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REPERELE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

Actualitatea temei. In prezent antibioticele constituie elementele-cheie ale me-
dicinei moderne, fiind indispensabile in tratamentul maladiilor bacteriene. Efectuarea
chimioterapiei, transplantului de organe, interventiilor chirurgicale, tratarea si ingri-
jirea arsilor si multe altele sunt imposibile fara administrarea adecvata de preparate
antibacteriene [6, 14]. In perioada dintre anii 2000 si 2010 consumul total mondial de
antibiotice a crescut cu 30% — de la 50 la 70 bilioane Unitati Standard (US).
Penicilinele si cefalosporinele au constituit aproximativ 60 la sutd din consumul total
de antibiotice in 2010. Utilizarea lor s-a majorat cu 41 la suta in anii 2000-2010. De
asemenea, a fost inregistrata o crestere a utilizarii antibioticelor ,,in ultima instanta™:
cu 40% a crescut consumul carbapenemelor si cu 13% — cel al polimixinelor. Tarile
cu cel mai mare consum de antibiotice in 2010 au fost: India, cu 13 miliarde US;
China, cu 10 miliarde US, si Statele Unite ale Americii, cu 7 miliarde US. Cel mai
mare consum de antibiotice pe cap de locuitor a fost inregistrat in SUA — 22 US,
urmatd de India, cu 11 US, si de China, cu 7 US [26]. O consecinta directa a cresterii
nivelului de utilizare a antibioticelor este rezistenta microorganismelor patogene la
antibiotice. In Europa, aproximativ 25.000 de decese sunt atribuite infectiilor
rezistente la antibiotice, iar prejudiciul se estimeaza la 1,5 miliarde € anual [10].
Printre cele mai periculoase pentru om microorganisme rezistente se numard MRSA
— Staphylococcus aureus rezistent la meticilina si tulpinile multirezistente de
Escherichia coli. In 2013, in 17 din 22 de tari europene 85% dintre tulpinile izolate
de E. coli au fost de tip ESBL pozitive (producatori de beta-lactamaze cu spectru
extins) [9]. In infectiile urinare, tulpinile de Enterobacteriaceae izolate manifesta in
26-50% din cazuri rezistenta fatd de cefalosporinele de generatia a treia si a patra
[18]. Tulpinile rezistente de Klebsiella pneumoniae ating pana la 47% din numarul
total de tulpini izolate clinic. Numai in anul 2013, din cauza pneumoniei la nivel
mondial, au fost inregistrate 935 mii de decese in randurile copiilor de pana la 5 ani
[13, 14]. In pofida numeroaselor strategii si activititi aplicate la nivel national si
international, situatia privind raspandirea acceleratd a microorganismelor patogene cu
rezistentd multipld nu se amelioreaza. Rolul primordial in rezolvarea acestor
probleme majore apartine sectorului cercetare-dezvoltare. ldentificarea ori elaborarea
de substante antimicrobiene noi este una dintre directiile prioritare in acest sens.

Situatia in domeniul de cercetare. Incepand cu anul 2000 si pani la finele
anului 2012, Agentia Europeana pentru Medicamente si Administratia Americana
pentru Alimente si Medicamente au aprobat mai multe antibiotice noi, dintre care
numai patru, si anume linezolidul, daptomicina, retapamulina si fidaxomicina, sunt
antibiotice principial noi, care sunt totusi eficiente doar Impotriva bacteriilor Gram-
pozitive. Celelalte substante sunt modificari ale compusilor utilizati anterior. Cu
exceptia Carbapenemelor, care au fost lansate in 1985, toate celelalte antibiotice
aprobate pentru aplicatii clinice, intre anii 1960 si 2000, au fost derivati sintetici ai
compusilor existenti, elaborati anterior [6]. Patru clase de substante — cefalosporinele,
penicilinele, chinolonele si macrolidele, au fost folosite ca baza structurald pentru
73% dintre antibioticele aprobate intre anii 1981 si 2005. Intre anii 1987 si 2011 nu
au fost raportate descoperiri de succes ale unor clase noi de antibiotice. In 2010
numai doud substante principial noi au fost promovate pana la testele clinice, dar nici
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una nu le-a trecut cu succes [12, 24]. Astfel, este necesara o resetare urgentd a
arsenalului de agenti antimicrobieni activi [5, 25]. In prezent, atét sinteza chimica, cat
si obtinerea de substante naturale sunt principalele cdi de a obtine noi compusi cu
proprietati antimicrobiene [7].

Compusii chimici cu efect antimicrobian sintetizati in centrele stiintifice poseda
unele avantaje in vederea studiului efectelor lor biologice, cum ar fi posibilitatea
dozarii exacte, facilitatea in aprecierea proceselor de metabolizare, posibilitatea de
obtinere a cantitatilor necesare prin respectarea strictd a unor operatiuni tehnologice
stabilite, posibilitatea dirijarii structurii acestora, si deci a proprietatilor pe care aceste
substante le manifesta si a efectelor biologice scontate [21]. Compusii chimici cu
efecte antimicrobiene se caracterizeaza prin structura si proprietati diverse, iar pre-
zenta metalelor cu valentd variabila in componenta lor este una dintre conditiile
realizarii efectului antimicrobian in vitro si In vivo. Datoritd capacitatii inalte de
chelare si potentialului redox pozitiv, ionul de cupru (Cu®*) este biologic activ si
participa in multe procese din organism. Complecsii de cupru sunt printre cele mai
puternice substante antimicrobiene [15 -17, 20, 22].

