1CICuN403S (VGB 28); 5. Cu(HL*)CI
C12H14CICuN30:S (VGB 26) (*- p<0,005 pentru diferentd fati de Compusul M; °- p<0,05 pentru
diferenta fata de Compusul M; L pentru compusii 1,2 —tab.2.1; L pentru compusii 3-5, tab.2.4)
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In calitate de substate antibacteriene active fatd de Escherichia coli ATCC 259223 au fost
selectati doi compusi tiosemicarbazonati ai Cu(Il) si Co(II) care contin N-(2,4-dimetilfenil)-2-(2-
hidroxibenziliden)-hidrazincarbotioamida si trei compusi tiosemicarbazonati ai Cu(Il) care
contin 2-(2-hidroxibenziliden)-N-(prop-2-en-1-il)hidrazincarbotioamida; 2-[(5-nitrofuran-
2il)metiliden] N- (prop-2-en-1-il)hidrazincarbotioamida; 2-(3,5-dibromo-2-hidroxibenziliden)-
N-(prop-2-en-1-il)hidrazincarbotioamida si 2-(2-hidroxi-3-metoxibenziliden)-N-(prop-2-en-1-
ihDhi drazincarbo-tioamidi In majoritatea variantelor experimentale preparatele de origine
naturala adaugate la compusii chimici evidentiati au condus la cresterea activitatii anmicrobiene
a amestecului fata de tulpina bacteriei Gram- Escherichia coli ATCC 259223.

Prezenta preparatului BioR obtinut din spirulind a dus la marirea veridicd din punct de
vedere statistic a activitdtii antimicrobiene a 4 din cei cinci compusi testati. Astfel, actvitatea
CMSA 25 (Co(HL):2Cl C3H32CoCINsO:S2) ; CMSA 68 (Ni HL?),Cl C17H;sCIN3NiOS;) si a
VGB 28 (Cu(HL*)CI C;1H;;CICuN4O3S) cu adaos de BioR se deosebeste de cea a compusului
respectiv aplicat de unul singur la valori ale lui p<0,05, iar in cazul compusului VGB 26

(Cu(HL*)CI C12H14C1CuN302S)- la valori de p<0,005.

Extractul hidroetanolic din biomasa de spirulind potenteaza actiunea antibacteriand fata
de Escherichia coli pentru 3 dintre cei 5 compusi analizatii CMSA 25 (Co(HL!'):Cl
C32H32CoCIN6O2S2, VGB 28 (Cu(HL4)Cl CI11H11CICuN403S ) si VGB 26 (Cu(HL4)Cl
C12H14CICuN302S). Prezenta enotaninei hidrosolubile a dus la cresterea statistic veridicd a
activitatii antibacteriene fatd de Escherichia coli a tuturor celor 5 compusi testati.

Efectele sinergice ale preparatelor de origine naturala si a compusilor chimici noi sunt
foarte importante in contextul numarului limitat de compozitii eficiente contra bacteriilor Gram-.
In cazul tulpinii Escherichia coli ATCC 259223 preparatele din spirulini si enotanina solubila in
apa pot spori efectul antibacterian al compusilor coordinativi cu nichel, cobalt si cupru in
componenta lor.

Din totalul de compusi chimici noi studiati au fost selectati cinci, care au manifestat
activitate antibacteriand pronuntata fata de o altd tulpind de bacterii Gram- Salmonella enterica
I'MCK 03/03y. Acesti compusi fac parte din doua grupuri: unul din compusii tiosemicarbazonati
ai Cu(Il), care contin metil-N'-(2-hidroxibenziliden)-N-prop-2-en-1-il carbamohidrazonotioat
( TI 22) si alti patru din grupul compusilor tiosemicarbazonati ai Cu(Il) care contin 2-(2-
hidroxibenziliden)-N-(prop-2-en-1-il)hidrazincarbotioamida ; 2-[(5-nitrofuran-2-il)metiliden]-N-
(prop-2-en-1-il)hi dra-zincarbotioamida ( VGB 10) ; 2-(3,5-dibromo-2-hidroxibenziliden)-N-
(prop-2-en-1-il)hidrazin carbo tio amida( VGB 24) si 2-(2-hidroxi-3-metoxibenziliden)-N-(prop-

2-en-1-il)hidrazincarbotioamida ( VGB 26). Rezultatele sunt prezentate in figura 3.4.
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Cu exceptia compusului VGB 28, compusii examinati in raport cu tulpina Salmonella
enterica TUCK 03/03y au demonstrat activitate antibacteriand semnificativa, care poate fi marita
in prezenta preparatelor de origine natural. Astfel, TI 3 are diametrul zonei de inhibitie de 17,33
mm, iar la addugarea preparatului BioR aceasta creste pana la 20,67, diferenta fiind veridica din
punct de vedere statistic (p=0,0011). La fel, activitatea antibacteriand a compusului creste si in
cazul adaosului de extract hidroetanolic din spirulind, dar si a enotaninei hidrosolubile, dar in
aceste cazuri la un nivel mai jos de semnificatie (p< 0,05).

Activitatea hidratului de cloro(2-(2-hidroxibenziliden)-N-(prop-2-en-1-il)hidrazin-carbo
tioamido)cupru (VGBI1) este modificata in directia intensificarii doar in prezenta enotaninei
hidrosolubile (p=0,017). Preparatele obtinute pe baza de spirulind, cu toate cad au demonstrat o
tendinta de crestere a diametrelor zonelor de inhibitie a cresterii Salmonella enterica, nu au

generat diferente semnificative din punct de vedere statistic.
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Figura 3.4. Activitatea antimicrobiana a compusilor activi fata de tulpina Salmonella

enterica TUCK 03/03y in combinare cu compusii de origine naturala:

1. Cu(L)NO3-2H20 C,H,,CuN,OS (TI 3) ; 2. Cu(HL"CI-H>O C;1H14CICuN3;0,S( VGB 1);

3. Cu(L"YH,0 C11H;3CuN30:S; ( VGB 16) . 4.Cu(HL*)C1 C12H14CICuN;03S ( VGB 26); 5.
Cu(HL*CI C11H;;CICuN403S ( VGB 28) (*- p<0,005 pentru diferentd fati de Compusul M; °-
p<0,05 pentru diferenta fatd de Compusul M; L pentru compusul 1 —tab.2.3; L pentru compusii

2-5,tab.2.4)

Activitatea antibacteriana a compusului VGB 16 fatd de Salmonella enterica este

amplificatd in prezenta extractului hidroetanolic din biomasa de spirulind si de enotanina
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hidrosolubild. In ambele cazuri diferentele intre diametrele zonelor de inhibitie a cresterii
bacteriei Gram(-) Salmonella enterica TUCK 03/03y, provocate de compusul aplicat de unul
singur si Impreuna cu preparatele de origine natural mentionate sunt veridice din punct de vedere
statistic (p<0,05).

Zona de inhibitie a VGB 1 creste la adaugarea preparatului BioR din spirulind si a
enotaninei hidrosolubile. In ambele cazuri diferentele sunt statistic veridice (p<0,05).

Mai multi dintre compusii testati au manifestat activitate antifungica fatd de tulpina
Candida albicans ATCC 10231. Pentru testele de compatibilitate cu preparatele de origine
naturala au fost selectati 5 compusi din doud grupuri testate: doi compusi tiosemicarbazonati ai
Cu(Il), si Ni(I) care contin N-(2,4-dimetilfenil)-2-(2-hidroxibenziliden)-hidrazincarbotioamida
si trei compusi tiosemicarbazonati ai Cu(Il) si Co(Il) care contin 2-(2-hidroxibenziliden)-N-
(prop-2-en-1-il)hidrazincarbotioamida; 2-[(5-nitrofuran-2-il)metiliden]-N-(prop-2-en-1-il) hidra
zincarbotioamidd; 2-(3,5-dibromo-2-hidroxibenziliden)-N-(prop-2-en-1-il)hidrazin carbo tio
amida si  2-(2-hidroxi-3-metoxibenziliden)-N-(prop-2-en-1-il)hidrazincarbotioamida. ~Acesti
compusi au manifestat efecte antimicrobiene la concentratii reduse ale substantei active.
Rezultatele obtinute pentru combinatiile de compus chimic, preparate din spirulina si enotanina

solubila sunt prezentate in figura 3.5.
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Figura 3.5. Activitatea antimicrobiana a compusilor activi fata de tulpina Candida albicans
ATCC 10231 in combinare cu compusii de origine naturala:
1. Ni HL?),C1 C17H;3CIN3NiOS ( CMSA 68); 2. Co(HL')>Cl C3;H3CoCIN60,S> CMSA 25);
3. Cu(HL*)NO3-H>0 C11H12Br2CuN4OsS ( VGB 24); 4. Co(HL?)2NO3 C2,H20BrsCoN705sS,
( VGB 23) 5. Cu(HL*C1 C11H;1CICuN403S (VGB 28) (*- p<0,005 pentru diferenti fati de
Compusul M; °- p<0,05 pentru diferentd fati de Compusul M; L pentru compusii 1,2 — tab.2.1; L

pentru compusii 3-5, tab.2.4)
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Compusul CMSA 68 , care are cea mai inalta activitate fatd de tulpina de fungi
levuriformi Candida albicans ATCC 10231, atunci cand este aplicat de unul singur, a ramas la
acelasi nivel de activitate la addugarea preparatelor de origine naturald, zonele de inhibitie a
cresterii fungilor ramanand neschimbate ca dimensiune 1n toate variantele experimentale.

Preparatul BioR obtinut din biomasa de spirulina a amplificat activitatea antifungica a trei
dintre compusii selectati dintre care unul este cu continut de cobalt, iar alti doi - cu continut de
cupru, si anume a CMSA 25, VGB 24 si a VGB 28. In toate cele trei cazuri s-a atestat o crestere
veridica din punct de vedere statistic a zonelor de inhibitie a cresterii Candida albicans, p<0,05
pentru toate variantele.

Extractul hidro-etanolic din biomasa de spirulina de asemenea, a fost un factor sinergic
pentru actiunea antifungica a doi dintre compusii testati — CMSA 25 si VGB 23. Ambii compusi
au in calitate de parte componenta cobaltul. Este de mentionat, cd in cazul combinérii CMSA 25
cu extractul hidroetanolic din spirulina a fost obtinuta cea mai mare putere de inhibitie a cresterii
Candida albicans in cadrul acestei testdri, diferenta dintre efectul combinatiei fiind veridic mai
inalt fata de efectul compusului aplicat de unul singur la un nivel de semnificatie de p=0,001.

Enotanina hidrosolubild, de asemenea, a amplificat efectul antifungic a doi dintre
compusii testati — VGB 23 si VGB 24.

Astfel, in acest comparticment al lucrarii, pentru fiecare tulpind microbiand studiatd, au
fost selectati 5 cei mai activi compusi, identificati la etapa de screening:

Pentru Staphylococcus aureus ATCC 25923

1. Ni HL?*)2C1 C17H1sCIN3NiOS;

2. Cu(LHH20 C11H13CuN30:S;

3. Cu(HL*)NO3-H>0 C;1H2Br2CuN4OsS;

4. Cu(HL")CI-H,0 C11H14CICuN;O:S;

5. Cu(HLYCI C15H14CICuN30S

Pentru Bacillus cereus TUCK 8035:

1. Cu(HL")CI-H,0 C;1H;4CICuN30,S;

2. Cu(HL")CI C5H14CICuN;0S;

3. Cu(HL*)NO3-H20 Ci1H12Br2CuN4OsS;

4. Cu(HL*CI1 C11H;1CICuN4OsS;

5. Cu(HL*)CI C12H14CICuN30,S

Pentru Escherichia coli ATCC 259223:

1. Ni HL?*)2C1 C17H1sCIN3NiOS;

2. Co(HL"),Cl1 C3,H3CoCINsO2S2;

3. Cu(LHH20 C11H13CuN;0:S;
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4. Cu(HL*CI1 C11H;1CICuN4OsS;

5. Cu(HL*)CI C12H14CICuN3;0,S

Pentru Salmonella enterica TUCK 03/03y:
1. Cu(L)NO3-2H>0 C,H CuN,OS;

2. Cu(HL")CI-H>20 Ci1H14CICuN30:S;

3. Cu(LHH20 C11H13CuN;0sS;

4. Cu(HL*CI C12H;4CICuN30;S;

5. Cu(HL*CI C11H11CICuN4O3S

Pentru Candida albicans ATCC 10231:
1. Ni HL?),C1 C17H;sCIN3NiOS;

2. Co(HL"),Cl1 C3,H3CoCINsO2S2;

3. Cu(HL*)NO3-H>0 C11H2Br2CuN4OsS;
4. Co(HL*)2NO3 C22H20BrsCoN705S5;

5. Cu(HL*)CI C;1H;1CICuN4O5S

Acesti compusi au manifestat o activitate antibacteriand/antifungica perfoamnata fiind
aplicati individual, deaceea au fost inclusi in studiul ulterior, in care s-a facut incercarea de
amplifica efectul lor prin combinare cu compusi de origine naturala.

Astfel, putem constata, ca majoritatea compusilor chimici noi selectati la etapa de
screening pentru activitate antimicrobiand pronuntatd formeaza compozitii active cu extracte din
spirulina si cu enotanina hidrosolubila, iar efectul antibacterian si antifungic al amestecurilor este
mai pronuntat, comparativ cu cel al compusului respectiv aplicat individual. Tinand cont de
faptul, ca preparatele de origine naturala au de cele mai multe ori si efecte benefice asupra
celulelor, care nu prezintd tinte directe ale compusilor chimici, efectele in vivo ale acestor
combinatii pot fi mult mai valoroase, decit doar actiunea antimicrobiand, iar aceasta poate

constitui obiectul unor studii de perspectiva.

3.7. Concluzii la capitolul 3

Compusii tiosemicarbazonati ai Cu(II), Co(III) si Ni(II) cercetati in cadrul acestui studiu
manifesta activitate antimicrobiand fatd de bacterii Gram+ si Gram- si fata de Candida albicans.

In majoritatea cazurilor investigate, activitatea antimicrobiani a liganzilor este
semnificativ mai joasa comparativ cu activitatea compusilor coordinativi ai acestora cu metalele

Cu(Il), Co(IIl) si Ni(II). Cele mai performante rezultate au fost obtinute pentru doud tipuri de
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compusi studiati: compusii ce contin N-(2,4-dimetilfenil)-2-(2-hidroxibenziliden)-hidrazin
carbotioamida si 2-(2-hidroxi-3-nitrobenziliden)-N-(prop-2-en-1-il)hidrazincarbotioamida.

