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Rezumat
În articol sunt prezentate rezultatele testării in vitro a proprietăţilor antibacteriene şi 
antifungice a unor compuşi noi. În calitate de tulpini de referinţă au fost luate 2 tulpini  
Gram-pozitive: Staphylococcus aureus ATCC®25922™ şi Bacillus cereus ГИСК 8035; 4 
tulpini de bacterii Gram-negative: Proteus vulgaris HX 19222, Pseudomonas aeruginosa 
ATCC®27853™, Escherichia coli ATCC®25923™, Klebsiella pneumoniae; o tulpină 
de fungi levuriformi: Candida albicans ATCC®10231™. În calitate de compuşi noi cu 
proprietăţi antimicrobiene au fost testate 5 substanţe – enotaninul hidrosolubil din seminţe 
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de struguri şi 4 derivaţi ai tiosemicarbazonei, sintetizaţi în cadrul Departamentului de 
Chimie al USM sub conducerea academicianului A.Gulea. Pentru fiecare dintre aceste 
substanţe au fost evidenţiate microorganismele sensibile şi stabilite valorile CMI şi 
CMB/CMF.
Cuvinte cheie: activitate antimicrobiană, enotanin hidrosolubil, derivaţi ai 
tiosemicarbazonelor.
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Introducere
Utilizarea pe scară largă a terapiilor medicamentoase, în special folosirea 

nediscriminatorie a antibioticelor, inclusiv a celor de ultimă generaţie, a dus la o 
creştere alarmantă a nivelului de rezistenţă a microorganismelor patogene. Acest 
fenomen afectează umanitatea, creează o situaţie de criză în cercetare şi devine o 
problemă politică. Din ce în ce mai mult guvernele din întreaga lume consideră că 
această problemă este atât de gravă, încât ameninţă realizările medicinii moderne.  
O epocă post-antibiotică - în care infecţiile comune şi leziunile minore pot ucide – nu 
mai poate fi luată drept fantezie apocaliptică, fiind de fapt o posibilitate foarte reală a 
secolului XXI [1, 4, 9, 10]. 

Centrele Internaţionale şi Naţionale pentru Controlul şi Prevenirea Maladiilor, 
precum şi alte organizaţii şi experţi recomandă aplicarea diferitor măsuri, care pot 
reduce amploarea fenomenului de antibioticorezistenţă. Implementarea măsurilor 
recomandate, cum ar fi adoptarea programelor de administrare a antibioticelor; 
îmbunătăţirea practicilor de diagnostic, supraveghere şi prescriere; optimizarea 
regimurilor terapeutice; profilaxia infecţiilor, ar trebui să fie eficiente în gestionarea 
acestei crize [6-8]. Alături de cele menţionate este clar, că una dintre cele mai 
importante măsuri în acest sens este elaborarea de noi preparate antibiotice. Eforturile 
firmelor farmaceutice sunt concentrate pe câteva tipuri de antibiotice noi, care se referă 
la aminoglicozide, inhibitori ai beta-lactamazei, quinolone, ketolide, tetracicline şi 
oxazolidinone. Puţine dintre medicamentele elaborate trec cu succes toate filierele de 
control pentru a trece la etapa de teste clinice, dar şi aici rata de promovare este destul 
de mică – cel mult un preparat din 5 testate [10]. Timp de 10 ani între 2000 şi 2010 au 
fost înregistrate doar patru antibiotice noi aprobate pentru utilizare clinică (Tigeciclina, 
Doripenema, Ceftarolina şi Telavancina). Anul 2014 a fost unul de succes pentru 
acest domeniu, fiind înregistrate alte 4 antibiotice noi (Tedizolidul, Dalbavancina, 
Oritavancina, Ceftolozana/tazobactamul). În 2016 au fost aprobate două substanţe noi 
– Zinplava – pentru tratamentul formelor recurente de infecţii provocate de Clostridium 
sp.şi Anthim – pentru tratamentul antraxului inhalat. În acest an a fost deja aprobat un 
nou antibiotic – Baxdela - destinat tratamentului infecţiilor cutanate [5]. 

Cu toate succesele înregistrate, problema antibioticorezistenţei rămâne la fel de acută 
şi la momentul actual. Astfel, completarea arsenalului de agenţi antimicrobieni activi 
rămâne în centru atenţiei cercetătorilor. Există două surse principale pentru atingerea 
acestui scop – selectarea compuşilor naturali cu efecte antimicrobiene pronunţate şi 
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sinteza dirijată de laborator a compuşilor cu proprietăţi prestabilite. Scopul acestui 
articol constă în evidenţierea proprietăţilor antimicrobiene a unor compuşi autohtoni 
noi şi stabilirea unor posibile domenii de aplicare a lor. 