Problema de cercetare care reiese din analiza situatiei in domeniu consta in
necesitatea evidentierii proprietatilor antimicrobiene ale unor compusi chimici noi,
precum si @ mecanismelor prin care acestia actioneaza.

Scopul tezei de doctorat a constat in evaluarea proprietatilor antimicrobiene ale
compusilor chimici noi si in elucidarea mecanismelor de actiune a acestora.

Obiectivele lucrarii au fost urmatoarele:

1. Evidentierea actiunii antimicrobiene a compusilor coordinativi ai cuprului (IT) cu
diferiti liganzi asupra tulpinilor de referinta ale microorganismelor patogene.

2. Determinarea actiunii antimicrobiene ale propenonelor aromatice cu grupe

tioamidice sau cu izotiocian asupra tulpinilor de referinta a microorganismelor

patogene.

Compararea actiunii compusilor chimici noi cu cea a antisepticului de referinta.

Evaluarea particularitatilor de actiune antimicrobiand a compusilor chimici noi

asupra tulpinilor izolate din coproculturi.

5. Stabilirea mecanismelor de influenta a compusilor chimici noi evidentiati asupra
microorganismelor patogene.

Metodologia cercetarii stiintifice. Pentru realizarea lucrarii au fost utilizate doud
categorii de metode de cercetare: metode clasice ale microbiologiei medicale si metode
de determinare a statutului redox al culturii microbiene. La prima categorie se refera
determinarea concentratiei minime de inhibitie si concentratiei minime bactericide ale
compusilor coordinativi. La cea de-a doua categorie se refera metodele de determinare a
capacitatii antioxidante totale, a activitdtii enzimelor antioxidante, a peroxidului de
hidrogen si a nivelului de peroxidare a lipidelor. Calculul statistic a fost realizat prin
aplicarea instrumentelor statisticii descriptive si inferentiale [19], iar in cazul determi-
narii activitatii antimicrobiene a antibioticelor prin metoda difuziunii in agar am aplicat
instrumentul de calcul recomandat pentru acest tip de experiente [27]. Obiectele de
studiu si metodologia utilizata au permis de a evidentia corect si la nivel metodologic
adecvat activitatea antimicrobiand a compusilor chimici noi.
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Noutatea si originalitatea stiintifica. A fost testatd activitatea antimicrobiana a
unor noi compusi coordinativi ai cuprului cu diferiti liganzi si comparatd cu
activitatea antisepticului de referintd, ceea ce face posibild aprecierea activitatii
compusilor testati fatd de cea a remediilor utilizate. Au fost estimati parametrii
statutului antioxidant al culturilor de microorganisme patogene la actiunea compusilor
noi testati, ceea ce permite aprecierea nivelului stresului oxidativ.

Problema stiintifici importanta solutionata in lucrare consta in elucidarea
efectelor unor noi compusi chimici din produse autohtone asupra tulpinilor de
microorganisme patogene, ceea ce a contribuit la evidentierea proprietatilor antimic-
robiene ale substantelor noi, fapt ce a permis stabilirea mecanismelor de actiune a lor.

Semnificatia teoreticd. Au fost acumulate date noi despre actiunea unor
compusi noi fata de tulpinile de referinta si tulpinile clinice si despre modificarile
statutului antioxidant al microorganismelor patogene sub actiunea compusilor chimici
noi. Au fost evidentiate corelatiile negative stabile dintre capacitatea antioxidanta
totald si continutul dialdehidei malonice, ceea ce permite aplicarea acestor parametri
in calitate de indicatori de monitorizare a activitatii antibacteriene.

Valoarea aplicativa a lucrarii. Au fost evidentiati compusi noi cu activitate
antibacteriana nalta fata de Staphylococcus aureus si Bacillus cereus de perspectiva
pentru testdri in vivo. A fost propusda o metoda originala de determinare a biomasei
culturilor de microorganisme.

Rezultatele stiintifice principale inaintate spre sustinere.

1. Compusii coordinativi ai Cu(Il) cu diferiti liganzi manifesta activitate
antibacteriand mai 1naltd fatd de microorganismele Gram-pozitive (Staphylo-
coccus aureus ATCC 25923, Bacillus cereus THCK 8035) decat fata de cele
Gram-negative.

2. Compusii coordinativi ai Cu(ll) cu 4-(dimetilfenil)tiosemicarbazona 2-formilpi-
ridinei au activitate antibacteriana inaltd fatd de microorganismele Gram-
pozitive Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus cereus I'MCK 8035, dar
si fata de tulpina de referinta Gram-negativa Shigella sonnei ATCC 25931.

3. Compusii di(u-S)-bis{cloro-[1-(piridin-2-il) etanon-4-metiltiosemicarbazonato
(1-)]cupru} si di(u-S)-bis{cloro-[1-piridin-2-il-4-etiltiosemicarbazono-(1-)] cupru} po-
seda activitate antibacteriana Tnalta fata de tulpinile de Staphylococcus aureus si
Escherichia coli izolate clinic.