Activitatea majoritatii dintre compusii studiati este specificd cu referire la tipul de
microorganisme si tulpinile testate. Astfel, majoritatea compusilor au manifestat efecte
antimicrobiene de diferitd intensitate fata de bacteriile Gram+, in lipsa acestora fata de bacteriile
Gram- si Candida albicans. Compusii hidrazonici ai Cu(Il) ce contin S-metil-B-N-(2-hidroxil-3-
carboxinaftil metilen) ditiocarbazat au manifestat activitatea pronuntatd fata de Staphylococcus
aureus, ATCC 25923 si Candida albicans ATCC 10231, si o activitate antimicrobiana moderata
fata de tulpinile de microorganisme Gram-.

Compusul TI 22 are un efect antifungic performant fatd de tulpina Candida albicans
ATCC 10231 cu valori ale CMI si CMF la 0,7ug/mL, fiind un candidat excelent pentru testari
ulterioare. Compusul CMSA 68 se caracterizeaza prin activitate antimicrobiand universald in
raport cu tulpinile de microorganisme testate in cadrul acestui studiu. Astfel, concentratiile
compusului cu efecte asupra tulpinilor Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus cereus
I'MCK 8035, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883
Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans ATCC 10231 sunt de pana la 0.015 mg/mL, ceea ce
poate fi apreciat cu activitate antimicrobiand inaltd. O activitatea antimicrobiand cu caracter
universala a manifestat VGB 28, cu efecte performante fata de Bacillus cereus TUCK 8035,
Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella enterica TUCK 03/03y si Candida albicans ATCC
10231 la concentratii de pana la 15 pg/mL.

Activitatea antimicrobiand a compusilor chimici noi poate fi amplificatd prin elaborarea
de combinatii Intre acestia si preparatele de origine naturala — extracte din biomasa de spirulina

st enotanind hidrosolubila.
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4. MECANISMELE POSIBILE DE ACTIUNE A NOILOR COMPUSI
ASUPRA MICROORGANISMELOR PATOGENE

Tiosemicarbazonele si efectele lor biologice sunt studiate deja de cateva decenii, dar pana
in prezent, mecanismele actiunii antimicrobiene a acestor compusi nu sunt cunoscute in detaliu.
Marea majoritate a publicatiilor consacrate acestor substante remarcabile raporteaza in special
detalii ce tin de sinteza si caracteristica structurald a acestora [29, 31, 40, 41, 51, 57, 59, 66, 68,
74, 84, 88, 111, 113, 153, 172, 175, 178, 218]. Ce tine de efectele biologice, sunt date valorile
concentratiei minime de inhibitie a cresterii sau celei minime bactericide/fungicide fatda de cele
mai importante tulpini de referintd utilizate in aceste scopuri si doar unele includ studii de
elucidare a unor posibile mecanisme de actiune.

Tiosemicarbazonele si complexele lor metalice sunt deja recunoscute pentru diverse
activitati biologice, fiind considerate in calitate de potentiale remedii in diferite conditii
patologice, de la infectii microbiene pana la proliferarea celularda anormala. Activitatea
antiproliferativd a acestor substante este studiatd mai intens si se cunosc mai multe despre
mecanismele de actiune 1n acest sens. Astfel, s-a stabilit ca tiosemicarbazonele interactioneaza
cu guanina din componenta ADN formand legaturi de hidrogen, ceea ce determind fragmentarea
ADN-ului s1 in final -apoptoza celulelor canceroase [75].

Ribonucleotid reductaza (RNR), enzima care transformd ribonucleotidele 1n
dezoxiribonucleotide si a cdrei activitate coreleaza cu proliferarea celulard, este consideratd una
dintre principalele tinte ale tiosemicarbazonelor. De asemenea, se presupune existenta unor tinte
suplimentare, responsabile de efectele tiosemicarbazonelor si ale complexelor lor metalice, cum
ar fi topoizomeraza II, metaloenzimele xantin oxidaza si tirozinaza [35].

Se poate presupune c@ unele dintre mecanismele cunoscute de actiune ale
tiosemicarbazonelor si complexelor lor metalice asupra celulelor tumorale ar putea fi, de
asemenea, responsabile pentru eficacitatea antimicrobiana [153]. In acelasi timp pot fi
evidentiate si alte mecanisme, ceea ce indicd asupra necesitatii unor studii profunde in acest

domeniu.

4.1. Efectele compusilor noi cu actiune antimicrobianid asupra permeabilitatii

invelisurilor celulare ale microorganismelor patogene

Invelisurile celulare (membrana citoplasmatica, peretele celular si capsula) prezinta prima
barierd de care se lovesc factorii antimicrobieni. Una dintre principalele functii indeplinite de
membrana citoplasmatica este cea de asigurare a permeabilittii selective, care asigurd afluxul

substantelor necesare pentru asigurarea necesitdtilor celulare si efluxul toxinelor, deseurilor
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metabolice si a xenobioticelor. Anumite substante eliberate eronat de catre celule in mediul
extern por servi drept marcheri ai dereglarii functiei de barierd chimicd a membranei celulare.
Printre acestea se numard enzime specifice, dar si acizii nucleici. In cazul organismelor
procariote eliberarea acizilor nucleici in caz de deterioarare a membranei citoplasmatice este un
proces rapid si usor de monitorizat, in timp ce pentru organismele eucariote enzimele specifice,
cum ar fi lactatdehidrogenaza, sunt un indicator mai util. Aceastd enzima este eliminata doar in
cazul unui efect toxic asupra celulei, iar in conditii normale enzima este localizatd in reticolul
endoplasmatic.

La aceasta etapa de studiu a fost cercetat procesul de eliberare a acizilor nucleici de catre
culturile bacteriene si de eliberare a lactatdehidrogenazei de catre celulele fungice sub actiunea
compusilor chimici noi aplicati individual, dar si in combinatie cu substantele de origine naturala
(extractele din spirulind si enotanina hidrosolubild). Actiunea compusilor si a combinatiilor a fost
comparatd cu actiunea ampicilinei Tn cazul bacteriilor si a nistatinei in cazul fungilor levuriformi.

Rezultatele pentru Staphylococcus aureus ATCC 25923 sunt prezentate in figura 4.1. Ca
si in cercetdrile descrise in capitolul anterior (subcapitolul 3.7), compusii chimici si cei naturali
au fost aplicati in concentratii egale cu CMI stabilitd la etapele anterioare, iar ampicilina — In
concentratie de 15 pg/mL. Eliberarea de acizi nucleici In cazul biomasei martor netratate este
neglijabila (abs =0.01440.004), in timp ce in toate variantele experimentale fenomenul este unul
foarte pronuntat cu valori ale absorbantei intre 0.099 si 0.207). Si compusii de origine naturala
au un efect toxic slab pronuntat, exprimat prin urmatoarele valori cu referire la eliberarea acizilor
nucleici: preparatul BioR — 0,067£0,005; Extractul din spirulind — 0,046+0,006; enotanina
hidrosolubila — 0,058+0,004.

Aplicati In mod individual, compusii chimici au afectat in mod diferit permeabilitatea
celulard la tulpina Staphylococcus aureus ATCC 25923. Astfel, cel mai jos nivel de toxicitate n
raport cu eliberarea de acizi nucleici de catre celule a fost inregistrat in cazul compusului VGB
16.

In acest caz cantitatea de acizi nucleici eliberati este de 7,7 ori mai mare decét in cazul

culturii netratate.
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Figura 4.1. Eliberarea acizilor nucleici. Efectul compusilor chimici activi asupra tulpinii

Staphylococcus aureus ATCC 25923 in combinatie cu compusii de origine naturala :

1. Ni HL?),Cl ( CMSA 68); 2. Cu(L")H:0 ( VGB 16); 3. Cu(HL*)NO3-H,0O ( VGB 24); 4.
Cu(HLYHCI-H20( VGB 1); 5. Cu(HL")CI( VGB 2); CBM — control biomasi netratata (*-
p<0,0001 pentru diferenta fatd de Compusul M; °- p<0,05 pentru diferenta fatd de Compusul M;
L pentru compusul , tab. 2.1; L pentru compusii 2-5, tab. 2.4)

Alti trei compusi: CMSA 68 , VGB 24, VGB 2 au avut o actiune toxica mai puternica, la
valori foarte apropiate, intre 0,163 si 0,207. Cel mai puternic efect exprimat prin eliberarea de
acizi nucleici a fost observat la VGB 1, caz 1n care in mediul extern se elimina de 14,8 ori mai
mult continut intern fata de biomasa netratata.

Combinarea compusilor chimici cu preparatul BioR, extractul din spirulind si enotanina
hidrosolubila 1n cazul a patru dintre compusii testati nu au dat efectele scontate — adica o crestere
a gradului de eliberare a acizilor nucleici in mediul extracelular. In schimb in cazul compusului
compusului VGB 16 in combinatiile mentionate am obtinut un efect sinergic pronuntat, datorita
caruia activitatea acestui compus s-a ridicat la nivelul compusului VGB 1, atunci cand a fost
combinat cu preparatul BioR si cu extractul din spirulina. Si enotanina solubila a marit efectul
compusului la un nivel de semnificatie <0,05, dar mult mai modest comparativ cu primele doua
produse de origine naturala.

Efectul compusului VGB 1 aplicat independent si a compusului VGB 16 combinat cu
BioR sau cu extractul din spirulind nu se deosebeste ca intensitate de efectul general de
ampicilind, antibiotic cunoscut pentru mecanismul de actiune bazat pe dereglarea mecanismelor

de sinteza a peptidoglicanului si ca urmare, de deterioare a integritatii celulare.
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Rezultatele pentru Bacillus cereus TUCK 8035 cu referire la efectul compusilor chimici
noi evidentiati ca fiind activi fatd de aceastd tulpina si combinatiilor acestora asupra procesului

de eliberare a acizilor nucleici in mediul extracelular sunt prezentate in figura 4.2
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Figura 4.2. Eliberarea acizilor nucleici. Efectul compusilor chimici activi asupra tulpinii
Bacillus cereus THCK 8035 in combinare cu compusii de origine naturala:
1. Cu(HL"CI-H20; 2. Cu(HL")CL; 3. Cu(HL*)NO3-H20; 4. Cu(HLY)CI; 5. Cu(HL*)Cl; CBM —
control biomasa netratata (*- p<0,005 pentru diferentd fatd de Compusul M; L, tab.2.4)

Ca si in cazul tulpinii examinate anterior, efectul compusilor aplicati individual si in
combinatie cu compusii de origine naturald asupra Bacillus cereus TUCK 8035 a fost comparat
cu efectul ampicilinei. De asemenea, a fost apreciat si nivelul de eliberare a acizilor nucleici din
biomasa netratata, care in cazul Bacillus cereus este s1 mai mica (abs=0,018+0,002). Compusii
de origine naturald au avut efecte diferite asupra permeabilitatii membranare. Astfel, extractul
din spirulind nu a modificat nivelul de eliberare a acizilor nucleici, in timp ce preparatul BioR si
enotanina solubila maresc aces indicator de 1,5 si 3,0 ori respectiv. Cu toate cd in ultimile doua
cazuri efectul este semnificativ statistic (p<0,05 si p<0,0001 respectiv), acesta este net inferior
celui manifestat de compusii chimici si combinatiile acestora.

Actiunea antibioticului de referintd asupra permabilitatii invelisurilor celulare este mai
putin pronuntatd comparativ cu actiunea fata de stafilococ, dar destul de semnificativd. Fata de
aceasta tulpind compusii selectati pentru studiu au avut un efect semnificativ mai mare, sau in
cazul unuia dintre compusi — egala.

Combinarea compusilor chimici cu preparatele de origine naturala in trei cazuri a permis

de a evidentia efecte sinergice cu madrirea semnificativd a cantitdtii de substanta eliberatd de
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celulele bacteriene. Astfel, activitatea compusului VGB 1 este ameliorata in toate cazurile de mix
cu compusii de origine naturald. Cel mai nalt efect a fost observat in cazul amestecului de
compus cu preparatu BioR, urmat de extractul de spirulind si enotanina hidrosolubila.

Efectul compusului VGB 24 a fost marit doar in combinatie cu enotanina hidrosolubila,
preparatele pe bazd de spirulind fiind ineficiente ca compusi sinergici pentru acest compus
chimic. Si din contra, efectul toxic al compusului VGB 28 a fost influentat doar de preparatul
BioR si de extractul din spirulina, nu si de enotanina hidrosolubila.

Cel de-al treilea model de actiune asupra tulpinii Bacillus cereus TYICK 8035 I-au
manifestat compusii VGB 2 si VGB 26. In cazul acestor doi compusi combinarea lor cu cele trei
produse de origine naturald nu a modificat efectul asupra permiabilititii membranei celulei
bacteriene, acesta mentindndu-se la nivelul caracteristic pentru compusii aplicati In mod
individual.

Efectul compusilor chimici noi evidentiati ca fiind activi fatd de aceastd tulpinad si
combinatiilor acestora asupra procesului de eliberare a acizilor nucleici in mediul extracelular
asupra tulpinii Escherichia coli ATCC 259223 poate fi urmarit in figura 4.3 Nivelul de eliberare
a acizilor nucleici din biomasa netratatd in cazul tulpinii Escherichia coli ATCC 259223 este
chiar mai mica decat in cazul tulpinii analizate anterior (abs=0,014+0,002). Compusii de origine
naturala au avut efecte diferite in ceea ce tine de permeabilitatea membranard, atunci cand au
fost aplicati independent. Astfel, extractul din spirulina si enotanina hidrosolubild au dat un efect
de eliberare a acizilor nucleici in mediul extracelular de 3 ori mai mare ca in biomasa netratata,
iar preparatul BioR — de 2 ori. Ca si 1n cazul culturii Bacillus cereus efectul compusilor naturali,
fiind semnificativ din punct de vedere statistic (p<0,005 in cazul extractului de spirulina si a
enotaninei hidrosolubile si p<0,01 in cazul preparatului BioR), acesta este totusi net inferior
efectului compusilor chimici aplicati individual. Acestea aplicati in concentratiile egale cu CMI
produc o scurgere a continutului celular de 7,6-11,4 mai pronuntat decat in cazul culturii

netratate.
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Figura 4.3 . Eliberarea acizilor nucleici. Efectul compusilor chimici activi asupra tulpinii

Escherichia coli ATCC 259223 in combinare cu compusii de origine naturala:

1. Ni (HL?*)>Cl (CMSA 68); 2. Co(HL"),Cl (CMSA 25); 3. Cu(L)H>O( VGB 16); 4. Cu(HL*CI
(VGB 26); 5. Cu(HL*C1 ( VGB 28); CBM - control biomasi netratati; (- p<0,0005 pentru
diferenti fatd de Compusul M; °- p<0,05 pentru diferenti fatd de Compusul M; L pentru
compusii 1,2, tab.2.1; L pentru compusii 3-5, tab.2.4)

Combinarea compusilor chimici cu cei naturali a avut efecte sinergice semnificative.
Pentru trei dintre compusii chimici testati, si anume pentru CMSA 68; CMSA 25 si VGB 26,
toate variantele de combinatii au dus la o crestere a efectului antibacterian la un nivel de
semnificatie de p<0,0005. Actiunea compusului VGB 16 este amplificatd doar de enotanina
hidrosolubila, iar cea a compusului VGB 28 - de extractul de spirulind si de enotanina hidro
solubild, dar la un nivel mai jos al semnificatiei statistice (p<0,05).

