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Summary
The studying of antituberculosis activity of new synthesized
compounds of Tioureide Acid 2-(2-Pheniletil)-Benzoic

The emergence of drug resistant tuberculosis poses a growing threat to national Public
Health Sector. There were studied the minimum inhibitory concentrations (MIC) and minimum
bactericidal concentrations (MBC) against M. tuberculosis reference strain (Hs;Rw) of new
drugs (compounds synthetisized of Tioureide Acid 2-(2-Pheniletil)-Benzoic). It was determined
that the minimum inhibitory concentration of the substance synthesized Cj4H,4N,0S, M =
388,54N-(2-fenetilbenzoil)-N’-(3-etilfenil)-tioureis 10 pg/ml.

Rezumat

Aparitia tuberculozei rezistenta la medicamente reprezinta o amenintare a sectorului de
Sanatate Publica. Au fost studiate concentratiile minime inhibitorii (CMI) si concentratiile
minime bactericide (CMB), fata de M.tuberculosis tulpina de referintda (H37Rw) a unor noi
medicamente (compusi sintetizati ai tioureidelor acidului 2-(2’-feniletil)-benzoic). A fost
stabilita concentratia minima inhibitorie a substantei sintetizata C24H24N20S, M = 388,54 N-
(2-fenetilbenzoil)-N'-(3-etilfenil)-tioureeis de 10 ug/ml.

Actualitatea

Desi agentul tuberculozei (M.tuberculosis) a fost descoperit cu peste 100 ani in urma, iar
preparatele antituberculoase cu eficacitate mare sunt disponibile de peste jumatate de secol,
infectia tuberculoasd ramine §i astdzi pentru cea mai mare parte a populatiei planetei un pericol
de sdnatate publica, fiind o boald cu o morbiditate si o letalitate inaltd. Suferinfele cauzate
populatiei de catre M.tuberculosis sunt extrem de mari. Ele depasesc suma daunelor provocate de
toate celelalte bacterii, luate impreund. Tratamentul antituberculos, considerat ca una din
metodele principale de prevenire a raspindirii infectiei, tot mai des nu reflectd rezultatele
asteptate si una din pricinile de baza a ineficacientii terapeutice este rezistenta M.tuberculosis
fatd de preparatele antituberculoase. Extinderea nivelului rezistentei primare §i acumularea unui
numar tot mai mare de tulpini de M. tuberculosis rezistente la preparatele antituberculoase
devine o problema majora in controlul acestei infectii la etapa actuala. Urmare a acestui fenomen
este cresterea numarului de esecuri terapeutice si numarului de bolnavi cronici. Este o cauza
destul de periculoasa, in viitor pot aparea tot mai frecvent forme de tuberculoza incurabila,
deoarece alte preparate antituberculoase nu se elaboreaza prea des. Un nivel inalt al rezistentei
micobacteriilor tuberculozei fatd de remediile specifice se observa nu numai in regiunile cu
incidentd sporitd a acestei infectii, dar si in tarile unde incidenta tuberculozei este joasa.
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Organizatia Mondiala a Sanatatii a declarat tuberculoza o urgeta globala, iar fenomenul in cauza
de o importanta primordiala si recomanda ca cercetarile efectuate in domeniul elaborarii unor
remedii noi, mai efective in tratamentul cazurilor de tuberculoza multirezistenta, sa fie apreciate
ca directie de studiu prioritar. In Republica Moldova incidenta globala a tuberculozei in a. 2010 a
constituit 113 pacienti la 100 000 populatie, sau de 3 ori mai mare ca in a. 1990. Rezistenta
medicamentoasa (primara si secundard) fatd de preparatele antituberculoase strategice, utilizate
pe larg la etapa actuala in tratamentul tuberculozei a atins cifre extrem de periculoase - 63,3%.

Studiul preconizat este de o0 importanta majora, atit din punct de vedere stiintific, cit si
pentru domeniul sanatatii publice.

Obiectivul
Studierea activiatii antituberculoase a unor substante noi sintetizate cu perspectiva elaborarii
unor noi remedii, care ar putea largi arsenalul preparatelor antituberculoase si influenta esentiala
la eficacitatea tratamentului cazurilor de tuberculoza multirezistenta.

Materiale si metode

Pentru atingerea acestui obiectiv au fost utilizati numerosi compusi originali, sintetizati
de specialisti in domeniu de la Universitatea de Medicind si Farmacie ,,Carol Davila” din
Bucuresti, care au fost testati pe tulpina de referintd (H37Rw) si tulpini salbatice de M.
tuberculosis, izolate de la pacienti cu tuberculoza pulmonara aflati la tratament in clinica IFP
,,Chiril Draganiuc”.

Scopul de baza a fost stabilirea ,,in vitro” a prezentei sau absentei la substantele din clasa
tioureidelor acidului 2-(2’-fenetil)-benzoic a activitatii tuberculostatice sau tuberculocide.

Dizolvare compusilor. Pentru dizolvarea initiala a substantelor sintetizate in acest studiu
a fost utilizat dimetil sulfoxidul (DMSO). Dilutiile ulterioare au fost efectuate pe apa distilata
sterila. Pentru activitatea bactericida au fost selectate 3 concentratii maxime a substantelor noi
sintetizate: 500 pg/ml, 100 pg/ml si 50 pg/ml.

Pregatirea suspensiei de M. tuberculosis. Au fost utilizate tulpinile de referintda Hz7Rw,
precum si tulpini de M. tuberculosis ,,salbatice”, izolate de la pacienti cu tuberculoza pulmonara
cu termenul de izolare pina la 2 saptdmini. Suspensia micobacteriand a fost pregatitd dupa
standardul de turbiditate de 5 UFC.

