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ACTIVITATEA ANTIMICROBIANA IN VITRO A UNOR COMPUSI
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Rezumat
In articol sunt prezentate rezultatele testdrii in vitro a proprietatilor antibacteriene si
antifungice a unor compusi noi. In calitate de tulpini de referinta au fost luate 2 tulpini
Gram-pozitive: Staphylococcus aureus ATCC®25922™ i Bacillus cereus TUCK 8035; 4
tulpini de bacterii Gram-negative: Proteus vulgaris HX 19222, Pseudomonas aeruginosa
ATCC®27853™ Escherichia coli ATCC®25923™ Klebsiella pneumoniae; o tulpina
de fungi levuriformi: Candida albicans ATCC®10231™, In calitate de compusi noi cu
proprietati antimicrobiene au fost testate 5 substante — enotaninul hidrosolubil din seminte
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de struguri si 4 derivati ai tiosemicarbazonei, sintetizati in cadrul Departamentului de
Chimie al USM sub conducerea academicianului A.Gulea. Pentru fiecare dintre aceste
substante au fost evidentiate microorganismele sensibile si stabilite valorile CMI si

CMB/CMF.
Cuvinte cheie: activitate antimicrobiand, enotanin hidrosolubil, derivati ai
tiosemicarbazonelor.
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Introducere

Utilizarea pe scard largd 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. Acest
fenomen afecteaza umanitatea, creeaza o situatie de criza in cercetare si devine o
problema politica. Din ce in ce mai mult guvernele din intreaga lume considerd ca
aceasta problema este atat de grava, incat amenintd realizarile medicinii moderne.
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[1, 4,9, 10].

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 in gestionarea
acestei crize [6-8]. Alaturi de cele mentionate este clar, cd una dintre cele mai
importante masuri in acest sens este elaborarea de noi preparate antibiotice. Eforturile
firmelor farmaceutice sunt concentrate pe cateva tipuri de antibiotice noi, care se refera
la aminoglicozide, inhibitori ai beta-lactamazei, quinolone, ketolide, tetracicline si
oxazolidinone. Putine dintre medicamentele elaborate trec cu succes toate filierele de
control pentru a trece la etapa de teste clinice, dar si aici rata de promovare este destul
de mica — cel mult un preparat din 5 testate [10]. Timp de 10 ani intre 2000 si 2010 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 doua substante noi
— Zinplava — pentru tratamentul formelor recurente de infectii provocate de Clostridium
sp.si Anthim — pentru tratamentul antraxului inhalat. In acest an a fost deja aprobat un
nou antibiotic — Baxdela - destinat tratamentului infectiilor cutanate [5].

Cutoate succesele inregistrate, problema antibioticorezistentei ramane la fel de acuta
si la momentul actual. Astfel, completarea arsenalului de agenti antimicrobieni activi
ramane in centru atentiei cercetatorilor. Existd doua surse principale pentru atingerea
acestui scop — selectarea compusilor naturali cu efecte antimicrobiene pronuntate si
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sinteza dirijata de laborator a compusilor cu proprietati prestabilite. Scopul acestui
articol constd 1n evidentierea proprietatilor antimicrobiene a unor compusi autohtoni
noi si stabilirea unor posibile domenii de aplicare a lor.

Material si metode
Pentru cercetare au fost incluse 5 substante cu proprietati antimicrobiene:
1. Enotaninul hidrosolubil, obtinut prin oxidarea enotaninului insolubil in apa,
extras din semintele de struguri;
2, 3. Doi derivati noi ai acidului 4-formil-3-hidroxi-2-naftoic cu formula:

CH=— N—N’H—<”3 —NH—R

e

COOH

unde R=H sau R=C H.;
4. Metil-N’-[(2-hidroxinaftalen-1-il)metiliden]-N-prop-2-en-1-ilhidrazonotioatul

cu formula:
HO
CHy
)
HoC=CH-CHy-NH-C=N—N=CH ‘

5. Cloro-{N-(3,4-dimetilfenil)-2-[ 1-(2-hidroxifenil) etiliden] - hidrazincarbotio
amido(1-)} nichel cu formula:

2 (Cl CH;
J'Nl---»s
N
H3C NHJ‘NH CH;

In calitate de microorganisme de referintd pentru determinarea activitatii
antimicrobine a compusilor mentionati mai sus au fost utilizate urmatoarele tulpini:

Bacterii Gram-pozitive:

Staphylococcus aureus ATCC®25922™

Bacillus cereus TCK 8035

Bacterii Gram-negative:

Proteus vulgaris HX 19222

Pseudomonas aeruginosa ATCC®27853™
Escherichia coli ATCC®25923™

Klebsiella pneumoniae

Fungi levuriformi:
Candida albicans ATCC®10231™
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Determinarea concentratiei minime de inhibitie (CMI) si concentratiei minime
bactericide sau fungicide (CMB sau CMF) a fost realizatd cu aplicarea metodei
dilutiilor de serie pe medii lichide. Metoda implica executarea secventiald a mai multor
etape: prepararea mediilor nutritive; prepararea inoculului microorganismului testat;
inocularea; incubarea; examinarea si interpretarea rezultatelor.