Cea mai sensibild cultura bacteriana testatd la actiunea compusilor chimici noi a fost
Salmonella enterica TICK 03/03y, rezultatele pentru care sunt prezentate in figura 4.4. Nivelul
de eliberare a acizilor nucleici din biomasa netratatd a Salmonella enterica TUCK 03/03y a fost
comparabil cu cel Inregistrat pentru alte tulpini cercetate (abs=0,017+0,002). Dintre compusii de
origine naturald s-a manifestat ca agent, care deregleaza permeabilitatea membranara la aceasta
tulpind doar enotanina hidrosolubild, in timp de preparatul BioR si extractul din spirulind nu au
modificat esential cantitatea de acizi nucleici eliberatd in mediul extracelular. Astfel, enotanina
hidrosolubila au dat un efect de eliberare a acizilor nucleici in mediul extracelular de 2 ori mai
mare ca In biomasa netratatd la un nivel al semnificatiei statistice a diferentelor p<0,005.
Compusii chimici, spre deosebire de cei naturali, aplicati individual in concentratiile egale cu

CMI au produs o scurgere a continutului celular de 9,6-11,9 mai pronuntat decat in cazul culturii
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netratate. In cazul tulpinii de Salmonella enterica TUCK 03/03y efectele obsrvate au fost mult

mai uniforme comparativ cu alte culturi investigate.
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Figura 4.4. Eliberarea acizilor nucleici. Efectul compusilor chimici activi asupra tulpinii

Salmonella enterica TUCK 03/03y in combinare cu compusii de origine naturala:

1. Cu(L)NO;3-2H>O( TI 3); 2. Cu(HLHCI1-H,O( VGB 1); 3. Cu(LHH20 ( GVB 16);
4.Cu(HLHCI( VGB 26); 5. Cu(HL*CI( VGB 28); CBM — control biomas netratata; (>
p<0,0005 pentru diferenti fatd de Compusul M; °- p<0,05 pentru diferenti fatd de Compusul M;
L pentru compusul 1, tab.2.3; L pentru compusii 2-5, tab.2.4)

Efecte sinergice au fost nregistrate in cazul aplicdrii concomitente a compusului TI 3 cu
preparatul BioR si cu enotanina hidrosolubild; a compusului VGB 1 cu enotanina hidrosolubild;
a compusului VGB 16 cu extractul din spirulind si enotanina hidrosolubila si a compusului VGB
26 cu toti cei trei compusi de origine naturala. Actiunea compusului VGB 28 nu se modifica la
combinarea cu preparatele de origine naturald, cantitatea de acizi nucleici eliberati fiind aceiasi
in toate variantele experimentale.

Tulpina de fungi levuriformi Candida albicans ATCC 10231, de asemenea reactioneaza
la actiune compusilor cu efect antimicrobian prin eliberarea de substante nespecifice mediului
extracelular. In cazul organismelor eucariote, eliberarea de enzime nespecifice de obicei este mai
semnificativd comparativ cu eliberarea de acizi nucleici in cazul celulelor procariote. Din aceasta
cauzd pentru a aprecia in ce masurd este deterioratd functia de permeabilitate a membranei
celulare a fost cuantificatd activitatea lactatdehidrogenazei (LDH) — enzima care in celulele
neafectate este localizata in reticolul endoplasmatic, iar eliberarea ei in mediul extracelular este

considerat un marcher sigur al actiunii toxice. Pentru comparare in calitate de remediu antifungic
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de referintd a fost luata nistatina in concentratie de 0,015mg/mL. Rezultatele obtinute sunt
prezentate in figura 4.5.

Fugura 4.5 reflectd efectele compusilor chimici, care au manifestat efecte fungistatice si
fungicide fata de tulpina Candida albicans ATCC 10231 aplicate individual sau in combinatie cu

compusii de origine naturala.
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Figura 4.5 . Eliberarea lactatdehidrogenazei (LDH). Efectul compusilor chimici activi
asupra tulpinii Candida albicans ATCC 10231 in combinare cu compusii de origine
naturala:

1. Ni HL?),CI(CMSA 68); 2. Co(HL'),Cl; 3. Cu(HL*NO3-H,0; 4. Co(HL*),NO3; 5.
Cu(HL*)Cl; CBM - control biomasi netratati; (* p<0,0005 pentru diferenti fati de Compusul
M; °- p<0,05 pentru diferenta fati de Compusul M; L pentru compusii 1,2, tab.2.1; L pentru
compusii 3-5, tab.2.4).

Efectul separat al acestora de asemenea a fost testat si se exprima in urmatoarele valori de
activitate LDH: 25,648,2 U/L in cazul preparatului BioR; 42,7+2,9 U/L 1n cazul extractului din
biomasa de spirulind; 86,24+8,7 U/L in cazul enotaninei hidrosolubile. Cultura celulara netratata
de asemenea, are un nivel de fon al activitdtii LDH 1n mediul extracelular, care constituie
31,0£5,9 U/L. Astfel, preparatul BioR nu poate fi considerat ca un potential produs care
destabilizeaza permeabilitatea membranari. In cazul extractului de spirulind cantitatea de LDH
eliberatd este cu peste 30% mai mare ca in cazul culturii netratate, iar In cazul enotaninei
hidrosolubile — cantitatea de LDH creste de peste 2 ori.

Cu toate acestea, rezultatele demonstrate de compusii de origine naturald sunt destul de
modeste comparativ cu cele ale compusilor chimici si a combinatiilor acestora cu compusii de

origine naturald. Activitatea LDH eliberata sub actiunea compusilor chimici noi aplicati
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individual a fost intre 218,3 si 296,0 U/L si este semnificativ mai joasd comparative cu
activitatea enzimei la tratarea culturii cu nistatina, cand aceasta constituie 331,3 U/L. Cea mai
joasa activitate a LDH sub actiunea compusilor chimici a fost in cazul VGB 28. In schimb tot in
cazul acestui compus avem cele mai pronuntate efecte sinergice ca urmare a combindrii actiunii
compusului chimic cu cei naturali. Astfel, In combinatie cu preparatul BioR activitatea LHD
creste de 1,3 ori fatd de compusul chimic aplicat individual; Tn combinatie cu extractul de
spirulind — de 1,6 ori, iar in cazul enotaninei hidrosolubile — de 1,67 ori.

Clorura de bis[ N-(2,4-dimetilfenil)-2-(2-oxibenziliden)-hidrazincarbotioamido(1-)]-
cobalt (III) are efecte apropiate de cele ale compusului examinat mai sus, in cazul cand este
aplicatd individual. Compusii de orgine naturald provoaca o crestere a activitatii LDH, dar in
proportii mai reduse de pana la 1,2 ori in cazul enotaninei hidrosolubile.

Alti trei compusi: CMSA 68 , nitratul de (2-(3,5-dibromo-2-hidroxibenziliden)-N-(prop-
2-en-1-il)hidrazin carbotioamido)aquacupru(Il) si VGB 23 aplicati individual au dus la o
eliberare masivd de LDH cu activitate intre 246 si 262 U / L, iar in cazul combinatiiilor cu
compusii naturali activitatea enzimei a crescut la 280 — 318 U/L. Mentionam, ca gradul de
semnificatie statistica a diferentelor activitatii enzimatice in cazul combinatiilor versus compus
individual sunt destul de inalte Tn marea majoritatea a cazurilor - p<0,0005, si doar intr-un singur
caz - p<0,05 (compusul CMSA 68 in combinatie cu extractul de spirulind).

Astfel, putem afirma cu sigurantd, ca unul dintre mecanismele de actiune a compusilor
chimici testati este deregralea permeabilitatii membranelor celulare (posibil degradarea lor
fizica), care duce la eliberarea continutului celular in mediul extracelular si ca urmare, moartea
celulelor. Compusii naturali nu au efect deteriorant foarte pronuntat asupra membranelor, in
schimb acestia pot genera un efect sinergic pronuntat fiind aplicati impreund cu compusii
chimici. In cazul bacteriilor Gram - si al tulpinii Candida albicans ATCC 10231 cel mai
pronuntat efect sinergic se observa in cazul combinarii compusilor chimici cu enotanina
hidrosolubila, iar in cazul bacteriilor Gram+ in calitate de potentatori ai efectului de

permeabilizare a membranelor pot fi considerate preparatele pe baza de spirulina.

4.2. Formarea speciilor reactive ale oxigenului in celulele microbiene sub influenta

compusilor noi antimicrobieni

Cu toate ca antibioticele vizeazd anumite procese, cum ar fi asamblarea peretelui celular
(de exemplu, ampicilind), sinteza proteinelor (de exemplu, kanamicina), replicarea ADN-ului (de
exemplu, norfloxacina) s.a. numeroase studii realizate pe diferite culturi microbiene au raportat o
observatie foarte valoroasd, si anume ca antibioticele genereazd SRO prin suprastimularea
electronilor prin ciclul acizilor tricarboxilici si eliberarea fierului din clusterele fier-sulf, activand

105



reactia Fenton. Astfel, s-a descoperit cd antibioticele cu moduri primare de actiune neinrudite
folosesc o tintd secundard comuna prin generarea de SRO [203].

SRO sunt definite ca molecule foarte reactive, printre care oxigenul molecular (O>),
anionul superoxid (O2"7), peroxidul de hidrogen (H20.), radicalul hidroxil (*OH) s.a. A fost
confirmat, cd SRO manifestd activitate antimicrobiand impotriva unei game largi de agenti
patogeni prin inducerea stresului oxidativ - un dezechilibru intre SRO si capacitatea sistemului
de apdrare antioxidanta de a detoxifica SRO. Stresul oxidativ dependent de SRO poate deteriora
macromoleculele celulare, inclusiv ADN-ul, lipidele si proteinele [120].

Bacteriile aerobe necesita O pentru respiratie sau oxidarea nutrientilor in scopul de a
genera energie. SRO se formeaza endogen in procesul de metabolism microbian, iar procesul de
formare a SRO endogene poate fi accelerat prin diferite actiuni externe. Formarea si detoxifierea
constantd a SRO asigurd un statut redox fin controlat si bine echilibrat in celulele normale.
Dezechilibrul intre generarea si degradarea SRO apare din cauza supraproductiei de ROS sau
deteriorarii sistemului antioxidant. Acest fenomen duce la cresterea nivelului intracelular de
SRO care depasesc toleranta celulara si poate fi cuantificat prin diferite metode [141].

In aceasti teza pentru evaluarea cantitativa a nivelului de stres oxidativ a fost aplicat
testul cu tetrazolium nitroblue (NBT). In cazul cand in celule este o stare de echilibru intre
formarea si eliminarea SRO, valorile testului NBT sunt neglijabile, in timp ce in cazul stresului
oxidativ aceste valori sunt foarte ridicate. Etapa de cercetare descrisa in continuare a constat in
monitorizarea elimindrii SRO de catre culturile microbiene sub influenta compusilor chimici
aplicati individual si in combinatie cu compusii de origine naturala. Rezultatele obtinute pentru
tulpina Staphylococcus aureus ATCC 25923 sunt prezentate in figura 4.6. In cazul
Staphylococcus aureus cultura celulara netratatd prezinta un nivel de stres minimal extrimat prin
cea mai joasd absorbantd Inregistratd in acestd serie experimentald. De asemenea a fost
determinat si nivelul de stres provocat de aplicarea individuald a compusilor de origine naturala.
Absorbanta produselor de reducere a tetrazoliului nitroblue in cazul preparatului BioR a fost de
0,037+0,006, in cazul extractului din biomasa de spirulind — de 0,047+0,003; si de 0,070+0,001
in cazul enotaninei hidrosolubile. Valorile inregistrate pentru preparatul BioR sunt foarte
apropiate de cele specifice controlului netratat. O crestere cu 27% a nivelului de SRO fasa de
martorul netratat s-a observat la aplicarea extractului din biomasa de spirulind si o dublare a
nivelului de stres a fost atestatd in cazul aplicarii enotaninei hidrosolubile. Rezultatele obtinute
permit sa afirmam, ca preparatul BioR nu poate fi considerat ca un potential produs care induce
stresul oxidativ la Staphylococcus aureus, iar extractul de spirulina si enotanina hidrosolubila
provoaca un stres moderat in celulele patogenului, efectul lor fiind destul de modest comparativ
cu cel al compusilor chimici si a combinatiilor acestora cu compusii de origine naturala.
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Figura 4.6. Formarea SRO. Efectul compusilor chimici activi asupra tulpinii
Staphylococcus aureus ATCC 25923 in combinatie cu compusii de origine naturala :
1. Ni (HL?)>Cl (CMSA 68); 2. Cu(L")H,0 (VGB 16) ; 3. Cu(HL?)NO3-H,O( VB 24);

4. Cu(HL"C1-H,0 (VGB 1); 5. Cu(HL!) CI( VGB 2); CBM - control biomasi netratati (*
p<0,005 pentru diferentd fatd de Compusul M; °- p<0,05 pentru diferenti fatd de Compusul M; L
pentru compusul 1, tab.2.1; L pentru compusii 2-5, tab.2.4)

Stresul oxidativ provocat de compusii chimici testati a fost destul de uniform, si doar
VGB 1 a avut un efect mai pronuntat. Activitatea compusilor CMSA 68, VGB 1 si VGB 2 nu a
fost modificata la combinarea acestora cu preparatul BioR, extractul de spirulind sau enotanina
solubila, pastrandu-se aceleasi valori ale produselor de reduere a tetrazoliului nitroblue. in
schimb, activitatea a doi compusi: VGB 16 si VGB 24 a fost maritd semnificativ de preparatul
BioR, iar cea a ultimului compus, de asemenea a fost maritd si de extractul obtinut din biomasa
de spirulina.