4. Compusii cu activitate antibacteriana naltd cauzeaza in celulele microorgani-
smelor patogene un stres oxidativ pronuntat.

5. Activitatea antibacteriand a compusilor noi testati este asociatd cu o scadere
semnificativa a activitatii superoxiddismutazei si catalazei.

Implementarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele studiului au fost imple-
mentate la Catedra de microbiologie, virusologie si imunologie USMF ,Nicolae
Testemitanu”ca material didactic pentru instruirea universitard. Metoda de deter-
minare a biomasei bacteriene propusa in teza a fost implementata in cadrul Colectiei
Nationale de Microorganisme nepatogene a Institutului de Microbiologie si
Biotehnologie (Act nr.74 din 28 mai 2015).

Aprobarea rezultatelor stiintifice. Materialele expuse in teza de doctorat au fost
comunicate la: Cea de-a XXXI-a — Conferintd romana de chimie, 2010, Ramnicu
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Valcea, Romania; Primul colocviu franco-roman de chimie medicinala, 2010, lasi,
Romania; Conferinta stiintifico-practica ,,Substante bioactive: probleme funda-
mentale si aplicative de obtinere si aplicare”, 2011, Novii Svet, Ucraina; Conferinta
internationald Ciugaev ,,Metode fizico-chimice in chimia compusilor coordinativi”,
2011, Suzdali, Rusia; Conferinta stiintifica internationala ,,Biotehnologia microbio-
logicd - domeniu scientointensiv al stiintei contemporane”, 2011, Chisinau, Moldova;
Cea de-a XVIlI-a Conferinta Internationald ,,Metode fizice in chimia coordinativa si
supramoleculara”, 2012, Chisinau, Moldova; Conferinta Internationala dedicata celei
de-a 55-a aniversari de la fondarea Institutului de Chimie al Academiei de Stiinte a
Moldovei, 2014, Chisinau, Moldova; Cea de-a doua Conferintd internationald in
domeniul Biotehnologiei microbiene 2014, Chisinau, Moldova.

Rezultatele tezei au fost discutate si aprobate in cadrul sedintei Catedrei de
microbiologie, virusologie si imunologie USMF ,Nicolae Testemitanu” din 15 iunie,
2016 si Seminarului Stiintific de profil 313.02 Microbiologie medicald din cadrul
Institutului de Ftiziopneumologie ,,Chiril Draganiuc” din 06 iulie 2016.

Publicatiile la tema tezei. Rezultatele stiintifice expuse in aceasta lucrare au fost
reflectate in 26 de publicatii stiintifice: 8 articole in reviste recenzate (3 — in reviste
cu factor de impact; 3 — in monoautorat), 14 rezumate ale comunicarilor stiintifice,
4 brevete de inventie.

Volumul si structura tezei. Teza consta din 4 capitole; are un volum de baza de
127 de pagini, contine 26 de tabele si 21 de figuri. Lista surselor bibliografice citate
include 240 de titluri.

Cuvinte-cheie: activitate antimicrobiand, compusi coordinativi, cupru, Staphy-
lococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus cereus, Shigella sonnei, Salmonella
enterica.



CONTINUTUL TEZEI
1. COMPUSI ANTIMICROBIENI

Capitolul contine o analiza ampla a situatiei in domeniu in baza unui studiu biblio-
grafic profund al publicatiilor relevante pentru tema data in intreaga lume. Capitolul este
structurat n 3 subcapitole. Primul subcapitol este consacrat elucidarii mecanismelor de
actiune a antibioticelor clasice din aspectul nivelului actual al cunoasterii in acest
domeniu. Sunt scoase in evidentd atit mecanismele particulare ale diferitor tipuri de
substante cu efect antimicrobian, cat si mecanismele generalizate, care sunt inregistrate
in toate tipurile de celule bacteriene indiferent de tipul de compus antimicrobian aplicat.
Sunt aduse explicatii cu referire la diferite tipuri de clasificare a substantelor cu efect
antimicrobian. Astfel, sunt delimitate notiunea de compusi bacteriostatici si bactericizi si
importanta aplicarii acestui tip de clasificare in terapiile combinate cu scopul evitarii
antagonismelor puternice care pot surveni intre agentii terapeutici utilizati. In acelasi
timp, se atrage atentia asupra caracterului relativ al acestui mod de clasificare in functie
de natura microorganismului patogen si dozele administrate. Este adus drept exemplu si
sistemul de clasificare a antibioticelor in antibiotice cu spectru larg de actiune si cu
spectru ingust de actiune si explicata necesitatea dezvoltarii cercetdrilor pentru ambele
tipuri. Cea mai mare atentie a fost atrasd asupra sistemului de clasificare a antibioticelor
in functie de mecanismul lor de actiune. In aceasti parte a capitolului sunt sistematizate
modificarile produse de fiecare tip de antibiotic in celulele bacteriene, de asemenea, fiind
generalizate datele de ultimd ord de biologie moleculard si genetica microbiand cu
referire la complexele de gene, sistemele de operare specifice, care sunt implicate in
realizarea fiecarui tip de actiune, precum si in corelarea acestora cu genele si sistemele
de operare responsabile de rezistenta microorganismelor la acest tip de influenta.