Prepararea mediilor de cultura. Pentru culturile bacteriene a fost utilizat
mediul standard - bulion peptonat, 2% cu pH ajustat la 7,0. Pentru cultura de fungi
a fost utilizat mediul Sabouraud. Mediile de cultura se prepard in conformitate cu
instructiunea producatorului.

Prepararea inoculului microorganismelor testate. Pentru a pregéati inoculul este
utilizatd cultura pura de 24 ore de microorganisme crescute pe medii nutritive solide.
Sunt selectate mai multe colonii similare bine izolate cultivate pe medii de cultura
solide neselective. Cu ajutorul ansei se colecteaza cantitati mici din varful coloniei si
se transfera intr-un tub cu o solutie izotonica sterila de clorura de sodiu (solutie salind),
astfel ca acesta sa corespunda exact standardului de turbiditate de 0,5 dupa McFarland.
Inoculul urmeaza a fi utilizat in decurs de 15 minute dupa preparare.

Dilutiile de serie in mediu nutritiv lichid. Mediul nutritiv se toarna 1n cantitate
de 0,5 ml in fiecare tub. Solutia de lucru a preparatelor cu actiune antibacteriana se
obtine din solutia standard cu utilizarea mediului nutritiv lichid respectiv. Solutia de
lucru intr-o cantitate de 0,5 ml se introduce in primul tub care contine 0,5 ml de mediu.
Dupa o agitare activa se colecteaza 0,5 ml de bulion, care se transfera intr-un al doilea
tub ce continea initial 0,5 ml mediu. Aceasta procedura se repeta pana cand se prepara
numirul necesar de dilutii. Din ultimul tub se indeparteaza 0,5 ml de mediu. In fiecare
tub continand 0,5 ml a dilutiei corespunzatoare a preparatului antibacterian testat se
introduc cate 0,5 ml inocul. Aceeasi cantitate de inocul se introduce in eprubeta cu
martorul negativ.

Tuburile sunt incubate la o temperatura de 35°C timp de 16-20 sau 20-24 ore
(in functie de tipul de microorganism). Tuburile cu un martor negativ sunt plasate in
frigider la 4°C si pastrate pana la citirea rezultatelor testului.

Pentru a determina prezenta cresterii tubul cu cultura testata si cel cu martorul negativ
se examineaza in flux emergent de luminad. Concentratia substantei corespunzatoare
tubului cu cea mai mica concentratie, care inhiba cresterea vizibila a culturii microbiene,
reprezintd valoarea CMI pentru substanta respectiva.

Pentru determinarea CMB si CMF, se preleveaza 0,1 ml din tuburile utilizate pentru
tehnica dilutiilor in mediu lichid (din tubul la care s-a stabilit valoarea CMI si din
tuburile anterioare care prezintd concentratii superioare de antibiotic) si se insamanteaza
pe suprafata unor placi cu mediu solid nesuplimentat cu antibioticul testat. Dupa
incubare, se va observa dezvoltarea microorganismelor la dilutia corespunzatoare CMI.
Valoarea CMB si CMF este data de cea mai mica concentratie de antibiotic care reduce
numarul coloniilor cu pana la 99,9%.

Rezultate si discutii

Taninele se utilizeaza in practica medicald ca substantd cu actiune astringenta,
antibacteriana si antiinflamatoare locald. Actiunea astringenta este legata de capacitatea
lor de a se precipita cu formarea tanatului de proteind. Aplicat pe tesutul lezat
taninul formeaza o pelicula de albuminat, care actioneaza ca un protector mecanic.

149


http://code-industry.net/

Buletinul ASM. Stiintele vietii. Nr. 2(332) 2017 Microbiologia gi Biotehnologia

Solutiile apoase de tanin formeaza cu alcaloizii §i glicozizii complexe insolubile
cu multi ioni de metale grele. De aceea, taninul posedd o anumitd valoare ca
antidot chimic 1n intoxicatii. De obicei, taninul utilizat in medicind este obtinut 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 aminelor in Republica Moldova sunt seminte de struguri. Enotaninul
hidrosolubil se obtine printr-un procedeu de solubilizare oxidativa a enotaninului, initial
insolubil 1n apa, care, la randul sau, se obtine din materie prima naturala — seminte de
struguri, care reprezinta produse secundare ale industriei vinicole.