Rezultatele obtinute pentru Bacillus cereus sunt prezentate in figura 4.7. In cazul acestui
microorganism Gram+ cultura celulara netratatd elimind un nivel minimal de produse ale
reducerii NBT (Abs 575=0,035+0,0056). Compusii de origine naturald aplicati la cultura de
Bacillus cereus fiecare individual nu au modificat semnificativ valorile absorbantei NBT redus.
Astfel, absorbanta produselor de reducere a tetrazoliului nitroblue 1in cazul preparatului BioR a
fost de 0,030+£0,004, in cazul extractului din biomasa de spirulind — de 0,034+0,0037; si de
0,035+0,0049 in cazul enotaninei hidrosolubile. Rezultatele obtinute permit sd afirmam, ca
compusii de origine naturald nu pot fi considerati ca potentiali produsi care induc stresul oxidativ

la tulpina Bacillus cereus TUCK 8035.
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Figura 4.7. Formarea SRO. Efectul compusilor chimici activi asupra tulpinii Bacillus
cereus 'ICK 8035 in combinare cu compusii de origine naturala: 1. Cu(HLYH)CI-H.0 ( VGB
1); 2. Cu(HLHCI ( VGB 2); 3. Cu(HL*NO3-H,0 ( VGB 24); 4. Cu(HL"C1 ( VGB 26); 5.
Co(HL*) NOs3( VGB 23);CBM - control biomasi netratati (*- p<0,00053, ®- p<0,05 pentru
diferenta fata de Compusul M; L, tab.2.4)

Cei cinci compusi selectati ca fiind eficienti fatd de Bacillus cereus au demonstrat
eficientd inaltd la un nivel comparabil fatd de tulpina de referinta. Valorile absorbantei NBT
redus Tn cazul acestora au fost de 4,1 -5,2 ori mai mari decat cele inregistrate Tn cazul culturii
bacteriene netratate.

Combinarea compusilor chimici cu cei de origine naturald au produs efectele
antimicrobiene doar in cazul extractelor din spirulind. Atat preparatul BioR, cat si extractul din
biomasa de spirulind au produs o crestere a eficientei compusilor chimici testati. In cazul a trei
dintre compusii testati, si anume VGB 1, VGB 2 si VGB 26 efectul de potentare a actiunii a fost
observat atit la combinarea compusului cu preparatul BioR, cat si cu extractul de spirulind.
Actiunea VGB 23 a fost potentatd doar de preparatul BioR, iat cea a VGB 24— doar de extractul
de spirulina. in cazul ultimului compus efect sinergic a fost observat si la combinarea lui cu
enotanina hidrosolubild, acesta fiind unicul exemplu pozitiv cu enotanina in seria experimentala
analizata aici.

Tulpinile de bacterii Gram - studiate par a fi mai sensibile in ceea ce tine de formarea
speciilor reactive ale oxigenului ca raspuns la actiunea compusilor chimici tiosemibarbazonici
aplicati independent sau In combinatie cu compusii de origine naturala. Valorile obtinute pentru
NBT redus in cazul tulpinilor Escherichia coli ATCC 259223 si Salmonella enterica TUCK
03/03y le depasesc pe cele obtinute pentru tulpinile Gram+ de 4.0-6.5 ori (figurile 4.8., 4.9). O

altd deosebire a raspunsului tulpinilor Gram- consta in faptul, ca producerea de specii reactive
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ale oxigenului sub influenta ampicilinei este mai joasa decat sub influenta compusilor chimici si
a combinatiilor lor.

Rezultatele obtinute cu referire la eliberarea speciilor reactive ale oxigentului de catre
cultura Escherichia coli ATCC 259223 pot fi urmarite in figura 4.8.

Nivelul de fon al SRO la aceastd tulpina este nesemnificativ, valoarea absorbantei fiind
de 0,04:£0,0031. In cazul tratarii culturii cu ampicilina aceasta valoare este de 11,5 ori mai mare,
iar valoarea absorbantei constituie 0,495+0.023. Compusii de origine naturald au ardtat
urmatoarele valor ale Abs s75: 0,029+0,003 pentru BioR; 0,033+0,0021 pentru extractul de
spirulind si 0,059+0,0044 pentru enotanina hidrosolubila. Astfel, doar ultima are potential in
ceea ce tine de generarea excesiva a speciilor reactive ale oxigenului, extractele in baza de

spirulina fiind lipsite de aceasta proprietate.
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Figura 4.8. Formarea SRO. Efectul compusilor chimici activi asupra tulpinii Escherichia
coli ATCC 259223 in combinare cu compusii de origine naturala:

1. Ni HL*)2Cl( CMSA 68); 2. Co(HL")>Cl (CMSA 25); 3. Cu(L")H20 (VGB 16); 4. Cu(HL*)Cl
(VGB 28); 5. Cu(HL*)CI(VGB 26); CBM — control biomasi netratati; (* p<0,0005 pentru
diferenta fatd de Compusul M; °- p<0,05 pentru diferenta fatd de Compusul M; L pentru
compusii 1,2, tab.2.1; L pentru compusii 3-5, tab.2.4)

Actiunea compusului VGB 26 este unicul dintre cei selectati, activitatea caruia nu a fost
amplificata de compusii de origine naturald. O tendintd de crestere statistic semnificativa
(p<0,05) a capacitatii de a genera SRO a compusului VGB 16 a fost observata la combinarea
acestuia cu preparatul BioR, iar enotanina hidrosolubila a produs efec sinergic la combinarea cu

CMSA 68 , CMSA 25, VGB 16 si VGB 28. In toate cele patru cazuri mentionate cresterea
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nivelului de SRO generate in celulele bacteriene la combinarea compusilor respectivi cu
enotanina hidrosolubila este destul de importanta, la un nivel de semnificatie statistica p<0,0005,
deosebindu-se de efectul compusului aplicat in mod individual.

Rezultatele obtinute in cazul tulpinii Salmonella enterica TUCK 03/03y sunt prezentate
in figura 4.9. Nivelul de fon al SRO la aceastd tulpind este nesemnificativ, valoarea absorbantei
fiind de 0,052+0,0035. in cazul aplicarii ampicilinei aceasta valoare este de 10,8 ori mai mare si
constituie 0,561+0.014. Compusii de origine naturald au ardtat urmatoarele valori ale Abs s7s:
0,059+0,004 pentru BioR; 0,062+0,01 pentru extractul de spirulind si 0,076+0,01 pentru
enotanina hidrosolubila. Ca si in cazul tulpinii Escherichia coli, doar enotanina hidrosolubila are
potential in ceea ce tine de generarea excesiva a speciilor reactive ale oxigenului, iar extractele
din spirulina sunt lipsite de aceasta proprietate.

Compusii chimici selectati ca fiind activi fata de tulpina Salmonella enterica TYICK
03/03y aplicati individual au podus o eliberare de specii reactive de oxigen la un nivel
comparabil intre ei, valorile Abs 575 incadrtndu-se intre 0,672+0,010 si 0,837+0,016. Activitatea
compusului cloro(2-(2-hidroxi-3-nitrobenziliden)-N-(prop-2-en-1-il)hidrazincarbotioamido) cup
ru nu a fost modificat in cazul combinarii lui cu extractele din spirulind si enotanina
hidrosolubila. In cazul celorlalti patru compusi au fost inregistrate efecte sinergice de diferita
amplitudd. Enotanina hidrosolubild a amplificat actiunea de generare a SRO a celor 4 compusi de
1,4-2,0 ori. Si extractele din spirulind (preparatul BioR si ES) de asemenea, au avut efect de
amplificare a efectului compusilor chimici, dar acesta a fost mult mai modest — de pana la 20 %

fatd de compusul aplicat in mod individual.
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Figura 4.9. Formarea SRO. Efectul compusilor chimici activi asupra tulpinii Salmonella

enterica TUCK 03/03y in combinare cu compusii de origine naturala:

1. Cu(L)NO3-2H>0; 2. Cu(HLHCI-H,0; 3. Cu(L")H>0; 4. Cu(HL*CI; 5. Cu(HL*Cl; CBM —
control biomasi netratati; (* p<0,0005 pentru diferenti fatd de Compusul M; °- p<0,005 pentru

diferenta fatd de Compusul M; L pentru compusul 1, tab.2.3; L pentru compusii 2-5, tab.2.4).

Rezultatele pentru tulpina Candida albicans ATCC 10231 pot fi urmarite in figura 4.10.
In cazul tulpinii de fungi levuriformi actiunea compusilor chimici si a combinatiilor acestora cu
extractele din spirulind si enotanina hidrosolubild a fost comparatd cu actiunea nistatinei. Abs 575
pentru antifungcul de referinta a constituit 0,7354+0,0083, de 6,44 ori mai mult comparativ cu
nivelul de referinta in cultura netratata, care a fost de 0,11440,0098.

Compusii de origine naturald au aratat urmatoarele valori ale Abs s75: 0,273+£0,013 pentru
BioR; 0,224+0,009 pentru extractul de spirulina si 0,283+0,02 pentru enotanina hidrosolubila.
Din aceste rezultate reiese cd cantitatea de SRO eliberate de celule sub actiunea celor trei
compusi de origine naturald este de 2,39; 1,96 si 2,48 ori mai mare ca nivelul de fon specific
culturii netratate. Spre deosebite de bacteriile Gram + si cele Gram - studiate in aceasta lucrare,
in cazul tulpinii Candida albicans ATCC 10231 extractele din spirulind si enotanina
hidrosolubila provoaca producerea excesiva a specilor reactive ale oxigenului, ceea ce le face

atractive pentru studiile ulterioare.
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Figura 4.10. Formarea SRO. Efectul compusilor chimici activi asupra tulpinii Candida
albicans ATCC 10231 in combinare cu compusii de origine naturali: 1.Ni HL?),Cl( CMSA
68); 2. Co(HL'),Cl (CMSA 25); 3. Cu(HL*)NO3-H>0 ( VGB 24); 4. Co(HL*),NO3 ( VGB 23);

5. Cu(HL*CI ( VGB 28); CBM — control biomasi netratati; (*- p<0,0005 pentru diferenti fati
de Compusul M; °- p<0,05 pentru diferenti fati de Compusul M; L pentru compusii 1,2, tab.2.1;
L pentru compusii 3-5, tab.2.4).

Cea mai mica (dintre compusii testati) cantitate de SRO s-au format in celulele fungice la
aplicarea compusului VGB 28 . In acelasi timp mentiondm, ci nivelul SRO in acest caz il
depaseste pe cel din cultura de referintd de 5 ori. Ceilalti 4 compusi: CMSA 68 , CMSA 25,
VGB 24 si VGB 23 aplicati individual fiecare au provocat producerea de cantitati similare de
SRO.

Compusii de origine naturala s-au dovedit a fi sinergici compusilor chimici testati, astfel
ca in toate variantele de combinatii am obtinut o crestere semnificativa a nivelului de SRO fata
de varianta compusului aplicat de unul singur. in cazul CMSA 68 , CMSA 25 si VGB 23 efectele
sinergice ale celor trei compusi naturali au fost foarte apropiate intre ele, fard diferente
semnificative statistic, in timp ce in cazul compusilor: VGB 24 si VGB 28 se vede clar o crestere
a intensitatii sinergiei de la BioR la ES si la Enotanina hidrosolubild. Cel mai pronuntat efect a
fost obtinut in cazul combinatiei VGB 28 cu enotanina hidrosolubila, in care se inregistreaza cel
mai Tnalt nivel de SRO.

Astfel, este clar, cd efectul antimicrobian al compusilor chimici noi este asociat cu
generarea excesivi a specilor reactive ale oxigenului, care provoaca starea de stres oxidativ. In

toate variantele experimentale nivelul SRO depaseste semnificativ nivelul lor in cultura netratata,
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fiind comparabil sau chiar mai mare fatd de nivelul de SRO indus de substantele antimicrobiene
de referintd. Nivelul de SRO este mult mai inalt la tulpinile de bacterii Gram- si la Candida
albicans comparativ cu bacteriile Gram+. Enotanina solubila aplicatd de una singura are efecte
de inducere a procesului de generare excesiva a SRO, in special la bacteriile Gram- si la Candida
albicans. La fel, Candida albicans raspunde prin cresterea semnificativd a SRO 1n prezenta
preparatului BioR si a extractului din spirulina. are un efect sinergic fata de compusii chimici in
ceea ce priveste producerea de SRO in combinare cu majoritatea compusilor testati si la toate
tulpinile microbiene cercetate, cu o amplitudine mult mai inaltd in cazul bacteriilor Gram- si a
tulpinii fungice Candida albicans. Preparatul BioR si extractul din biomasa de spirulind de
asemenea au actiune sinergica in ceea ce tine de producerea de SRO de catre Candida albicans
ATCC 10231 la combinare cu compusii chimici selectati pentru activitatea lor antifungica.
Stresul oxidativ este cauza degradarii oxidative a lipidelor, inclusiv a celor membranare.
Ca rezultat, se modifica structura si permeabilitatea acestora, astfel, cd scurgerea componentelor
celulare in mediul extracelular poate avea la baza formarea excesiva a speciilor reactive ale
oxigenului. Analiza corelationald a rezultatelor obtinute in cadrul celor doua teste (eliberarea de

AN sau LDH si eliberarea de SRO) sustine aceasta ipoteza (figura 4.11).
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Figura 4.11. Corelarea dintre nivelul speciilor reactive ale oxigenului si cel de eliberare a
acizilor nucleici/lactatdehidrogenazei intracelulare la tulpinile microbiene sub influenta
compusilor chimici noi si a conbinatiiilor cu combinatiilor lor cu compusi de origine

naturala.

Analiza corelationald a intregului masiv de date experimentale, care a fost acumulat,
pentru toate cele 5 tulpini microbiene au fost identificate corelari puternice si foarte puternice
intre rezultatele celor doud teste analizate, astfel ca putem vorbi despre faptul, cd producerea
excesiva de specii reactive de oxigen intr-adevar una din cauzele determinante ale scurgerilor de
continut intracelular in spatiul extracelular, sau cel putin, ca aceste doua evenimente (producerea
de SRO si eliberarea de continut) au paterne foarte asemanatoare de modificare in conditiile
actiunii factorilor cu potential toxic mai mult sau mai putin pronuntat. Cel mai semnificativ nivel
de corelare intre rezultatele testului SRO si de eliberare a continutului intracelular a fost in cazul
tulpinii Bacillus cereus TUCK 8035 (r=0.930), urmat de Escherichia coli ATCC 259223 (0.898),
Candida albicans ATCC 10231(r=0.883) si Salmonella enterica TUCK 03/03y (r=0.878). In
cazul tulpinii Staphylococcus aureus ATCC 25923 valoarea coeficientului Pearson este de 0.727.