In subcapitolul al doilea sunt analizate principalele grupuri de antibiotice de origine
naturala. Este analizatd gama bogatd de componente cu efect antimicrobian care au fost
depistate in celulele microbiene. Se atrage atentia asupra diversitatii structurale si
functionale a antibioticelor produse de microorganisme si se prezinta listele de specii de
microorganisme patogene asupra carora substantele efectuate au influentd pronuntata.
Este subliniata diversitatea enorma a compusilor microbieni de origine vegetald si sunt
reflectate rezultatele cercetarilor, care elucideaza mecanismele de actiune antimicrobiana
a fenolilor, alcaloizilor, compusilor organici sulfurati, terpenoidelor. Se pune accent si pe
efectele pe care le au combinatiile de preparate vegetale si antibiotice clasice asupra
diferitor culturi de microorganisme patogene. Dintre antibioticele de origine animala
sunt descrise si analizate mai detaliat peptidele antimicrobiene.

Cel de-al treilea subcapitol este dedicat compusilor antimicrobieni sintetici. Sunt
aritate avantajele si dezavantajele lor comparativ cu antibioticele naturale. In vizorul
acestei analize au fost doud grupuri principale — polimerii antimicrobieni $i compusii
coordinativi. Este prezentatd o sinteza a multiplelor rezultate obtinute la testarea
diferitor tipuri de compusi coordinativi noi si o Incercare de a prezenta principalele
cerinte fatd de un compus coordinativ nou ca acesta sd poatd fi considerat de
perspectiva pentru utilizare in calitate de produs antimicrobian. Sunt aduse argumente
in favoarea selectarii cuprului in calitate de metal component al compusilor noi cu
efect antibacterian. Capitolul se finalizeaza cu formularea problemei de cercetare,
directilor de rezolvare a ei, scopului si sarcinilor prezentei lucrari.
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2. CARACTERISTICA OBIECTELOR DE STUDIU SI METODELOR
APLICATE iN CERCETARE

In calitate de obiecte de studiu ,,in vitro” in capitolul 2 au fost incluse 5 tulpini
de referinta, care provin din doua colectii de culturi recunoscute in calitate de furni-
zori de material biologic de calitate pentru cercetari de performanta: American Type
Culture Collection (ATCC, USA) si Colectia de Stat a Microorganismelor Patogene
a Institutulu1 de Stat de cercetari stiintifice in domeniul standardizarii si controlului
preparatelor medicale biologice ,,L. A. Tarasevici” ('ICK, Federatia Rusa).

In calitate de substante cu efecte antimicrobiene au fost testati compusii
coordinativi ai Cu (IT); Co(II), Zn(II) si propenonele aromatice sintetizate la Catedra
de chimie anorganica (Universitatea de Stat din Moldova). Pentru a facilita analiza
rezultatelor obtinute, compusii chimici noi au fost grupati in 4 clase, pentru fiecare
fiind prezentatd informatia despre compozitia si geometria compusilor respectivi.
Deoarece la etapa de planificare a cercetarii doctorale miza a fost pusd pe particu-
laritatile cuprului ca metal cu proprietdti antibacteriene, pentru compusii ce contin
cupru este prezentatd si masa relativd a acestui metal in componenta compusului
final.

Capitolul include, de asemenea, descrierea a doua categorii de metode de
cercetare: metode clasice ale microbiologiei medicale si metode de determinare a
statutului redox al culturii microbiene. La prima categorie se refera determinarea
concentratiei minime de inhibitie si concentratiei minime bactericide ale compusilor
chimici noi. La cea de-a doua categorie se refera metodele de determinare a
capacitdtii antioxidante totale, a activitatii enzimelor antioxidante, a peroxidului de
hidrogen si a nivelului de peroxidare a lipidelor.

In acest capitol meritd a fi evidentiate doua abordiri metodologice originale.
Astfel, pentru a compara activitatea compusilor noi cu cea a antisepticului de
referintd am utilizat metodologia de determinare a activitatii antimicrobiene a
antibioticelor prin metoda difuziunii in agar, in care in calitate de antiseptic standard
a fost aplicatda furacilina, iar in calitate de antibiotic — compusii chimici noi. De
asemenea, a fost implementatd o metodd de determinare a biomasei microbiene in
baza parametrilor dimensionali ai celulelor. Parametrii biochimici au fost cuantificati
prin aplicarea metodelor cunoscute. Calculul statistic a fost realizat prin aplicarea
instrumentelor statisticii descriptive si inferentiale, iar in cazul determindrii activitatii
antimicrobiene a antibioticelor prin metoda difuziunii in agar am aplicat instrumentul
de calcul recomandat pentru acest tip de experiente. Obiectele de studiu si
metodologia utilizata au permis de a evidentia corect si la nivel metodologic adecvat
activitatea antimicrobiana a compusilor chimici noi.

Designul studiului realizat este prezentat in Figura 1.