Material şi metode
Pentru cercetare au fost incluse 5 substanţe cu proprietăţi antimicrobiene: 
1. Enotaninul hidrosolubil, obţinut prin oxidarea enotaninului insolubil în apă, 

extras din seminţele de struguri; 
2, 3. Doi derivaţi noi ai acidului 4-formil-3-hidroxi-2-naftoic cu formula: 

unde R=H sau R=C6H5;
4. Metil-N’-[(2-hidroxinaftalen-1-il)metiliden]-N-prop-2-en-1-ilhidrazonotioatul 

cu formula: 

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

În calitate de microorganisme de referinţă pentru determinarea activităţii 
antimicrobine a compuşilor menţionaţi mai sus au fost utilizate următoarele tulpini: 

Bacterii Gram-pozitive:
Staphylococcus aureus ATCC®25922™ 
Bacillus cereus ГИСК 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 concentraţiei minime de inhibiţie (CMI) şi concentraţiei minime 
bactericide sau fungicide (CMB sau CMF) a fost realizată cu aplicarea metodei 
diluţiilor de serie pe medii lichide. Metoda implică executarea secvenţială a mai multor 
etape: prepararea mediilor nutritive; prepararea inoculului microorganismului testat; 
inocularea; incubarea; examinarea şi interpretarea rezultatelor.

Prepararea mediilor de cultură. 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 cultură se prepară în conformitate cu  
instrucţiunea producătorului. 

Prepararea inoculului microorganismelor testate. Pentru a pregăti inoculul este 
utilizată cultura pură de 24 ore de microorganisme crescute pe medii nutritive solide. 
Sunt selectate mai multe colonii similare bine izolate cultivate pe medii de cultură 
solide neselective. Cu ajutorul ansei se colectează cantităţi mici din vârful coloniei şi 
se transferă într-un tub cu o soluţie izotonică sterilă de clorură de sodiu (soluţie salină), 
astfel ca acesta să corespundă exact standardului de turbiditate de 0,5 după McFarland. 
Inoculul urmează a fi utilizat în decurs de 15 minute după preparare.

Diluţiile de serie în mediu nutritiv lichid. Mediul nutritiv se toarnă în cantitate 
de 0,5 ml în fiecare tub. Soluţia de lucru a preparatelor cu acţiune antibacteriană se 
obţine din soluţia standard cu utilizarea mediului nutritiv lichid respectiv. Soluţia de 
lucru într-o cantitate de 0,5 ml se introduce în primul tub care conţine 0,5 ml de mediu.  
După o agitare activă se colectează 0,5 ml de bulion, care se transferă într-un al doilea 
tub ce conţinea iniţial 0,5 ml mediu. Această procedură se repetă până când se prepară 
numărul necesar de diluţii. Din ultimul tub se îndepărtează 0,5 ml de mediu. În fiecare 
tub conţinând 0,5 ml a diluţiei corespunzătoare a preparatului antibacterian testat se 
introduc câte 0,5 ml inocul. Aceeaşi cantitate de inocul se introduce în eprubeta cu 
martorul negativ. 

Tuburile sunt incubate la o temperatură de 35°C timp de 16-20 sau 20-24 ore 
(în funcţie de tipul de microorganism). Tuburile cu un martor negativ sunt plasate în 
frigider la 4°C şi păstrate până la citirea rezultatelor testului.

Pentru a determina prezenţa creşterii tubul cu cultura testată şi cel cu martorul negativ 
se examinează în flux emergent de lumină. Concentraţia substanţei corespunzătoare 
tubului cu cea mai mică concentraţie, care inhibă creşterea vizibila a culturii microbiene, 
reprezintă valoarea CMI pentru substanţa respectivă. 

Pentru determinarea CMB şi CMF, se prelevează 0,1 ml din tuburile utilizate pentru 
tehnica diluţiilor în mediu lichid (din tubul la care s-a stabilit valoarea CMI şi din 
tuburile anterioare care prezintă concentraţii superioare de antibiotic) şi se însămânţează 
pe suprafaţa unor placi cu mediu solid nesuplimentat cu antibioticul testat. După 
incubare, se va observa dezvoltarea microorganismelor la diluţia corespunzătoare CMI.  
Valoarea CMB şi CMF este data de cea mai mica concentraţie de antibiotic care reduce 
numărul coloniilor cu până la 99,9%.