In acelasi timp observam o grupare a rezultatelor pe clustere, ceea ce ne-a determinat si
analizam grupurile de substante separat. Astfel, au fost analizate rezultatele obtinute pentru cele
doua teste in cazul aplicarii compusilor chimici; compusilor chimici in combinatie cu preparatul
BioR; compusilor chimici in combinare cu extractul de spirulind; compusilor chimici in
combinare cu enotanina hidrosolubild. Figura 4.12 demonstreaza rezultatele obtinute pentru

tulpina Candida albicans ATCC 10231.
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Figura 4.12. Corelarea dintre nivelul speciilor reactive ale oxigenului si cel de eliberare a
lactatdehidrogenazei intracelulare la Candida albicans ATCC 10231 sub actiunea
compusilor chimici aplicati individual versus aplicati in combinatie cu compusii de origine

naturala

Rezultatele obtinute aratd, ca numai in cazul tratdrii culturii de fungi levuriformi cu
compusi chimici aplicati individual, se observa o corelare puternica dintre cantitatea de specii
reactive ale oxigenului formate si eliberarea lactatdehidrogenazei intracelulare (1=0.894). Astfel,
stresul oxidativ generat de substantele chimice este cauza determinantd a permeabilititii
anormale a membranei celulare sau chiar a deteriorarii fizice a acesteia.

Situatia este complet diferitd in cazul aplicarii compusilor chimici in combinare cu
extractele din spirulini si enotanina hidrosolubila. In cele trei grupuri de date selectate pentru
analizi corelarea dintre cantitatea SRO si cantitatea de LDH eliberati nu a fost depistati. In
acelasi timp, este evident efectul antimicrobian al acestor combinatii, care cel putin nu este mai
mai mic decat efectul compusilor chimici aplicati individual, iar in multe cazuri — 1l depdseste
semnificativ pe acesta. De asemenea nu a fost identificata o corelare a rezultatelor acestor doua
teste Tn cazul aplicarii compusilor de origine naturald, in acest caz relatia fiind descrisd de
formula y = 488.27x - 71.926, R? = 0.2063, iar r=0.486. Rezultatele obtinute ne conduc spre

idea, ca spre deosebire de compusii chimici, substantele naturale si combinatiile lor cu compusii
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chimici isi realizeaza efectul antimicrobian prin mai multe mecanisme, iar stresului oxidativ nu 1i
revine un rol determinant 1n dereglarea permeabilitatii membranare.

Rezultate asemanatoare au fost obtinute si In cazul altor doud dintre tulpinile studiate:
Escherichia coli ATCC 259223, si Staphylococcus aureus ATCC 25923, in cazul carora actiunea
compusilor chimici noi este asociata cu o corelare Tnalta intre producerea de SRO si eliberarea de

acizi nucleici Tn mediul extracelular (figura 4.13).
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Figura 4.13. Corelarea dintre nivelul speciilor reactive ale oxigenului si cel de eliberare a

acizilor nucleici intracelulare la tulpinile bacteriene sub influenta compusilor chimici noi.

Cel mai semnificativ nivel de corelare intre rezultatele testului SRO si de eliberare a
continutului intracelular a fost in cazul tulpinii Escherichia coli ATCC 259223 (r=0.829), in timp
ce in cazul combinatiilor acestor compusi cu BioR, ES si enotanina valoarea coeficientului de
determinare R? a fost intre 0.009 si 0.488. in cazul tulpinii Staphylococcus aureus ATCC 25923
coeficientul de corelare este egal cu 0.759 pentru actiunea compusilor chimici, iar R? a fost intre
0.0047 s1 0.1019. Valori neglijabile ale coeficientului de corelare s-au obtinut si in cazul analizei
clusterului de date obtinut ca urmare a actiunii compusilor de origine naturala asupra acestor
doua tulpini. Un caz aparte prezintd tulpina Salmonella enterica TUCK 03/03y in cazul céreia
corelarea intre nivelul de SRO produse si nivelul de pierdere a continutului celular a fost
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obsrvata in cazul aplicdrii compusilor de origine naturald (r=0.817) si intr-o masurd mai mica, in
cazul combinatiei dintre compusii chimici si enotanina hidrosolubila.

Astfelel, la 4 dintre cele 5 tulpini bacteriene, pierderea continutului intracelular sub
actiunea compusilor chimici noi cu activitate antimicrobiana, este asociatd cu producerea in
exces a speciilor reactive ale oxigenului, iar in cazul uneia — sub actiunea compusilor de origine
naturald. In cazul combinatiilor dintre compusii chimici si cei naturali stresul oxidativ nu este

unicul mecanism prin care are loc eliberarea continutului celular in mediul extracelular.

4.3. Influenta compusilor antimicrobieni noi asupra unor procese enzimatice la

Escherichia coli coli ATCC®25923™ si Staphylococcus aureus ATCC®25922™

Staphylococcus aureus si Escherichia coli sunt doi patogeni care prezintd cauza
principald a bacteriemiei comunitare dobandite si celei spitalicesti. Staphylococcus aureus este
agentul patogen cel mai frecvent izolat din infectiile pielii umane si este principala cauzad a
infectiilor nosocomiale la nivelul plagilor.

Ambii agenti patogeni posedad un arsenal bogat de factori de virulentd, principalii fiind
toxinele si sistemul enzimatic extra si intracelular. Datorita acestor factori de virulenta patogeni,
in special formele lor rezistente la actiunea antibioticelor, evitd actiunea sistemului imunitar al
gazdei, conducand la infectii recurente / cronice, inflamatie de lungd duratd si vindecare
intarziata. Infectiile initial usoare se pot dezvolta in infectii invazive care in cele din urma duc la
septicemie. Printre factorii de virulenta produsi de Staphylococcus aureus sunt toxinele, factorii
imunomodulatori si exoenzimele (proteaze, lipaze, nucleaze, catalaza, superoxid dismutaza,
coagulaza, betalactamaza s.a.).

Rezulltatele expuse in subcapitiolele 4.3 si 4.2 conduc spre concluzia, ca o contributie
majord in manifestarea unui efect antimicrobian ca urmare a actiunii diferitor tipuri de substante,
o are stresul oxidativ. Este evident, ca speciile reactive ale oxigenului sunt prezente intr-o
cantitate importantd in biomasa microbiand tratatd cu substante chimice si cu combinatiile
acestora cu substantele de origine naturala. Pentru anihilarea acestora celulele bacteriene sunt
inzestrate cu mecanisme de protectie, prima linie fiind constituitd de enzimele antioxidante
primare — superoxiddismutaza si catalaza [212]. Efectele pozitive ale superoxiddismutazei si
catalazei in protectia patogenilor contra mecanismelor de protectie ale gazdei au fost observate
de mai multi cercetatatori [36, 50].

Astfel, In continuarea cercetarii a fost studiat efectul compusilor chimici selectati pentru
activitatea lor pronuntatd asupra celor doua tulpini - Staphylococcus aureus ATCC 25922 si
Escherichia coli coli ATCC 25923 , precum si a compusilor de origine naturald si a
combinatiilor dintre ei asupra activitatii a doud enzime cheie ale protectiei antioxidante — SOD si
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CAT. Compusii de origine naturald testati de noi au modificat activitatea acestor enzime in
directia inhibarii sau nu au produs modificari semnificative. Rezultatele sunt prezentate in tabelul
4.1. Preparatul BioR si extactul din spirulind au produs modificari mai putin pronuntate ale
activitatii enzimelor SOD si CAT la cele doua tulpini bacterine. Astfel, preparatul BioR aplicat
in concentratie de 0,626 mg/mL a dus la scadere neinsemnata (de pana la 6%) a activitatii SOD
la ambele tulpini si nu a modificat activitatea catalaze. Efectele extractului din spirulind a fost
diferit In cazul celor doud tulpini. Astfel, in cazul Staphylococcus aureus activitatea SOD a
scazut comparativ cu martorul si a constituin 87.3% M, in timp ce activitatea catalazei a ramas

nemodificata. In cazul Escherichia coli activitatea ambelor enzime a ramas la nivelul martorului.

Tabelul 4.1. Efectul compusilor de origine naturala asupra activitatii enzimelor

antioxidante la Staphylococcus aureus ATCC 25922 si Escherichia coli coli ATCC 25923

Tulpina Compusul de Concentratia, Activitatea enzimaticia, U/mL
origine naturala mg/mL SOD CAT
Staphylococcus Preparatul BioR | 0,626 428,555+8,712* 10,099+0,149
aureus ATCC | Extractul din | 2,500 395,539+9,947*** | 10,098+0,108*
25922 spirulind
Enotanina 3,000 303,992+17,358%*** | 5489+0,096%**
hidrosolubila
Martor - 453,74+6,556 10,466+0,163
Escherichia coli coli | Preparatul BioR | 0,626 44,283+1,586 8,295+0,080
ATCC 25923 Extractul din | 2,500 47,652+2,656 8,677+0,161
spirulind
Enotanina 3,000 23,360£2,316%** 4,924+0,058%**3*
hidrosolubila
Martor - 46,675+2,504 8,402+0,184

#p<0,05; *¥¥p<0,001

Un efect pronuntat inhibitor a fost observat in cazul aplicérii enotaninei hidrosilibile.
Astfel, la tulpina S.aureus activitatea SOD a fost redusa cu 33%, iar cea a CAT — cu 45% fata de
martor. in cazul tulpinii E.coli efectul inhibitor al enotaninei de asemenea, s-a manifestat. Astfel,
activitatea SOD s-a redus in jumatate, iar activitatea catalazei — cu 39% fata de martor.

Efectul compusilor chimici noi aplicati individual si in combinatie cu compusii de origine
naturald asupra activitdtii superoxiddismutazei la Staphylococcus aureus ATCC 25923 este
prezentat in figura 4.14. Computii chimici produc o reducere semnificativa, cu 32-54%, a
activitatii SOD fata de martor. In acelasi timp, efectul realizat de antibioticul de referinti a rimas
mai pronuntat. In cazul acestuia reducerea activititii SOD a fost cu 65% fata de martor.
Preparatul BioR s-a manifestat ca fiind sinergic doar in asociere cu compusul VGB 2. Extractul
din biomasa de spirulina, de asemenea, a amplificat efectul inhibitor al 3 dintre compusii chimici
- VGB 16, VGB 24 si VGB 2. In cazul compusului CMSA 68 efectul combinirii lui cu extractul

din spirulina a dus la diminuare efectului compusului aplicat individual.
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Figura 4.14. Activitatea supeoxiddismutazei. Efectul compusilor chimici activi asupra
tulpinii Staphylococcus aureus ATCC 25923 in combinatie cu compusii de origine naturala:
1. Ni HL?),Cl (CMSA 68); 2. Cu(L")H20( VGB 16); 3. Cu(HL*)NO3-H20 ( VGB 24); 4.
Cu(HLHC1-H,0( VGB 1); 5. Cu(HLHCI( VGB 2); CBM - control biomasi netratati (*- p<0,005
pentru diferenta fati de Compusul M; °- p<0,05 pentru diferentd fatd de Compusul M; L pentru
compusul 1, tab.2.1; L pentru compusii 2-5, tab.2.4).

Cel mai pronuntat efect sinergic l-a avut combinatia dintre compusii chimici cu enotanina
hidrosolubila. Efectul inhibitor ale acestor combinatii s-a apropiat de cel al ampicilinei, iar In
cazul combinatiei cu CMSA 68 si VGB 2 1-a depasit pe acesta. Ultimul compus demonstreaza
cele mai bune performante atit individual, cat si In combinatie sinergicd cu enotanina
hidrosolubila.

Mult mai pronuntat este efectul compusilor chimici si a combinatiilor asupra activitatii
catalazei la Staphylococcus aureus ATCC 25923 (figura 4.15), scaderea fiind de 2,2 — 5,1 ori.
Combinatiile au fost mai eficiente comparativ cu compusul aplicat individual 1n cazul a trei
compusi chimici —~VGB 16, VGB 24 si VGB 2. In cazul celorlalti doi compusi efectele sinergice
au fost semnificative doar in cazul combinarii cu enotanina hidrosolubild. Efectul inhibitor al
combinatiilor cu enotanina doar in cazul compusului VGB 2 a fost mai slab ca efectul
ampicilinei. In cazul celorlalti compusi efectul sinergic a fost similar efectului produs de
antibioticul de referintd sau chiar mai semnificativ. Cele mai joase valori pentru activitatea
catalazei la S.aureus au fost generate de compusul CMSA 68 , si in special combinatia lui cu
enotanina solubild. In acest caz activitatea CAT constituie 13% din activitatea catalazei in

biomasa bacteriana netratata.
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Figura 4.15. Activitatea catalazei. Efectul compusilor chimici activi asupra tulpinii
Staphylococcus aureus ATCC 25923 in combinatie cu compusii de origine naturala : 1. Ni
(HL*),Cl; 2. Cu(L")H20; 3. Cu(HL*)NO;-H,0; 4. Cu(HL")C1-H20; 5. Cu(HL")Cl; CBM —
control biomasa netratata (*- p<0,005 pentru diferenta fatd de Compusul M; °- p<0,05 pentru

diferenta fata de Compusul M; L pentru compusul 1, tab.2.1; L pentru compusii 2-5, tab.2.4).

La tulpina Escherichia coli ATCC 259223 atat compusii chimici aplicati individual, cat si
in asociere cu compusii de origine naturald au provocat reduceri semnificative ale nivelului de
activitate a enzimelor antioxidante superoxiddismutaza si catalaza. Rezultatele obtinute pot fi
urmdrite in figurile 4.16 s1 4.17. Activitatea SOD la Escherichia coli scade cu 27-95%
comparativ cu martorul, la actiune compusilor chimici aplicati individual. Cel mai activ inhibitor
al activitatii SOD s-a dovedit a fi compusul CMSA 68, sub influsenta cdruia nivelul de activitate
al SOD ajunge la acelasi nivel, ca si in cazul aplicarii antibioticului de referinti. In cazul altor
compusi chimici, totusi, activitatea SOD ramane semnificativ mai mare comparativ cu cultura
tratatd cu ampicilind. Combinatia compusilor chimici cu cei de origine naturald au avut efecte
variate asupra activitatii SOD. Astfel, in cazul a doi compusi CMSA 68 si VGB 16 extractul din
spirulind ES a dus la micsorarea efectului inhibitor al compusului chimic aplicat de unul singur,
iar in cazul primului dintre acesti compusi preparatul BioR a avut un efect similar.