Evidentierea compusilorchimic noicu actiuneantimicrobiana pronuntata fata
de tulpinile de referinta

Metods dilutiilor
= OO RS E

Compararea activitatii antimicrobienea compusilor selectati
cu activitatea furacilinei asupra Metode difuziuni insgar [test

tulpinilor de referinta randomizat in 3 concentrati si test
calcul in bezs curbei standerd )

Studiul actiunii compusilor cu activitate antimicrobiand maximala asupra
tulpinilor izokte din coprocultura Metods diletilor

T OCESTE

Determinarea capacitatii antioxidante a biomasei bacteriene la actiunea
compusilor chimic noi

-5 -»- -2 B2 B B

[ Test ABTS ]
L
Determinarea intensitdti stresuluioxidativ indus de actiunea
compusilor chimici noi Test determinare DAk
§i H O
Elucidarea raspunsului antioxidant enzimatic
[enzime antioxidante de grad unu} Activitstes enzimelor

s00, CT

Fig. 1. Designul studiului.

3. ACTIVITATEA ANTIBACTERIANA A UNOR COMPUSI CHIMICI NOI

La prima etapa au fost determinate concentratiile minima inhibitoare (CMI) si
minima bactericidd (CMB) ale fiecirui dintre cei 220 de compusi chimici noi. In lucrare
sunt incluse rezultatele pentru 37 dintre acestia, care au manifestat activitate
antibacteriand mai pronuntatad sau la nivelul activitatii furacilinei. Rezultate promitatoare
au fost obtinute pentru compusii din primele 3 grupuri. Activitate antibacteriana inalta au
manifestat compusii coordinativi ai Cu(ll) cu 4-feniltiosemicarbazona 2-formilpiridinei
si sulfanilamidele si compusii coordinativi ai Cu(Il) cu 4-(dimetilfenil) tiosemicarba-
zonele 2-formilpiridinei. Propenonele aromatice au demonstrat activitate antibacteriana
redusa comparativ cu furacilina. Ca rezultat al primei etape de lucru a fost efectuata
selectarea compusilor care s-au afirmat ca substante cu efect antimicrobian pronuntat.

Activitatea antibacteriana a compusilor selectati a fost determinata prin aplicarea
metodei de difuziune in agar in cadrul experientei randomizate in trei concentratii si a
celei In cinci concentratii cu calculul ulterior in conformitate cu metodologia
recomandata. Tulpinile de referintd Gram pozitive au fost mai vulnerabile fatd de
actiunea noilor compusi. Astfel, fatd de Staphylococcus aureus ATCC 25923 au
manifestat activitate antimicrobiana inalta 12 compusi, care au fost de 3-3500 ori mai
activi ca furacilina. Rezultatele pot fi urmarite in Tabelul 1.

Pentru Bacillus cereus TMCK 8035 au fost identificati 13 compusi chimici noi cu
activitate care o depaseste pe cea a furacilinei de 5,3-495 ori (Tabelul 2). Dintre culturile
de referinta Gram-negativa cele mai bune rezultate au fost obtinute pentru Shigella sonnei
ATCC 25931. 11 compusi au manifestat activitate antibacteriana de 2,5-216 ori mai inalta
ca cea a furacilinei. Fata de Escherichia coli ATCC 25922 au manifestat activitate antibac-
teriand 6 compusi, iar fatd de Salmonella enterica (Salmonella Abony T'MCK 03/03y) —



doar 2 compusi. Fatd de ambele culturi compusii selectati au avut o activitate antibac-
teriand de 2,1-6,1 ort mai mare ca cea a furacilinei in conditii identice (Tabelul 3).

Tabelul 1. Activitatea biologica a compusilor chimici noi selectati fata de tulpina de
referinta Staphylococcus aureus ATCC 25923 calculata in baza rezultatelor metodei
de difuziune in agar*

Activitatea bio-

Echivalent de furacilina egal cu activitatea 1 pg compus/ml

Compusul logica observata, Experients randommizats Conform curbei
CMI, pg/ml perienta randomizata standard

C3gH3sCuU 2N14010S4 0,29 6,24-9,13 7,55-8,9
C42H42CusN14012Sy 0,07 28,15-42,46 30,57-36,29
Cu6H16CU2N18010Se 0,14 10,02-19,21 15,50-17,93
C46H42CUN 15801054 0,018 92,58-152,80 133,33-146,67
C15H19CICUN4O,S 0,009 220,45-283,30 250,12-270,34
C15H19CUN505S 0,58 3,03-5,12 3,86-4,21
C15H17CICUN4OS 0,018 118,40-141,12 122,22-137,78
C15H19CUN505S 0,018 124,20-152,34 120,55-139,44
C15H19CUN505S 0,009 235,35-290,67 241,11-278,89
C15H19CUN505S 0,009 226,56-302,34 239,48-286,64
C1gH22CI,CuyNgS, 0,00056 3502,20-4836,52 3803,45-4553,57
CgH11CICUN,S 0,03 62,47-94,85 75,00-81,00

*Nota: In cazul calculului efectuat pentru experienta randomizata in tabel au fost trecute rezultatele,
pentru care deviatia a fost apreciatd ca semnificativa (respectarea conditiilor: valoarea Fcaicyiat pentru
regresie>7,13 (Fct la P=99 %); valorile Feacular pentru paralelism, caracter patratic si diferenta
patraticitatii <4,02 (F¢r la P=95%).