Rezultate şi discuţii
Taninele se utilizează în practica medicală ca substanţă cu acţiune astringentă, 

antibacteriană şi antiinflamatoare locală. Acţiunea astringentă este legată de capacitatea 
lor de a se precipita cu formarea tanatului de proteină. Aplicat pe ţesutul lezat 
taninul formează o peliculă de albuminat, care acţionează ca un protector mecanic.  
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Soluţiile apoase de tanin formează cu alcaloizii şi glicozizii complexe insolubile 
cu mulţi ioni de metale grele. De aceea, taninul posedă o anumită valoare ca 
antidot chimic în intoxicaţii. De obicei, taninul utilizat în medicină este obţinut din  
Gallae turcicae, Rhus coriara, Cotinus coggygria şi Rhus cotinus, specii de plante, 
care practic nu se întâlnesc în Republica Moldova. Din acest motiv sursa sigură 
pentru obţinerea aminelor în Republica Moldova sunt seminţe de struguri. Enotaninul 
hidrosolubil se obţine printr-un procedeu de solubilizare oxidativă a enotaninului, iniţial 
insolubil în apă, care, la rândul său, se obţine din materie primă naturală – seminţe de 
struguri, care reprezintă produse secundare ale industriei vinicole. 

Acţiunea antimicrobiană a enotaninului hidrosolubil a fost verificată prin aplicarea 
metodei diluţiilor în serie şi comparată cu acţiunea taninului medicinal. Rezultatele 
obţinute sunt prezentate în tabelul 1. 

Tabelul 1. Acţiunea antimicrobiană a enotaninului hidrosolubil 

Tulpini microbiene
Enotanin hidrosolu-

bil, mg/ml Tanin, mg/ml

CMI CMB/CMF CMI CMB/CMF
Gram+

Staphylococcus aureus ATCC®25922™ 3 6 6 12
Bacillus cereus ГИCK 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™ 1,5 6 6 12

Este evident că compusul dat manifestă activitate bacteriostatică şi bactericidă în 
intervalul de concentraţii 3...25 mg/ml faţă de bacteriile gram-pozitive (Staphylococcus 
aureus ATCC®25922™, Bacillus cereus ГИCK 8035) şi gram-negative (Proteus 
vulgaris HX 19222, Pseudomonas aeruginosa ATCC®27853™, Escherichia coli 
ATCC®25923™, Klebsiella pneumoniae). Cele mai mici valori ale CMI şi CMB 
au fost obţinute pentru tulpina Bacillus cereus ГИCK 8035. De asemenea, compusul 
are şi acţiune antifungică faţă de tulpina Candida albicans ATCC®10231™, care 
comparativ cu taninul medicinal este de 4 ori mai activă. Proprietăţile depistate 
prezintă interes din punct de vedere al completării listei de preparate antibacteriene cu  
spectru larg de acţiune.

Un alt grup de substanţe cu acţiune antimicrobiană pronunţată sunt compuşii, 
care conţin segmentul tiosemicarbazonic. Tiosemicarbazonele ce fac parte din clasa 
bazelor Schiff atrag atenţia cercetătorilor atât prin varietatea lor structurală, cât şi prin 
activitatea biologică, inclusiv antibacteriană şi antifungică. Gama largă de proprietăţi 
biologice este determinată de diversitatea tiosemicarbazonelor, care pot fi obţinute 
prin reacţia Schiff, variind aldehida sau cetona iniţială sau substituenţii în fragmentul 
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tiosemicarbazonic. Variaţia proprietăţilor biologice la schimbările neesenţiale în 
compoziţia şi structura substanţelor (şi lipsa unor date concrete privind mecanismul de 
acţiune biologică) determină sinteza unor compuşi noi de acest tip.

Influenţa substituenţilor şi poziţiei lor în fragmentul tiosemicarbazidic asupra 
proprietăţilor biologice nu poate fi pronosticată exact (deşi s-au evidenţiat unele legităţi 
mai generale), fiind determinată de un şir de factori care pot fi elucidaţi numai la 
testarea influenţei compuşilor asupra organismelor vii, printre care sunt interacţiunea cu 
receptorii şi capacitatea de a pătrunde prin membrană. În această lucrare au fost testate 
4 substanţe noi, care includ în structură segmentul respectiv. Două dintre ele prezintă 
derivaţi noi ai acidului 4-formil-3-hidroxi-2- naftoic. Activitatea antibacteriană a acestor 
compuşi a fost testată faţă de două tulpini: Staphylococcus aureus ATCC®25922™ 
şi Escherichia coli ATCC®25923™. Activitatea lor a fost comparată cu activitatea 
cloramfenicolului. Rezultatele sunt prezentate în tabelul 2. Din datele prezentate 
urmează că compuşii C13H11N3SO3•CH3OH şi C19H15N3O3S manifestă activitate 
bacteriostatică şi bactericidă faţă de ambele tulpini bacteriene testate. O activitate 
mai pronunţată manifestă cel de-al doilea compus, care la concentraţii de 0,6 mg/
ml inhibă dezvoltarea S. aureus ATCC®25922™. Primul compus este mai activ faţă  
de E. coli ATCC®25923™ prin inhibarea şi distrugerea microorganismului la concentraţii  
de 2 ori mai mici în comparaţie cu compusul doi.