Doar in cazul unui singur compus, si anume a VGB 1, extractul de spirulina ES a avut
efect sinergic cu compusul in ceea ce tine de activitatea SOD. O actiune sinergica cu toti
compusii chimici a avut-o enotanina hidrosolubild, care a redus practic de 2 ori activitatea SOD

comparativ cu nivelul obtinut la tratarea cu compusul chimic.
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Figura 4.16. Activitatea supeoxiddismutazei. Efectul compusilor chimici activi asupra
tulpinii Escherichia coli ATCC 259223 in combinare cu compusii de origine naturala: 1. Ni
HL?),C1( CMSA 68); 2. Co(HL")>CI( CMSA 25); 3. Cu(HL)C1 H20 (VGB 1); 4. Cu(HL*%)ClI
(VGB 26); 5. Cu(HLHCI1 ( VBG 28); CBM — control biomasi netratati; (*- p<0,0005 pentru
diferenti fatd de Compusul M; °- p<0,05 pentru diferenti fatd de Compusul M; L pentru
compusii 1,2, tab.2.1; L pentru compusii 3-5, tab.2.4).

In cazul compusului CMSA 68 combinat cu enotanina hidrosolubila activitatea SOD a

fost inhibata complet.
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Figura 4.17. Activitatea catalazei. Efectul compusilor chimici activi asupra tulpinii
Escherichia coli ATCC 259223 in combinare cu compusii de origine naturali: 1. Ni HL?).CI
( CMSA 68); 2. Co(HL"),Cl; 3. Cu(L")H,0; 4. Cu(HL*)Cl; 5. Cu(HL*)Cl; CBM — control
biomasi netratati; (% p<0,0005 pentru diferenta fatd de Compusul M; °- p<0,05 pentru diferenti
fatd de Compusul M; L pentru compusii 1,2, tab.2.1; L pentru compusii 3-5, tab.2.4).
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Compusii chimici s-au dovedit a fi mult mai eficienti in ceea ce tine de inhibarea
activitatii catalazei. Cu exceptia VGB 1, toti ceilalti compusi aplicati individual au produs la
diminuarea activitatii CAT pana la un nivel mai jos decéat cel indus de ampicilind. Combinarea
compusilor chimici cu cei naturali duc la manifestarea efectelor diverse — de la diminuarea
efectului de inhibitie, pand la amplificarea semnificativa a acestuia. Ca si in cazurile analizate
anterior, enotanina hidrosolubild s-a dovedit a fi cel mai eficient compus sinergist pentru
compusii chimici 1n inhibarea activitatii CAT.

Astfel, in cercetdrile descrise mai sus a fost evidentiat un compus chimic - CMSA 68 , si
unul natural — enotanina hidrosolubild, care atat individual, cat si In combinatie dau efecte
performante in ceea ce priveste inhibarea activitatii enzimelor antioxidante la Staphylococcus
aureus si Escherichia coli. In cazul combinatiei acestor doi compusi se obtine o inhibare
completi a activititii catalazei si o reducere de pana la 10 ori a activitatii SOD. In aceste conditii
ne-am fixat drept scop identificarea posibilitatii de a aplica concentratii mai mici ale compusilor
respectivi cu efecte inhibitoare Tnalte asupra sistemului de protectie antioxidanta a bacteriilor.

Pentru aceasta au fost aplicate concentratii mai mici si egale cu concentratia minima de
inhibitie pentru enotanina: 0,75 mg/mL; 1,50 mg/mL si 3 mg/mL, astfel, ca culturile microbiene
sd ramana viabile pe durata actiunii compusului antimicrobian. Durata contactului culturii
bacteriene cu enotanina hidrosolubila a fost de 24 ore, dupd care biomasa a fost colectata, iar
testele enzimatice au fost efectuate atat in lichidul cultural, cat si in extractele celulare obtinute.
In aceastd serie de experiente s-au cuantificat separat exoenzimele eliminate si endoenzimele
celulare.

Activitatea exoenzimelor dupa incubarea culturilor de S.aureus si E.coli cu enotanina
hidrosolubila, comparativ cu culturile crescute pe mediu standard sunt prezentate in figura 4.18.
Ambele culturi microbiene se caracterizeazd prin activitate pronuntatd a enzimelor antioxidante
catalaza si superoxiddismutaza in mediul extracelular. La stafilococ de asemenea se mai atesta si
o0 activitate proteolitica. Aceasta din urma scade semnificativ (cu peste 45% fatd de martor) la
toate concentratiile de enotanind aplicate. Diferentda semnificativa intre variantele cu diferite
concentratii nu au fost depistate. Activitatea enzimelor antioxidante (SOD si CAT) de asemenea
scade la Staphylococcus aureus ATCC 25922. Aceasta scadere este dozd-dependenta si este mai

pronuntata la concentratiile de 1,5 si 3,0 mg/mL compus antibacterian.
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Fig.4.18. Modificarea activititii exoenzimelor la Staphylococcus aureus ATCC®25922™ si

Escherichia coli ATCC®25923™ la interactiunea culturilor cu enotaninula hidrosolubila.

In cazul tulpinii Escherichia coli ATCC 25923 rezultatele obtinute difera. Astfel, la
adaugarea enotaninei se atestd o crestere semnificativa a activitatii catalazei (la concentratia de
0,75 mg/mL) si a superoxid dismutazei (la concentratia de 1,50 mg/mL). In schimb concentratia
de 3 mg/mL, care a fost stabilitd ca fiind minim inhibitorie, duce la o sciddere de peste 2 ori a
activitatii superoxid dismutazei si de aproape 2 ori a catalazei.

Activitatea enzimelor antioxidante intracelulare de asemenea se modifica la interactiunea
culturilor microbiene cu enotanina hidrosilubila.

Rezultatele obtinute sunt prezentate in figura 4.19.
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Fig.4.19. Modificarea activitatii endoenzimelor antioxidante la Staphylococcus aureus
ATCC®25922™ si Escherichia coli ATCC®25923™ ]a interactiunea culturilor cu
enotanina hidrosolubila
Concentratiile mai joase decat cea minim inhibitorie duc la crestere semnificativd a

activitatii catalazei si superoxiddismutazei, in timp ce concentratia inaltd de enotaninad (3,0
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mg/mL) a provocat o scddere pronuntatd a activitatii enzimelor antioxidante In interiorul
celulelor bacteriene. Astfel, am observat, ca enotanina are actiune similard asupra activitatii
enzimelor antioxidante intracelulare in cazul ambelor culturi microbiene studiate. La concentratii
mai joase decat cea minima de inhibitie are loc o crestere a activitdtii acestor enzime, iar la
concentratia stabilitd ca filnd minimd de inhibitie (3 mg/mL) are loc o inhibare puternica a
activitatii enzimatice antioxidante, ceea ce poate fi una din explicatiile dereglarii mecanismelor
de protectie a culturii bacteriene si inhibarii procesului de crestere a culturii.

Cercetarile realizate anterior au permis evidentierea unui compus chimic nou - CMSA 68
- cu efect anti micro bian pronuntat asupra tulpinilor Staphylococcus aureus ATCC®25922 si
Escherichia coli ATCC®25923™ . CMI pentru ambele tulpini a fost de 1,5 pg/mL. In
exeperinta ulterioard au fost testate concentratiile mai joase, si anume cele de 0,4; 0,8 si 1,3
pg/mL aleacestui compus asupra celor doud tulpini de microorganisme. Rezultatele obtinute sunt
prezentate in tabelul 4.2.

Efectul compusului testat asupra activititii exoenzimelor eliberate si a acelor
endocelulare la Staphylococcus aureus ATCC®25922™ a fost negativ in toate variantele
experientei. Prezenta compusului chimic duce la inactivarea completa sau partiala a activitatii
enzimelor antioxidante. Astfel, la concentratia de 0,8 pg/mL a compusului activitatea catalazei
exocelulare scade cu aproape 96%, iar a SOD extracelulare — cu 73,6% fatd de martor.
Activitatea endoenzimelor antioxidante, de asemenea se diminuiaza semnificativ, dar nu atat de
drastic ca cele exocelulare (cu 41,8% scade activitatea catalazei si cu 60,7% scade activitatea
supeoxiddismutazei). Combinarea acestei concentratii a compusului cu 2 CMI pentru enotanina
hidrosolubila duce la inhibarea completa a exoenzimelor antioxidante exocelulare si inhibarea cu

86,7% a activitdtii catalazei intracelulare si 85,3% a superoxiddismutazei intracelulare.
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Tabelul 4.2. Activitatea enzimatica la Staphylococcus aureus ATCC 25922 si Escherichia

coli ATCC 25923 la interactiunea culturii cu concentratii subinhibitorii ale

C17H1sCIN3NiOS si enotaninei hidrosolubile

Concen- Activitatea enzimelor Activitatea enzimelor
Tulpina tratia extracelulare, %M intracelulare, %M
o SOD | CAT SOD | CAT
Ci7H1sCIN3NiOS ug/mL
0,4 31,445,1 7,5+£0,9 54,9454 60,5+4,8
Staphylococcus 0,8 26,5+0,8 5,8+0,07 39,3+0,8 58,2+3,4
aureus ATCC 25922 1,3 3,5+1,7 3,3£1,2 21,5£1,6 45,8453
Enotanina hidrosolubila, mg/mL + C;7H;sCIN3NiOS, ug/mL
1,50 + 0 0 14,723 13,3+0,7
0,8
C17H1sCIN3NiOS ,ug/mL
0,4 52,6+3,6 0 62,5+2.4 27,3+0,6
Escherichia coli 0,8 27,243,3 0 44,2432 7,941,1
ATCC 25923 1,3 0 0 3,3+1,8 3,717
Enotanina hidrosolubila, mg/mL + C;7HsCIN3NiOS, ug/mL
1,50 + 0 0 0 0
0,8

Efectul compusului testat asupra activitdtii exoenzimelor eliberate si a acelor
endocelulare la Escherichia coli ATCC 25923 de asemenea, a fost negativ in toate variantele
experientei. Prezenta compusului chimic duce la inactivarea completa sau partiala a activitatii
enzimelor antioxidante. Astfel, la toate concentratiile testate are loc inhibarea completd a
activitatii catalazei exocelulare. Activitatea SOD extracelulard de asemenea scade semnificativ —
cu 47,4% 1n cazul concentratiei de 0,4 pg/mL a compusului si cu 72,8% in cazul concentratiei de
0,8 pg/mL. Concentratia de 1,3 pg/mL duce la inhibarea completd a activitatii SOD
extracelulare. Activitatea endoenzimelor antioxidante, de asemenea se diminuiaza semnificativ.
In special, scade activitatea catalazei intracelulare cu 72,7% la concentratia compusului de 0,4
pg/mL, cu 92,1% la concentratia de 0,8 pg/mL si cu 96,3% la concentratia de 1,3 pug/mL a
compusului. Activitatea supeoxiddismutazei intracelulare in cazul primelor doud concentratii
scade mai putin ca activitatea catalazei (cu 37,5 si 55,8% respectiv), iar la concentratia de 1,3
pg/mL aceastd diminuare este cu 96,7% fata de martor Combinarea concentratiei de 0,8 pg/mL a
compusului cu %2 CMI pentru enotanina hidrosolubila duce la inhibarea completa a exoenzimelor
si endoenzimelor antioxidante la Escherichia coli.

Astfel a fost stabilit, cd concentratiile minime de inhibitie a compusilor chimici noi au
efecte inhibitorii pronuntate asupra activitatii enzimelor antioxidante la tulpinile Staphylococcus
aureus ATCC 25922 si Escherichia coli ATCC 25923. Dintre compusii naturali efecte
pronuntate asupra activitatii enzimatice o are enotanina hidrosolubild, care poate fi considerata

un compus sinergist efficient, care potenteaza efectul antibacterian al compusilor chimici. In
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dependentd de compusii cu care sunt combinate, preparatele din spirulina (BioR si ES) sunt
capabile atdt sd sporeasca, cat si sd diminueze efectul antibacterian al compusilor chimici. Un
efect inhibitor semnificativ asupra enzimelor antioxidante la tulpinile Staphylococcus aureus
ATCC 25922 si Escherichia coli ATCC 25923 poate fi obtinut si In cazul aplicarii
concentratiilor 2 CMI de CMSA 68 in combinatie cu 2 CMI enotanina hidrosolubila.

4.4. Concluzii la capitolul 4

Unul dintre mecanismele de actiune a compusilor chimici testati este dereglarea
permeabilitatii membranelor celulare, care duce la eliberarea continutului celular si ca urmare,
moartea celulelor. Compusii naturali nu au efect deterioarant foarte pronuntat asupra
membranelor, in schimb acestia pot genera un efect sinergic pronuntat fiind aplicati impreuna cu
compusii chimici. In cazul bacteriilor Gram - si al tulpinii Candida albicans ATCC 10231 cel
mai pronuntat efect sinergic se observa in cazul combinarii compusilor chimici cu enotanina
hidrosolubila, iar in cazul bacteriilor Gram + in calitate de potentatori ai efectului de
permeabilizare a membranelor pot fi considerate preparatele pe baza de spirulina

Efectul antimicrobian al compusilor chimici noi este asociat cu generarea excesiva a
specilor reactive ale oxigenului, care provoaci starea de stres oxidativ. In toate variantele
experimentale nivelul SRO depaseste semnificativ nivelul lor in cultura netratata, fiind
comparabil sau chiar mai mare fatd de nivelul de SRO indus de substantele antimicrobiene de
referintd. Nivelul de SRO este mult mai inalt la tulpinile de bacterii Gram - si la Candida
albicans comparativ cu bacteriile Gram +.

Enotanina solubild aplicatd individual are efecte de inducere a procesului de generare
excesivd a SRO, in special la bacteriile Gram - si la Candida albicans. Enotanina are un efect
sinergic fata de compusii chimici in ceea ce priveste producerea de SRO in combinare cu
majoritatea compusilor testati si la toate tulpinile microbiene cercetate, cu o amplitudine mult
mai Tnaltd in cazul bacteriilor Gram (-) si a tulpinii fungice Candida albicans.