Inocularea. Pentru insamintare s-au utilizat cite 0,2 ml suspensie H3;Rw si suspensii de
tulpini salbatice de o turbiditate de 5 UFC la fiecare concentratie a substantei.

Expozitia. Au fost stabilite 3 expozitii — 1 ord, 4 ore si 24 ore. Dupa fiecare expozitie se
centrifuga 10 min., dupa care supernatantul se inlatura, iar la sediment se adauga 1,0 ml apa.
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Fig. 1. Concentratiile si expozitiile utilizate pentru studierea activitatii antituberculoase a
substantelor sintetizate sunt prezentate ( GU si timpul in zile).
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Studiul activitatii antituberculoase a compusilor

Tabelul 1

Tulpina Hs,Rw* M. tuberculosis**
Concentratie Expozitie Expozitie
200 pg/ml 1 ora 4 ore 24 ore 1 ora 4 ore 24 ore
100 pg/ml 1 ora 4 ore 24 ore 1 ora 4 ore 24 ore
50 pg/ml 1 ora 4 ore 24 ore 1ora 4 ore 24 ore
* Tulpina de referinta — Hz7Rv
** Tulpina salbatica M. tuberculosis, izolata de la pacienti bolnavi de tuberculoza.
Tabelul 2
Studiul activitatii antituberculoase bacteriostatice a tioureidelor
Substantele sintetizate din clasa tioureidelor ﬁ:f;\lltat M. Tuberculosis
30 pg/ml | 10 pg/ml | 30 pg/ml | 10 pg/ml
Ca3H»,N,0S Pozitiv Pozitiv Pozitiv Pozitiv
N-(2-fenetilbenzoil)-N’-(m-tolil)-tiouree
Cy3H2N,0S, Pozitiv Pozitiv Pozitiv Pozitiv
N-(2-fenetilbenzoil)-N’-(p-tolil)-tiouree
CyH24N,OS, M = 388,54 Pozitiv Pozitiv Pozitiv Pozitiv
N-(2-fenetilbenzoil)-N’-(2,4-xilil)-tiouree
C,4H»:N,0S, M = 388,54 Pozitiv Pozitiv Pozitiv Pozitiv
N-(2-fenetilbenzoil)-N’-(2,6-xilil)-tiouree
C,4H24N,0OS, M = 388,54 Pozitiv Pozitiv Pozitiv Pozitiv
N-(2-fenetilbenzoil)-N’-(2,3-xilil)-tiouree
C,4H»:N,0S, M = 388,54 Pozitiv Pozitiv Pozitiv Pozitiv
N-(2-fenetilbenzoil)-N’-(2,5-xilil)-tiouree
C,4H2:N,0OS, M = 388,54 Pozitiv Pozitiv Pozitiv Pozitiv
N-(2-fenetilbenzoil)-N’-(3,4-xilil)-tiouree
C,4H»N,0S, M = 388,54 Pozitiv Pozitiv Pozitiv Pozitiv
N-(2-fenetilbenzoil)-N’-(3,5-xilil)-tiouree
CyH.4N,OS, M = 388,54 Pozitiv Pozitiv Pozitiv Pozitiv
N-(2-fenetilbenzoil)-N’-(2-etilfenil)-tiouree
C,4H»N,0S, M = 388,54 Negativ Negativ Negativ Negativ
N-(2-fenetilbenzoil)-N’-(3-etilfenil)-tiouree
C,4H2:N,0OS, M = 388,54 Pozitiv Pozitiv Pozitiv Pozitiv
N-(2-fenetilbenzoil)-N’-(3-etilfenil)-tiouree
Control 1 - Mediu lichid fara substanta Pozitiv Pozitiv Pozitiv Pozitiv
Control 2 - Mediu lichid+DMSO Negativ Negativ Negativ Negativ

Legenda

Control 1 — Suspensie Hz7Rw 0.2ml =2.0 ml apa sterila;

Activitatea bactericida a substantelor sus-menfionate a fost studiatd pe medii lichide
(metoda BACTEC MGIT 960) si pe medii solide (Lowenstein-Jensen). Pentru studierea
activitatii bacteriostatice a noilor compusi chimici din clasa tioureidelor a fost utilizata metoda
concentratiilor absolute clasica de testare a sensibilitatii antibacteriene pe medii solide pe baza de
ou. In calitate de mediu solid a fost pregatit mediul LJ, cu doud concentratii absolute 30 pg/ml si
10 pg/ml. Ca tulpini de referintd au fost utilizate Hsz7Rw si tulpini salbatice M. tuberculosis,
izolate de la pacientii cu TB. In calitate de control a fost utilizat tubul cu mediu LJ fard substanta

si al doilea control — tubul cu mediu LJ cu o concentratie de 40 pg/ml Rifampicina.
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Concluzii
Pentru studierea activitatii bactericide si bacteriostatice au fost efectuate mai multe

investigatii in dinamica dupa cum se vede in tabelul 1 si 2. Astfel, au fost montate un sir de
experiente, utilizind in fiecare cite o tulpina de referinta Hsz;Rw si de la 2 pana la 5 tulpini
salbatice la fiecare testare. Fiecare substanta a fost testatd la 3 concentratii si la 3 expozitii
diferite. In concluzie putem afirma ca substantele cercetate nu poseda actiune bactericida la cele
3 concentratii 200 ug/ml, 100 ug/ml si 50 pg/ml cu expozitiile respective 1 ora, 4 ore si 24 ore,
dar substanta Cy4H24N,0S, M = 388,54 N-(2-fenetilbenzoil)-N’-(3-etilfenil)-tiouree poseda
actiune tuberculostatica la concentratiile studiate de 30 pg/ml si respectiv 10 png/ml.
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