Actiunea antimicrobiana a enotaninului hidrosolubil a fost verificatd prin aplicarea
metodei dilutiilor 1n serie §i comparata cu actiunea taninului medicinal. Rezultatele
obtinute sunt prezentate in tabelul 1.

Tabelul 1. Actiunea antimicrobiana a enotaninului hidrosolubil

Enotanin hidrosolu- .
Tanin, mg/ml

Tulpini microbiene bil, mg/ml
CMI | CMB/CMF | CMI | CMB/CMF
Gram+
Staphylococcus aureus ATCC®25922™ 3 6 6 12
Bacillus cereus TNCK 8035 0,7 3 6 12
Gram-
Proteus vulgaris HX 19222 3 12 12 12
Pseudomonas aeruginosa ATCC®27853™ 3 6 3 6
Klebsiella pneumoniae 6 25 25 50
Escherichia coli ATCC®25923™ 3 6 12 12
Fungi
Candida albicans ATCC®10231™ [ 15 | 6 | 6| 12

Este evident ca compusul dat manifestd activitate bacteriostatica si bactericida in
intervalul de concentratii 3...25 mg/ml fata de bacteriile gram-pozitive (Staphylococcus
aureus ATCC®25922™, Bacillus cereus T'MCK 8035) si gram-negative (Proteus
vulgaris HX 19222, Pseudomonas aeruginosa ATCC®27853™, Escherichia coli
ATCC®25923™, Klebsiella pneumoniae). Cele mai mici valori ale CMI si CMB
au fost obtinute pentru tulpina Bacillus cereus TICK 8035. De asemenea, compusul
are si actiune antifungica fatd de tulpina Candida albicans ATCC®10231™, care
comparativ cu taninul medicinal este de 4 ori mai activd. Proprietatile depistate
prezintd interes din punct de vedere al completarii listei de preparate antibacteriene cu
spectru larg de actiune.

Un alt grup de substante cu actiune antimicrobiand pronungatd sunt compusii,
care contin segmentul tiosemicarbazonic. Tiosemicarbazonele ce fac parte din clasa
bazelor Schiff atrag atentia cercetatorilor atat prin varietatea lor structurala, cat si prin
activitatea biologica, inclusiv antibacteriana si antifungica. Gama larga de proprietati
biologice este determinatd de diversitatea tiosemicarbazonelor, care pot fi obtinute
prin reactia Schiff, variind aldehida sau cetona initiala sau substituentii in fragmentul
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tiosemicarbazonic. Variatia proprietatilor biologice la schimbarile neesentiale in
compozitia si structura substantelor (si lipsa unor date concrete privind mecanismul de
actiune biologica) determina sinteza unor compusi noi de acest tip.

Influenta substituentilor si pozitiei lor in fragmentul tiosemicarbazidic asupra
proprietatilor biologice nu poate fi pronosticata exact (desi s-au evidentiat unele legitati
mai generale), fiind determinatd de un sir de factori care pot fi elucidai numai la
testarea influentei compusilor asupra organismelor vii, printre care sunt interactiunea cu
receptorii si capacitatea de a patrunde prin membrana. In aceasta lucrare au fost testate
4 substante noi, care includ in structurd segmentul respectiv. Doua dintre ele prezinta
derivati noi ai acidului 4-formil-3-hidroxi-2- naftoic. Activitatea antibacteriand a acestor
compusi a fost testatd fata de doud tulpini: Staphylococcus aureus ATCC®25922™
si Escherichia coli ATCC®25923™, Activitatea lor a fost comparata cu activitatea
cloramfenicolului. Rezultatele sunt prezentate in tabelul 2. Din datele prezentate
urmeazd ca compusii C,H N.SO.CHOH si C H N.OS manifestd activitate
bacteriostatica si bactericida fata de ambele tulpini bacteriene testate. O activitate
mai pronuntatd manifestd cel de-al doilea compus, care la concentratii de 0,6 mg/
ml inhiba dezvoltarea S. aureus ATCC®25922™. Primul compus este mai activ fata
deE. coliATCC®25923™prininhibareasidistrugereamicroorganismuluilaconcentratii
de 2 ori mai mici in comparatie cu compusul doi.