Preparatul Bior si extractul din biomasa de spirulind de asemenea au actiune sinergica in
ceea ce tine de producerea de SRO de catre Candida albicans ATCC 10231 la combinare cu
compusii chimici selectati pentru activitatea lor antifungicd. La 4 dintre cele 5 tulpini de
microorganisme (S.aureus, E.coli, B.cereus, C.albicans) studiate, pierderea continutului
intracelular sub actiunea compusilor chimici noi cu activitate antimicrobiana, este asociatd cu
producerea in exces a speciilor reactive ale oxigenului, iar in cazul uneia (S.enferica) — sub
actiunea compusilor de origine naturali. In cazul combinatiilor dintre compusii chimici si cei
naturali stresul oxidativ nu este unicul mecanism prin care are loc eliberarea continutului celular
in mediul extracelular.
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Concentratiile minime de inhibitie a compusilor chimici noi au efecte inhibitorii
pronuntate asupra activitdtii enzimelor antioxidante la tulpinile Staphylococcus aureus ATCC
25922 si Escherichia coli ATCC 25923. Dintre compusii naturali efecte pronuntate asupra
activitatii enzimatice o are enotanina hidrosolubila, care poate fi consideratd un compus sinergist
eficient, care potenteazi efectul antibacterian al compusilor chimici. In dependenti de compusii
cu care sunt combinate, preparatele din spirulina (BioR si ES) sunt capabile atat sa sporeasca, cat
si sd diminueze efectul antibacterian al compusilor chimici. Un efect inhibitor semnificativ
asupra enzimelor antioxidante la tulpinile Staphylococcus aureus ATCC 25922 si Escherichia
coli ATCC 25923 poate fi obtinut si in cazul aplicarii concentratiilor /2 CMI de cloro[ N-(3,4-
dimetilfenil)-2-[1-(2-etiliden)-hidrazincarbotioamido (1-)]-nichel (II) in combinatie cu 2 CMI

enotanind hidrosolubila.
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CONCLUZII GENERALE

Compusii tiosemicarbazonati ai  Cu(Ill), Co(Ill) si Ni(I) manifestd activitate
antimicrobiand specifica cu referire la pozitia sistematicd a microorganismelor testate.
Astfel, majoritatea compusilor au manifestat efecte antimicrobiene de diferita intensitate
fata de bacteriile Gram(+), Gram(-) si Candida albicans.

Activitatea antimicrobiand a compusilor chimici noi este amplificatd prin elaborarea de
combinatii intre acestia si preparatele de origine naturald — extracte din biomasa de
spirulind si enotanind hidrosolubila.

Unul dintre mecanismele de actiune a compusilor chimici testati este deregralea
permeabilitatii membranelor celulare, care duce la eliberarea continutului celular si ca
urmare, moartea celulelor. Compusii naturali genereaza un efect sinergic pronuntat fiind
aplicati impreund cu compusii chimici. in cazul bacteriilor Gram (-) si al tulpinii Candida
albicans ATCC 10231 cel mai pronuntat efect sinergic se observa in cazul combinarii
compusilor chimici cu enotanina hidrosolubila, iar in cazul bacteriilor Gram (+) in
calitate de potentatori ai efectului de permiabilizare a membranelor pot fi considerate
preparatele pe baza de spirulina.

Efectul antimicrobian al compusilor chimici noi este asociat cu generarea excesiva a
specilor reactive ale oxigenului, care provoacd starea de stres oxidativ. Nivelul de SRO
este mult mai Tnalt la tulpinile de bacterii Gram (-) si la Candida albicans comparativ cu
bacteriile Gram (+).

Enotanina are un efect sinergic fata de compusii chimici in ceea ce priveste producerea
de SRO 1n combinare cu majoritatea compusilor testati si la toate tulpinile microbiene
cercetate, cu o amplitudine mult mai inaltd in cazul bacteriilor Gram (-) si a tulpinii
fungice Candida albicans. Preparatul Bior si extractul din biomasa de spirulind de
asemenea au actiune sinergica in ceea ce tine de producerea de SRO de cétre Candida
albicans ATCC 10231 la combinare cu compusii chimici selectati pentru activitatea lor
antifungica

Concentratiile minime de inhibitie ale compusilor chimici noi au efecte inhibitorii
pronuntate asupra activitatii enzimelor antioxidante la tulpinile Staphylococcus aureus
ATCC 25922 si Escherichia coli ATCC 25923. Dintre compusii naturali efecte
pronuntate asupra activitdtii enzimatice o are enotanina hidrosolubila, care poate fi
consideratd un compus sinergist efficient, care potenteaza efectul antibacterian al

compusilor chimici. In dependentd de compusii cu care sunt combinate, preparatele din
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spirulina (BioR si ES) sunt capabile atat sa sporeasca, cit si sd diminueze efectul
antibacterian al compusilor chimici.

Problema stiintifica importanta solutionata in lucrare constd in elucidarea efectelor
antimicrobiene a unor noi substante chimice, compusi naturali noi si combinatii dintre acestea
asupra tulpinilor de microorganisme patogene, ceea ce a contribuit la evidentierea tintelor de
actiune a substantelor si combinatiilor noi, fapt ce a permis confirmarea caracterului
polifunctional al acestora.

Aportul personal. Planificarea experientelor, selectarea grupurilor de substante pentru
includerea lor 1n screening, experientele au fost realizate de autoare. Analiza rezultatelor,
generalizirile si concluziile apartin autoarei. In publicatii autoarei ii revine cota-parte in

corespundere cu lista autorilor.
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RECOMANDARI PRACTICE

1. Se recomandd combinatia compusilor selectati cu enotanina n scopul obtinerii unor
efecte amtimicrobiene amplificate pentru testari pe tulpini clinice.

2. Se recomanda compusi biologic activi cu activitate antimicrobiana pronuntatd in
calitate de substante cu efecte antibacteriene fata de tulpinile de referinta si se propune
continuarea cercetdrilor clinice privind elaborarea produselor antimicrobiene
combinate de sinteza si naturiste.

3. Pentru a asigura inofensivitatea compusilor testati sunt necesare studii ca continuitate a
prezentei lucrdri in vederea determinarii proprietatilor farmacologice in vivo si
potentialul acestora de a fi utilizati ca agenti antimicrobieni.

4. Metodele aplicate si rezultatele obtinute n prezentul studiu pot fi utilizate in procesul
de instruire universitard si postuniversitara la disciplinele microbiologie clinica si

laboratorul microbiologic.

Sugestii privind cercetari de perspectiva

1.

Realizarea testelor biomedicale Tn scopul validarii efectelor compusilor i combinatiilor
identificate in vivo.

Realizarea cercetdrilor genetico-moleculare in vederea evidentierii efectului compusilor si
combinatiilor evidentiate asupra expresiei unor gene la tulpinile testate in scopul identifirarii

tintelor noi asupra carora actioneaza acestea.
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Anexa 1. Brevete de inventie

AR
MD 3228 F1 2007.01.31

REPUBLICA MOLDOVA

(19) Agenﬁa de Stat 11 3228 (13) Fl
pentru Proprietatea Intelectuala (51) Int. CL: A61K 36/87 (2006.01)
AGIK 131/00 (2006.01)
A61P 31/04 (2006.01)
CO8H 5/00 (2006.01)
COSF 8/06 (2006.01)

(12) BREVET DE INVENTIE

Hotarirea de acordare a brevetului de inventie poate fi
revocati in termen de 6 luni de la data publicirii

(21) Nr. depozit: a 2006 0081 (45) Data publiciirii hotiirarii de
(22) Data depozit: 2006.03.07 acordare a brevetului:
2007.01.31, BOPI nr. 1/2007

(71) Solicitanti: UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA $I FARMACIE "NICOLAE TESTEMITANU"
DIN REPUBLICA MOLDOVA, MD; INSTITUTUL DE CHIMIE AL ACADEMIEI DE
STIINTE A MOLDOVEL MD
(72) Inventatori: GONCIAR Veaceslav, MD; ZARICIUC Elena, MD; BACINSCHI Nicolae, MD; LUPASCU
Tudor, MD; RUDIC Valeriu, MD; PLUGARU Stefan, MD; CERLAT Sergiu, MD
(73) Titulari: UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA SIFARMACIE "NICOLAE TESTEMITANU"
DIN REPUBLICA MOLDOVA, MD; INSTITUTUL DE CHIMIE AL ACADEMIEI DE
STIINTE A MOLDOVEIL MD

(74) Reprezentant: VOZIANU Maria, MD

MD 3228 F1 2007.01.31

(54) Remediu antibacterian

(57) Rezumat:
1 2
Inventia se referd la medicind s1 medicina 5 In calitate de remediu antibacterian se propune
veterinard, in particular la un remediu antibac- utilizarea enotaninului hidrosolubil, obtinut la
terian. oxidarea enotaninului cu peroxid de hidrogen.

Revendiciri: 1

10
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MD 4174 B1 2012.06.30

(19) Agentia de Stat
pentru Proprietatea Intelectuald

(12)

NN AR QA AR

MD 4174 B1 2012.06.30

an4174 a3 B1

(51) Int.Cl: CO7C 337/08 (2006.01)

C07C 65/11 (2006.01)
C07C 65/30 (2006.01)
A61K 31/175 (2006.01)
AG6IP 31/02 (2006.01)
A61P 31/04 (2006.01)

BREVET DE INVENTIE

Hotirirea de acordare a brevetului de inventie poate fi
revocati in termen de 6 luni de la data publicirii

(21) Nr. depozit: a 2011 0096
(22) Data depozit: 2011.10.25

(45) Data publicirii hotiirérii de
acordare a brevetului:
2012.06.30, BOPI nr. 6/2012

(71) Solicitant: INSTITUTUL DE CHIMIE AL ACADEMIEI DE STIINTE A MOLDOVEIL MD

(72) Inventatori: LAZARESCU Ana, MD; ZARICIUC Elena, MD; COJOCARI Daniela, MD;
GONCIAR Veaceslav, MD; BOUROS Polina, MD; TURTA Constantin, MD

(73) Titular: INSTITUTUL DE CHIMIE AL ACADEMIEI DE STIINTE A MOLDOVEIL MD

(54) Derivati tiosemicarbazonici ai acidului 4-formil-3-hidroxi-2-naftoic cu

proprietati antibacteriene
(57) Rezumat:
1

Inventia se refera la compusi organici din
clasa tiosemicarbazonclor care posedd activi-
tate antibacteriand. Compusii pot fi utilizati in
medicind, medicina veterinari si agriculturd.

Esenta inventiei consti in sinteza deri-
vafilor noi ai acidului 4-formil-3-hidroxi-2-
naftoic cu formula:

CH==]$——&EP7ﬁ47NH—R

S

/

OH

\

COCH

10

161

2
unde R = H (1) si C4Hs (2). Compusii mani-
festd proprietafi bacteriostatice si bactericide
fatd de microorganismele patogene S. aureus si
E. coli.
Revendiciri: 1
Figuri: 1



MD 4402 B1 2016.02.29

MD 4402 B1 2016.02.29

REPUBLICA MOLDOVA

(19) Agentia de Stat 4 402 B1
’ < (11) 13)
pentru Proprietatea Intelectuala (51) Int.Cl: CO7C 337/08 (2006.01)
C07C 39/38 (2006.01)
C07C 47/56 (2006.01)
A6IK 31/175 (2006.01)
A61P 31/10(2006.01)

(12) BREVET DE INVENTIE

In termen de 6 luni de la data publicirii mentiunii privind hotirarea de acordare a brevetului de
inventie, orice persoand poate face opozitie la acordarea brevetului

(21) Nr. depozit: a 2015 0084 (45) Data publicirii hotararii de
(22) Data depozit: 2015.09.04 acordare a brevetului:
2016.02.29, BOPI nr. 2/2016

(71) Solicitant: UNIVERSITATEA DE STAT DIN MOLDOVA, MD

(72) Inventatori: GRAUR Vasilii, MD; ZARICIUC Elena, MD; USATAIA Irina, MD; TAPCOV
Victor, MD; RUDIC Valeriu, MD; GULEA Aurelian, MD

(73) Titular: UNIVERSITATEA DE STAT DIN MOLDOVA, MD

(54) Metil-N'-[(2-hidroxinaftalen-1-il)metiliden]-N-prop-2-en-1-ilhidrazonotioat,
care manifesta activitate antimicotica fata de Candida albicans

(57) Rezumat:

1 2

Inventia se referd la chimie si medicina, si HO

anume la un compus organic biologic activ din 2 O
aca fi inarhs |

clasa thSClnlqdrbazgqc]or. o - H,C=CH~-CHy-NH-C=N—N=CH

Esenta inventiei constd 1in sinteza
compusului metil-N'-[(2-hidroxinaftalen-1-
il)metiliden]-N-prop-2-en-1-ilhidrazonotioat Compusul manifesta activitate antimicotica
cu formula: fatd de Candida albicans si poate gisi aplicare

in medicind si medicina veterinard la profilaxia
si tratamentul micozelor.

Revendiciri: 2

Figuri: 1
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MD 4462 B1 2017.01.31

REPUBLICA MOLDOVA

(19) Agentia de Stat 4462 B1
! ) (11) (13)
P Intel 1
pentru Proprictatea Intelectuala (51) Int.CL: CO7F 15/04 (2006.01)
CO7C 337/08 (2006.01)
AGIK 31/30 (2006.01)

AG6IP 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 2016 0021 (45) Data publicirii hotiririi de
(22) Data depozit: 2016.02.29 acordare a brevetului:
2017.01.31, BOPIL or. 1/2017

(71) Solicitant: UNIVERSITATEA DE STAT DIN MOLDOVA, MD

(72) Inventatori: ISTRATI Dorin, MD; GULEA Aurelian, MD; TAPCOV Victor, MD; ZARICIUC
Elena, MD; COTOVAIA Aliona, MD

(73) Titular: UNIVERSITATEA DE STAT DIN MOLDOVA, MD

MD 4462 B1 2017.01.31

(54) Cloro-{N-(3,4-dimetilfenil)-2-[1-(2-hidroxifenil)etiliden]-
hidrazincarbotioamido(1-)}nichel, care manifesti activitate antimicrobiana fata
de bacteriile din speciile Klebsiella pneumoniae si Pseudomonas aeruginosa

(57) Rezumat:
1 2
Inventia se referd la chimie si medicind, si
anume la un compus coordinativ nou de 0
nichel, biologic  activ, din  clasa \ / CH;
tiosemicarbazonatilor metalelor de tranzitie si /N'““S
poate gisi aplicare in medicind si medicina N\ JL
veterinard In calitate de preparat cu actiune H;C NH NH CH;

antimicrobiand sau in calitate de ingredient la
crearea mediilor nutritive selective de cultivare
a microorganismelor,

Esenta inventiei constd in obfinerea unui Acest compus manifestd o activitate
compus coordinativ cu activitate antibacteriani bacteriostatica si bactericidd fatd de bacteriile
inalti cloro- {N-(3,4-dimetilfenil)-2-[ 1-(2- gram-negative  din  speciile  Klebsiella
hidroxifenil)etiliden]-hidrazincarbotioami- pneumoniae §i Pseudomonas aeruginosa in
do(1-)}nichel cu formula: limitele concentratiilor de 0.7...3,0 pg/mL.