Tabelul 2. Activitatea biologica a compusilor chimici noi selectati fata de tulpina de
referinta Bacillus cereus TMCK 8035 calculata in baza rezultatelor testului
de difuziune in agar*

Activitatea Echivalent de furacilina egal cu activitatea
Compusul biologica, CMI, 1 ug compus/mi
pg/ml Experientd randomizati Conform curbei standard

CagH33CU ,N14010S,4 0,009 395,5-602,15 467,78-572,22
C4oH4oCU,N14015S, 0,29 11,76-19,24 14,38-17,90
C4eH16CU,N18010S6 0,58 5,58-10,05 7,43-8,31
C4eH42CU,N13010S, 0,009 480,33-539,47 478,89-561,11
C15H19CICUN,4O,S 0,009 495,48-526,39 440,00-600,00
C15H19CUN5O5S 0,58 5,33-9,48 6,82-9,31
C1sH17CICUN,4OS 0,009 420,59-649,30 479,77-590,22
C15H19CUN5O5S 0,03 112,47-185,32 138,00-174,00
C15H16CUNsO5S 0,009 398,15-686,12 430,00-610,00
C15H16CUNsO5S 0,018 220,40-305,82 235,00-285,00
C1gH2,Cl,Cu,NgS; 0,14 21,45-44 24 29,28-37,57
CoH1;CICUN,S 0,14 22,30-41,52 28,43-38,43
C10H13CUNsO,S, 0,03 120,58-201,43 138,33-173,67

*Nota: Vezi nota la Tabelul 1.
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Tabelul 3. Activitatea biologica a compusilor chimici noi selectati fata de tulpinile de
referintda Gram-negative calculata in baza rezultatelor obtinute la aplicarea metodei
de difuziune 1n agar

Activitatea Echivalent de furacilina egal cu activitatea
Compusul biologica, CMI, 1 pug compus/ml
pg/ml Experienta randomizati | Conform curbei standard
Shigella sonnei ATCC 25931
ngHggCU 2N1401084 0,58 2,45'5,11 3,86-4,21
C42H42CU2N1401284 0,29 5,87-11,35 7,59-8,55
CasH4oCI,CU;N;140,Ss 0,29 6,22-9,76 7,66-8,38
C45H19CICUN,O,S 0,07 24,43-41,38 30,57-36,29
C15H19CUN5O5S 0,58 2,44-6,02 3,81-4,26
CysH1;CICUN,OS 0,018 101,20-155,32 117,78-142,22
C15H19CUN5O5S 0,07 24,16-38,19 29,40-35,12
C15H19CUN5O5S 0,009 216,76-304, 87 235,56-284,44
C15H19CUN5O5S 0,009 205,65-290,56 241,11-278,89
C1gH2,Cl,Cu,NgS, 0,58 1,94-5,78 3,76-4,04
CoH1;CICUN,S 1,17 1,22-4,18 1,97-2,07
Escherichia coli ATCC 25922
ngHggCU 2N1401084 1,17 1,91- 2,10 2,05- 2,38
Cy4H4oCl,Cu,N140,Ss 0,29 6,05-12,10 7,10-9,03
C45H45CU2N1801086 0,58 2,99-6,44 3,72-4,21
CusHaoCUN15010S, 0,58 2,64-6,34 3,61-4,19
C15H2,Cl,Cu,NgS, 0,58 3,01-6,58 3,64-4,43
CyH;CICUN,S 1,17 1,84-2,26 2,10-2,42
Salmonella enterica (S. Abony TICK 03/03y)

CagH3sCu ;N14,010S, 1,17 2,22-6,05 3,72-4,27
C4H4oCI,CU,N140,Ss 0,58 4,24-12,34 6,95-9,19

Trei dintre compusii selectati la primele etape, activi fatd de tulpinile de
referinta au fost testati pe tulpinile de Staphylococcus aureus izolate din coprocultura.
in lucru au fost luate 30 de tulpini izolate de la pacienti, iar pentru fiecare din ele a
fost determinata CMI si CMB pentru compusul cercetat si pentru furacilina. In Figura
2 este reprezentata repartizarea tulpinilor pe grupuri in functie de valoarea CMI a
fiecarui compus in parte. Primul grup include tulpinile izolate, pentru care CMI este
pana la 1,17 ug/ml, cel de-al doilea grup — intre 2,34-4,69 ug/ml, iar cel de-al treilea
— mai mare sau egal cu 9,37 pug/ml. Fatd de 80-93% dintre tulpinile de stafilococ
izolate clinic, toti trei compusi testati au demonstrat un nivel al CMI de pana la 1,17
ug/ml si fata de 7-17% dintre tulpinile izolate — CMI intre 2,34-4,69 pg/ml. Com-
pusul di(u-S)-bis{cloro-[1-(piridin-2-il) etanon-4-metiltiosemicarbazonato(1-)]cupru}
nu a inregistrat valori ale CMI mai mari sau egale cu 9,37 pg/ml, iar ceilalti doi
compusi au manifestat 0 astfel de activitate antibacteriana fata de 3% dintre tulpinile
de stafilococ izolate clinic.
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m<1,17 m2,34-4,69 m<1,17 m2,34-4,69 29,37

3% Fig. 2. Repartizarea tulpinilor de
Staphylococcus aureus izolate in
grupuri in functie de valorile CMI

(ug/ml) ale compusiilor testati:
A - di(pu-S)-bis{cloro-[1-(piridin-2-il) etanon-
4- metiltiosemicarbazonato (1-)]cupru};
B-cloro-[N-etil-2-(piridin-2-ilmetilen)hidrazin-
carbotioamido]cupru; C - di (u-S)-bis{[2-(4-
m<1,17 ®W2,34-4,69 m>9,37 aminobenzensulfamido)-pirimidin]-nitrato-[2-
C picoliden-4-feniltiosemicarbazido-(1-)] cupru}.