Tabelul 2. Actiunea antimicrobiana a compusilor tiosemicarbazonici

L. R Compusul nou Substanta de referinta
Tulpini microbiene
CMI | CMB/CMF | CMI | CMB/CMF
C13H11N3:l(g)/3n.llCH3OH’ Cloramfenicol, mg/ml
Staphylococcus aureus
ﬁTyCC®25922TM 25 > 0.7 L>
Escherichia coli ATCC®25923™ 1,2 2,5 3,0 6,0
C H,N.O.S, mg/ml Cloramfenicol, mg/ml
Staphylococcus aureus
ﬁTyCC®25922TM 0.6 1.2 0.7 L>
Escherichia coli ATCC®25923™ 2,5 5,0 3,0 6,0
C H.N.OS, ng/ml C,,H, CICuN OS, pg/ml
Escherichia coli ATCC®25923™ 500 500 1000 1000
Klebsiella pneumoniae 500 500 >2000 >2000
Candida albicans ATCC®10231™ 0,7 0,7 0,59 1,17
C . H CIN,NiOS, C,H_Br,CuN,OS,
pg/ml pg/ml
Escherichia coli ATCC®25923™ 1,5 1,5 18,7 37,5
Pseudomonas aeruginosa
T CC®27853m 0,7 1,5 600 600
Klebsiella pneumoniae 0,7 1,5 18,7 18,7
Candida albicans ATCC®10231™ 3,0 3,0 300 300
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Un alt compus nou din categoria derivatelor tiosemicarbazonelor este si compusul
metil-N’-[(2-hidroxinaftalen-1-il)metiliden]-N-prop-2-en-1-ilhidra-zonotioatul
(C,H,N,OS), caracterizat prin structurd practic planara si cu activitate biologicd
inaltd. Rezultatele testarii proprietatilor antimicrobiene ale acestui compus in
comparatie cu un alt derivat tiosemicarbazonic brevetat [3] sunt prezentate in tabelul 2.
Datele experimentale obtinute privind studierea proprietatilor antimicotice ale
compusului mentionat sunt prezentate in tabelul 2 si demonstreaza ca acesta manifesta
activitate fungistatica fata de Candida albicans ATCC®10231™ [anivelul substantei de
referintd, iar dupa activitatea fungicida depaseste caracteristicile eide 1,7 ori, manifestand
in acelasi timp o activitate antimicrobiand de 2...4 ori mai naltd fatd de tulpinile
bacteriene testate.

Ultima dintre substantele testate este un tiosemicarbazonat de nichel - cloro-{N-
(3,4-dimetilfenil) -2- [1- (2-hidroxifenil) etiliden] - hidrazincarbotioamido (1-)}nichel
(C,HCIN\NiOS). Activitatea antimicrobiand a acestui compus a fost comparatd
cu cea a unui tiosemicarbazonat de cupru, care a fost brevetat anterior - di(p-O)-
bis(3,5-dibromosaliciliden-tiosemicarbazidocupru) [2]. Rezultatele studiului activitatii
antimicrobiene pentru acest compus nou sunt prezentate in tabelul 2, din care se vede
ca acesta poseda o activitate bacteriostatica si bactericida fata de microorganismele
testate 1n limitele concentratiilor 0,7...3,0 pg/ml. Substanta de referintd manifesta cea
mai Tnaltd activitate bacteriostatica si bactericida fatd de Klebsiella pneumoniae si
Pseudomonas aeruginosa. Datele experimentale obtinute demonstreaza ca compusul
nou manifestd activitate antimicrobiana, care depaseste de 12,5...1200 ori activitatea
bacteriostatica si bactericida a martorului fata de Klebsiella pneumoniae si Pseudomonas
aeruginosa ATCC®27853™ i de 12,5...100 ori este mai activ fata de Escherichia coli
ATCC®25923™ si Candida albicans ATCC®10231™,

Concluzii

Enotaninul solubil obtinut prin oxidarea enotaninului insolubil din seminte de
struguri poseda actiune antibacteriana si antifungica mai pronuntatd decat taninul, este
ieftin 1n obtinere si poate fi utilizat pe larg in medicina practica.

Derivatii noi ai acidului 4-formil-3-hidroxi-2-naftoic prezinta activitate
antimicrobiand fatd de Escherichia coli ATCC®25923™ si Staphylococcus aureus
ATCC®25922™ i sunt de perspectiva pentru utilizarea in diferite domenii ale
medicinii, medicinii veterinare i agriculturii, unde este necesara prelucrarea antiseptica
a materialelor.

Compusul metil-N*-[(2-hidroxinaftalen-1-il)metiliden]-N-prop-2-en-1-ilhidra-
zonotioat este de perspectiva pentru completarea listei preparatelor eficiente contra
candidozelor.

Compusul cloro-{N-(3,4-dimetilfenil)-2-[ 1-(2-hidroxifenil)etiliden]-hidrazin-
carbotioamido(1-)}nichel poseda activitate antimicrobiana inalta fatd de Klebsiella
pneumoniae $1 Pseudomonas aeruginosa ATCC®27853™, dar poate fi considerat
si un compus cu proprietati antifungice pronuntate, activ fatd de Candida albicans
ATCC®10231™,
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