Revendicari: 2
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MD 4600 B1 2018.11.30

MD 4600 B1 2018.11.30

REPUBLICA MOLDOVA

(19) Agentia de Stat
pentru Proprietatea Intelectuali

an4600 13 B1
(51) Int.Cl: CO7C 337/04 (2006.01)
CO7C 65/11 (2006.01)
AG61K 31/175 (2006.01)
AG1P 31/02 (2006.01)
AG1P 31/04 (2006.01)

(12) BREVET DE INVENTIE

In termen de 6 luni de la data publicirii mengiunii privind hotirirea de acordare a brevetului de
inventie, orice persoani poate face opozitie la acordarea brevetului

(21) Nr. depozit: a 2017 0061
(22) Data depozit: 2017.06.06

(45) Data publicirii hotiririi de
acordare a brevetului:
2018.11.30, BOPI nr. 11/2018

(71) Solicitanti: INSTITUTUL DE CHIMIE AL ACADEMIEI DE STIINTE A MOLDOVEI, MD;
INSTITUTUL DE FIZICA APLICATA AL ACADEMIEI DE STIINTE A
MOLDOVEI, MD; UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA SI FARMACIE
"NICOLAE TESTEMITANU" DIN REPUBLICA MOLDOVA, MD

(72) Inventatori: LAZARESCU Ana, MD; MELNIC Elena, MD; BOUROQS Pavlina, MD;

ZARICIUC Elena, MD

(73) Titulari: INSTITUTUL DE CHIMIE AL ACADEMIEI DE STIINTE A MOLDOVEI, MD;
INSTITUTUL DE FIZICA APLICATA AL ACADEMIEI DE STIINTE A
MOLDOVEI, MD; UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA SI FARMACIE
"NICOLAE TESTEMITANU" DIN REPUBLICA MOLDOVA, MD

(54) Compus hidrazonic al acidului 4-formil-3-hidroxi-2-naftoic care manifesta

activitate antimicrobiana

(57) Rezumat:
1
Inventia se referd la chimia organicd si
medicind, si anume la un compus organic
biologic activ din clasa ditiohidrazonelor,
derivat al acidului 4-formil-3-hidroxi-2-naftoic
cu formula:

CH= N—NH—C—S—CH;
I - C2HsOH
= OH

\ S
COOH

164

2
care posedd activitate antimicrobiand fatd
de  microorganismele  grampozitive i
gramnegative.
Revendiciri: 2
Figuri: 1




MD 4611 B1 2018.12.31

I WA

MD 4611 B1 2018.12.31

a9 Agentia de Stat 3 an 4611 (13) Bl
pentru Proprietatea Intelectuald (51) Int.CL: CO7C 337/04 (2006.01)
C07C 65/01 (2006.01)
C07C 65/11 (2006.01)
CO7F 1/08 (2006.01)
AG61K 31/30 (2006.01)
AG6IP 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 persoani poate face opozitie la acordarea brevetului

(21) Nr. depozit: a 2017 0062 (45) Data publicirii hotirarii de
(22) Data depozit: 2017.06.06 acordare a brevetului:
2018.12.31, BOPI nr. 12/2018

(71) Solicitanti: INSTITUTUL DE CHIMIE AL ACADEMIEI DE STIINTE A MOLDOVEIL MD;
INSTITUTUL DE FIZICA APLICATA AL ACADEMIEI DE STIINTE A
MOLDOVEI, MD; UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA SI FARMACIE
"NICOLAE TESTEMITANU" DIN REPUBLICA MOLDOVA, MD

(72) Inventatori: LAZARESCU Ana, MD; MELNIC Elena, MD; BOUROS Pavlina, MD;
ZARICIUC Elena, MD

(73) Titulari: INSTITUTUL DE CHIMIE AL ACADEMIEI DE STIINTE A MOLDOVEI, MD;
INSTITUTUL DE FIZICA APLICATA AL ACADEMIEI DE STIINTE A
MOLDOVEI, MD; UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA SI FARMACIE
"NICOLAE TESTEMITANU" DIN REPUBLICA MOLDOVA, MD

(54) Compusi coordinativi ai cuprului(IT) cu S-metil-p-N-(2-hidroxi-3-
carboxinaftilmetilen)ditiocarbazat care manifesti activitate antimicrobiana

(57) Rezumat:

1 2
Inventia se referd la compusi hidrazonici cu unde: X = Cl, n Solv =2H,0 (1); X=Br, n
formula generali: Solv = 0,5C;HsOH (2); X = H,O, n Solv
lipseste (3); X = Cl, n Solv = DMSO (4); X =
Br, n Solv = DMSO (5); X = DMSO, n Solv

CH=N—N=C—S—CH;| .nSolv lipseste (6); X = DMF, n Solv lipseste (7).
= 0:}: /§ Compusii manifestd activitate
Cu antimicrobiand fati de microorganismele
COOH \x grampozitive si gramnegative.
Revendicdri: 2
(-7, Figuri: 4
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Anexa 2
Diplome la Saloane de Inventii si Expozitii Internationale

DIPLOMA
Eureka!

THE WORLD EXHIBITION ON INVENTIONS,
RESEARCH AND NEW TECHNOLOGIES

L2,

Gulea A. ,Oltu Iu. , Graur V., Zariciuc E., Tapcov
V.,Gudumac V.,

for the nnovation
NEW ANTIFUNGAL INHIBITOR

Silver medal

THE PRESIDENT OF THE PRESIDENT

THE INTERNA

Moldova. Republic Of

Brussels, 21th November 2015
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40™ INTERNATIONAL INVENTION SHOW
11™ INVENTION AND PROTOTYPE SHOW AND STUDENT
BUSINESS PLAN COMPETITION

Silver

GULEA AURELIAN, LOZAN-TIRSHU
C.,OLTU IU., ZARICIUC E., TAPCOV

VICTOR, GUDUMAC VALENTIN
REPUBLIC OF MOLDOVA

NEW ANTIFUNGAL INHIBITORS

l. VUCETIC

KARLOVAC, CROATIA, 05.-07. November 2015.

Medunarodni ocjenjivacki sud Hrvatski savez inovatora
International Jury oatian Inventors Association
Predsjednik/President Predsjednica/President~

Cre
: Msxﬂeﬁkrigﬁi ipl.ing.stroj. Ljiljaf_kdi}%%ﬁsmci ;
) o

168



ventions
eneva

4 4th International Exhibition
of Inventions Geneva
The world’s most important

13>17 April 2016

169



DIPKOME

\

r

ventions
eneva

SALON
INTERNATIONAL
DES INVENTIONS

GENEVE

Aprés examen, le Jury International a décidé

GULEA A, ISTRATI D., USATAIA |, GRAUR V.,

TSAPKOV V., ZARICIUC E
Nouveaux agents antimicotique contre la Candida albicans

de remettre ¢:

pour |'invention:

MEDAILLE D'OR
GOLD MEDAL
GOLDMEDAILLE

L(W Le Président du Salon: Jean-luc Vincent

170



DIPKOME

r

ventions
eneva

SALON
INTERNATIONAL
DES INVENTIONS

GENEVE

Apres examen, le Jury International a décidé

de remetire &: Istrati Dorin., Gulea Aurelian., Tsapcov Victor,
Zariciuc Elena, Cotovaya Aliona

pour I'invention:  Composé de coordination avec une activité sélective
contre Klebsiella pneumoniae et Pseudomonas
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DECLARATIA PRIVIND ASUMAREA RASPUNDERII

Subsemnata, declar pe raspundere personald ca materialele prezentate in teza de doctorat
sunt rezultatul propriilor cercetari si realizari stiintifice. Constientizez ca, in caz contrar, urmeaza

sa suport consecintele in conformitate cu legislatia in vigoare.

Zariciuc Elena C‘/%‘/\\

Data 0. 11 OZOJ:S
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CURRICULUL VITAE

INFORMATII PERSONALE @
ZARICIUC ELENA

Or. Chisinau, MD 2025 R. Moldova \
/ ~
B+373 690 77 95 7 ‘ )z

i elena.zariciuc @usmf.md

EDUCATIE SI FORMARE

2015—prezent
Competitor, Universitatea de Stat de Medicina

si Farmacie ”Nicolae Testemitanu” din Republica Moldova,
Disciplina de microbiologie si imunologie specialitatea
Microbiologie

20062008 Studii postuniversitare

Studii postuniversitare prin rezidentiat in cadrul Universitatii de Stat
de Medicina Farmacie “ Nicolae Testemitanu ” din Republica
Moldova, specializarea Microbiologie

1991-1992  Studii postuniversitare

Studii postuniversitare prin internatura in cadrul Universitatii de
Stat de Medicina si Farmacie “ Nicolae Testemitanu ” din Republica
Moldova, specializarea pediatrie

1985-1991 Diploma de licenta

Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie "Nicolae
Testemitanu” din Republica Moldova, FacultateaPediatrie,
specialitatea Medic pediatru.

1974 -1984  Studii generale

Scoala Medie, Fetesti, r-1 Edinet, Republica Moldova
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mailto:elena.zariciuc@usmf.md

EXPERIENTA PROFESIONALA

1992 - prezent

Asistent universitar

Disciplina microbiologie si imunologie, Universitatea de Stat de
Medicina si Farmacie “Nicolae Testemitanu” din Republica
Moldova, Chisinau.

Domeniul de Microbiologie,Virusologie,Imunologie
activitate

Studiul activitdtii antimicrobiene ale unor compusi chimici

Activitatea coordinativi ai elementelor 3d si procedee de creare anpreparatelor
stiintifica: polifunctionale.

Participari in proiecte stiintifice nationale si internationale:

- nationale

- internationale

Lucrari
stiintifice si
stiintifico-
metodice

Cursuri de
perfectionare

18.51.07.01A/PS 2018 — 2019” Diminuarea contamindrii materiei prime i
produselor alimentare cu microorganisme patogene”

16.00353.50.02.A Materiale avansate in biofarmaceutica. Sinteza
chimica, proprietati anticancer si antibacteriene.

15.817.02.24F Strategii de elaborare a inhibitorilor moleculari
antitumorali de o noua generatie. Sinteza, proprietati si mecanisme de
actiune.

Programul bilateral de colaborare intre Academia de Stiinte a
Moldovei si Autoritatea Nationald pentru Cercetare Stiintificd din
Romaénia (ANCS).

”Obtinerea si valorificarea unor noi produse de uz dermatologic pe
baza de extracte naturale cu proprietdti terapeutice amplificate”.

Monografii — 1; elaborari metodice — 3; lucrari stiintifice — 50; inclusiv 9
articole, dintre care 2 In monoautorat; teze - 17, brevete de inventie - 6,
medalii la saloanele de inventiii — 10.

1995- Stagiu la catedra microbiologie, Universitatea de Medicina si
Farmacie “ I. Popa din lasi, Romania;

2001- Cursuri de perfectionare strategii L.S.D.G.C. oferite de catre
centrul educationall “PRO-DIDACTICA.
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Mentiuni,
distinctii:

2001- Stagiu la catedra microbiologie, Universitatea de Medicina si
Farmacie “ I.T Popa ” din lasi, Romania;

2012- Stagiu la catedra microbiologie, Universitatea de Medicina si
Farmacie din Craiova

2017- Stagiu de perfectionarenla catedra Microbiologie, Universitatea
de medicina si Farmacie ,, Victor Babes”, Timisoara, Romania

2010 - Cursuri de perfectionare Microbiologia infectiilor sexual
transmisibile, Chisindu, Republica Moldova.

2014- Cursuri de perfectionare Psihopedagogia invatamintului
superior, Chisindu, Republica Moldova.

Medalie de aur. Salon International des invensions. Geneve le 15
avril 2016,. Compose de cordination avec une activite selective contre
klebsiella pneumoniae et Pseudomonas., Diploma Gold Medal.

Medalie de argint. International Warsaw Invention Show Iwis,
Warsaw, 10-12 " Octomber  2016,.; New antifungical
inhibitor.Diploma, Silver Medal.

Medalie de bronz. International Warsaw Invention Show Iwis,
Warsaw, 10-12 th Octomber 2016 .Cordination compounds with
selectif activity against Klebsiella pneumonae and Pseudomonas
aeruginosa. Diploma, Bronze Medal.

Medalie de aur. Salonul International de Inventii si Inovatii ,, Traian
Vuia” Timisoara , editia a VI -a,perioada 13-15 octombrie 2020 in

’

Timisoara, Din partea USMF ,, Nicolae Testemitanu’

Medalie de argint. Salonul International de Inventii si Inovatii
,, Traian Vuia” Timisoara ,

editia a VI -a,perioada 13-15 octombrie 2020 in Timisoara, Din
partea USMF ,, Nicolae Testemitanu”

Medalie de aur. Salonul International al Cercetarii Stiintifice,
Inovarii si Inventicii PRO INVENT,

editia a XVII-a, 20-22 martie 2019, Sala Polivalenta, CLUJ-NAPOCA

44™ Tnternational Exhibition of Inventions Geneva. Genva, 13- 17
April,, 2016: Diploma for high scientific and technological level of
the invention on behalf of the Scientific Community of Romania

Medalie de aur. 46E Salon International des Inventions de Genéve.
Genéve, 13 Avril, 2016: Gold Medal.

Medalie de argint for the inovation New antifungical inhibitor.
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Afilieri:

Participari

la

foruri stiintifice

(nationale
internationale)

Limba materna

Limbi straine

Date de contact:

si

Brussels, 21th November 2015.
1. Membru al Societiii Microbiologilor din Republica Moldova,

2. Membru al Asociatiei Biosiguranta si Biosecuritate din Republica
Moldova

3. The Interregional Association for Clinical Microbiology and
Antimicrobial Chemotherapy IACMAC)

Internation Scientific Conference on Microbial Biotechnology, 4th
edition. — Chiginau, october, 11-12, 2018

The 6™ International Conference Ecological and Envinronmental
Chemistry —2017. Chisinau, March 2-3, 2017

The International Scientific Conference on Microbial Biotechnology,
3rd edition, Chisinau, October 12-13, 2016

The XVIII-th International Conference Physical methods in
coordination and supramolecular chemistry., Chisinau, 2015,
October.

International Scientific Conference on Microbial Biotechnology (2nd
edition), Chisinau, Moldova, October 9-10, 2014.

2" French-Romanian Colloquium on Medicinal Chemistry, October
03-05, 2012, Tasi, Romania.

Romana

Engleza, Rusa

tel.: +37369077957, adresa serviciu: str. Testenitanu 26/2, Chisinau, Republica Moldova

e-mail: elena.zariciuc @usmf.md
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