Rezultatele analizei dispersionale monofactoriale cu aplicarea testului t au aratat
ca diferentele inregistrate pentru activitatea antibacteriand a celor trei compusi fata de
tulpinile de stafilococ izolate se deosebesc veridic de activitatea antibacteriana a
furacilinei n aceleasi conditii (P<0,001 pentru CMI si CMB 1n toate perechile de
siruri de date).

In Figura 3 este reprezentati repartizarea tulpinilor de Escherichia coli izolate
pe grupuri in functie de valoarea CMI a fiecarui compus in parte. Primul grup include
tulpinilele izolate, pentru care CMI este pana la 4,69 ug/ml, cel de-al doilea grup -
intre 9,37 — 37,5 ug/ml, iar in cel de-al treilea — mai mare sau egal cu 75 pg/ml.

Compusul di(u-S)-bis{cloro-[1-(piridin-2-il)etanon- 4-metiltiosemicarbazonato
(1-)]cupru} a manifestat o activitate antibacteriand exprimata in valori CMI intre
9,37-37,5 ng/ml. Fata de compusul cloro-[N-etil-2-(piridin-2-ilmetilen) hidrazincar-
botioamido]cupru la 90% dintre tulpinile izolate clinic au fost inregistrate valori
similare cu cele ale compusului precedent si doar pentru 3 tulpini izolate CMI a com-
pusului a fost <4,69 pg/ml. In cazul compusului di (u-S)- bis {[2 - (4-aminobenzen-
sulfamido)-pirimidin]-nitrato - [2-picoliden-4-fenil-tiosemicarbazido-(1-)] cupru} la
56% dintre tulpinile izolate CMI a compusului a fost mai mare de 75 pg/ml.

Rezultatele analizei dispersionale monofactoriale cu aplicarea testului t au aratat
ca diferentele inregistrate pentru activitatea antibacteriand a primilor doi compusi fata
de tulpinile de stafilococ izolate se deosebesc veridic de activitatea antibacteriand a
furacilinel in aceleasi conditii (P<0,001 pentru CMI si CMB 1in toate perechile de
siruri de date).
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Fig. 3. Repartizarea tulpinilor de
Escherichia coli izolate in grupuri in
] functie de valorile CMI (pg/ml) a

compusii testati:
A - di(pu-S)-bis{cloro- [1-(piridin-2-il)etanon-
4-metiltiosemicarbazona-to(1-)] cupru}; B - cloro-
[N-etil-2-(piridin-2-il-metilen)
hidrazincarbotioamido]cupru; C - di (u-S)-bis

. 56%
{[2-(4-aminobenzensulfamido) pirimidin]-

m<460 m937-375 m3>75 nitrato- [2-picoliden-4 feniltiosemicarbazido-
C (1-)] cupru}.

Astfel, compusii di(u-S)-bis{cloro-[1-(piridin-2-il) etanon- 4- metiltiosemicar-
bazonato (1-)] cupru} si cloro-[N-etil-2-(piridin-2-ilmetilen) hidrazincarbotioamido]
cupru au fost recomandati in calitate de preparate cu efecte antibacteriene pronuntate
fata de tulpinile clinice de Staphylococcus aureus si preparate cu activitate
antibacteriana inalta fata de tulpinile clinice de Escherichia coli.

4. MODIFICAREA INDICILOR BIOCHIMICI Al CULTURILOR DE
MICROORGANISME PATOGENE SUB INFLUENTA COMPUSILOR
CHIMICI NOI CU PROPRIETATI ANTIMICROBIENE

Capitolul dat releva rezultatele obtinute la cuantificarea parametrilor statutului
antioxidant al celulelor in culturile de microorganisme patogene expuse actiunii
noilor compusi chimici si in culturile mentinute in conditii standard. Pentru determi-
narea activitatii antioxidante s-a aplicat testul ABTS (2,2 azinobis 3-etilbenzo-
tiazolina-6 a acidului sulfonic). Testul de determinare a capacitatii antioxidante totale
cu utilizarea radicalului cation ABTS " este indicat in cazul dat, deoarece permite
evaluarea extractelor multicomponente, asa cum este lizatul celular analizat.
A fost stabilit, ca tratarea tuturor celor cinci culturi bacteriene de referinta cu com-
pusii chimici noi selectati conduce la reducerea pronuntata a capacitatii antioxidante
totale cu 25-94% fata de capacitatea antioxidantd normala a biomasei netratate.

Rezultatele care aratd capacitatea antioxidanta totala in cultura de Staphyloco-
ccus aureus ATCC 25923 la actiunea compusilor selectati sunt prezentate in Figura 4.
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Fig. 4. Modificarea capacitatii antioxidante totale in tulpina Staphylococcus

aureus ATCC 25923 sub influenta compusilor chimici noi selectati:

1 - C3gH3sCU 2N14010S4; 2 - C42H42CU2N14012S4; 3 - CaeHasCU2N18010Se; 4 - Ca6Ha2CU2N18010Ss ;
5- C15H19C|CUN4OZS; 6 -C15ngCUN505S; 7 - Cl5H17C|CUN4OS; 8 - C15H19CUN505S (2,5),
9- C15H19CUN505S (3,4), 10 - C15H19CUN505S (2,4), 11 - C18H22C|2CU2N852; 12 - C9H11C|CUN4S;
M - cultura netratata.