Tabelul 2. Acţiunea antimicrobiană a compuşilor tiosemicarbazonici 

Tulpini microbiene
Compusul nou Substanţa de referinţă

CMI CMB/CMF CMI CMB/CMF
C13H11N3SO3 • CH3OH, 

mg/ml Cloramfenicol, mg/ml

Staphylococcus aureus 
ATCC®25922™ 2,5 5 0,7 1,5

Escherichia coli ATCC®25923™ 1,2 2,5 3,0 6,0
C19H15N3O3S, mg/ml Cloramfenicol, mg/ml

Staphylococcus aureus 
ATCC®25922™ 0,6 1,2 0,7 1,5

Escherichia coli ATCC®25923™ 2,5 5,0 3,0 6,0
C16H17N3OS, µg/ml C20H17ClCuN4OS, µg/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
C17H18ClN3NiOS, 

µg/ml
C8H5Br2CuN3OS, 

µg/ml
Escherichia coli ATCC®25923™ 1,5 1,5 18,7 37,5

Pseudomonas aeruginosa 
ATCC®27853™ 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 şi compusul 
metil-N’-[(2-hidroxinaftalen-1-il)metiliden]-N-prop-2-en-1-ilhidra-zonotioatul 
(C16H17N3OS), caracterizat prin structură practic planară şi cu activitate biologică 
înaltă. Rezultatele testării proprietăţilor antimicrobiene ale acestui compus în 
comparaţie cu un alt derivat tiosemicarbazonic brevetat [3] sunt prezentate în tabelul 2.  
Datele experimentale obţinute privind studierea proprietăţilor antimicotice ale 
compusului menţionat sunt prezentate în tabelul 2 şi demonstrează că acesta manifestă 
activitate fungistatică faţă de Candida albicans ATCC®10231™ la nivelul substanţei de 
referinţă, iar după activitatea fungicidă depăşeşte caracteristicile ei de 1,7 ori, manifestând 
în acelaşi timp o activitate antimicrobiană de 2...4 ori mai înaltă faţă de tulpinile  
bacteriene testate.

Ultima dintre substanţele testate este un tiosemicarbazonat de nichel - cloro-{N-
(3,4-dimetilfenil) -2- [1- (2-hidroxifenil) etiliden] - hidrazincarbotioamido (1-)}nichel 
(C17H18ClN3NiOS). Activitatea antimicrobiană a acestui compus a fost comparată 
cu cea a unui tiosemicarbazonat de cupru, care a fost brevetat anterior - di(µ-O)-
bis(3,5-dibromosaliciliden-tiosemicarbazidocupru) [2]. Rezultatele studiului activităţii 
antimicrobiene pentru acest compus nou sunt prezentate in tabelul 2, din care se vede 
că acesta posedă o activitate bacteriostatică şi bactericidă faţa de microorganismele 
testate în limitele concentraţiilor 0,7…3,0 µg/ml. Substanţa de referinţă manifestă cea 
mai înaltă activitate bacteriostatică şi bactericidă faţă de Klebsiella pneumoniae şi 
Pseudomonas aeruginosa. Datele experimentale obţinute demonstrează că compusul 
nou manifestă activitate antimicrobiană, care depăşeşte de 12,5…1200 ori activitatea 
bacteriostatică şi bactericidă a martorului faţă de Klebsiella pneumoniae şi Pseudomonas 
aeruginosa ATCC®27853™ şi de 12,5…100 ori este mai activ faţă de Escherichia coli 
ATCC®25923™ şi Candida albicans ATCC®10231™.

Concluzii
Enotaninul solubil obţinut prin oxidarea enotaninului insolubil din seminţe de 

struguri posedă acţiune antibacteriană şi antifungică mai pronunţată decât taninul, este 
ieftin în obţinere şi poate fi utilizat pe larg în medicina practică.

Derivaţii noi ai acidului 4-formil-3-hidroxi-2-naftoic prezintă activitate 
antimicrobiană faţă de Escherichia coli ATCC®25923™ şi Staphylococcus aureus 
ATCC®25922™ şi sunt de perspectivă pentru utilizarea în diferite domenii ale 
medicinii, medicinii veterinare şi agriculturii, unde este necesară prelucrarea antiseptică 
a materialelor.

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

Compusul cloro-{N-(3,4-dimetilfenil)-2-[1-(2-hidroxifenil)etiliden]-hidrazin-
carbotioamido(1-)}nichel posedă activitate antimicrobiană înaltă faţă de Klebsiella 
pneumoniae şi Pseudomonas aeruginosa ATCC®27853™, dar poate fi considerat 
şi un compus cu proprietăţi antifungice pronunţate, activ faţă de Candida albicans 
ATCC®10231™. 
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