In cazul furacilinei procentul de inhibitie a radicalului cation ABTS constituie
99,1% din capacitatea extractului celular de stafilococ neprelucrat cu substante
antibacteriene. Activitatea antioxidantd totald a extractelor celulare obtinute din
biomasa de stafilococ tratata cu cei 12 compusi chimici noi selectati a constituit de la
6,1 la 30,5% din capacitatea antioxidanta a martorului.

Pentru cultura de referinta Bacillus cereus TUCK 8035 au fost selectati 13
compusi chimici noi cu efect antibacterian inalt. Rezultatele obtinute pentru
capacitatea antioxidanta totala a lizatelor celulare sunt prezentate in Figura 5.
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Fig. 5. Modificarea capacitatii antioxidante totale in cultura standard Bacillus

cereus 'MCK 8035 sub influenta compusilor chimici noi selectati:

1 - C3gH3sCU 2N14010S4; 2 - C42H42CUN14012S4; 3 - CasHasCU2N18010S6; 4 - CagHa2CU2N18010S4;
5- C15ngC|CUN4OQS; 6 - C15H19CUN505S; 7 - 015H17C|CUN4OS; 8- C15H19CUN505S (2,5),
9- C15H19CUN505S (3,4); 10 - C15H19CUN5058(2,4); 11 - C13H22C|2CU2N382; 12 - C9H11C|CUN4S;
13 - C1gH13CuUN504S,; M - cultura netratata.

Capacitatea antioxidanta totald in lizatul celular din cultura de Bacilus cereus
netratatd constituie 43,8% din inhibitia radicalului cationului ABTS. Acest indicator
este destul de inalt chiar si pentru extractele din plante, care sunt considerate cele mai
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active. Tratarea culturii de Bacillus cereus cu furacilind provoaca o diminuare de
doua ori a capacitatii antioxidante totale a extractului celular. Si mai puternic scade
capacitatea antioxidanta sub influenta compusilor chimici noi. Astfel, in functie de
compusul aplicat, capacitatea antioxidantd a lizatelor constituie 14,5-40,4% din
capacitatea totala a martorului.

Si 1n culturile bacteriene Gram- compusii testati au provocat aceleasi efecte de
scadere a capacitatii antioxidante totale. Astfel, tulpina de referinta Shigella sonnei
ATCC 25931 in conditii normale poseda o capacitate de reducere a radicalului cation
ABTS de aproape 40%, ceea ce este un indicator foarte bun. Nivelul de activitate
antioxidantad in biomasa tratatd cu furacilind este de peste doud ori mai mic si
constituie 47,8% din nivelul martorului. Pentru biomasa tratata cu dozele CMI ale
compusilor chimici noi valorile obtinute variaza intre 3,9 si 14,3% inhibitie, ceea ce
constituie 9,9-36,4% din valorile caracteristice probei martor.

In cazul tuturor celor cinci culturi de referinta incluse in studiu a fost constatata
cresterea semnificativa a produselor peroxidarii lipidice, ceea ce semnaleaza conditii
de stres oxidativ intens. Astfel, in cazul culturii de Staphylococcus aureus ATCC
25923 cantitatea de dialdehida malonica (DAM) la tratarea cu CMI ale celor 12 com-
pusi chimici noi selectati a crescut cu 50,4-106,1%, comparativ cu cultura netratata.
In cazul culturii de referinta Bacillus cereus TMICK 8035 in functie de compusul
aplicat cresterea cantitdtii de DAM a fost de 45,0-95,5%. Continutul dialdehidei
malonice in lizatul culturii Shigella sonnei ATCC 25931 a fost de 1,5-2,1 ori mai
mare in cazul tratarii cu CMI a compusilor chimici noi selectati, comparativ cu cul-
tura martor. La tulpina de referintda Escherichia coli ATCC 25922 sub influenta
compusilor selectati cantitatea de DAM a crescut pana la 81%, iar la tulpina
Salmonella enterica (S. Abony TMCK 03/03y) — pana la 76,4% fata de martor.

Capacitatea antioxidanta totala a lizatelor din Shigella sonnei ATCC 25931
supuse tratarii cu dozele egale cu CMI de compusi chimici noi este prezentatd in
Figura 6.
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Fig. 6. Capacitatea antioxidanta totald in cultura standard Shigella sonnei ATCC
25931 sub influenta compusilor chimici noi selectati:
1- C33H38CU2N1401054; 2- C42H42CU2N1401254; 3- C44H40C|2CU2N14O486; 4 - C15H19C|CUN4OZS;
5 - C15H19CUN50sS; 6 - C15H17C|CUN4OS; 7- C15H19CUN5058(2,5); 8 - C15H19CUN505S(3,4);
9- C15H19CUN505S(2,4); 10 - C1gH2ClCusNgSs; 11 - CoH11CICUN4S; M - cultura netratata.

15



Pentru a confirma existenta unei stari de stres oxidativ in culturile tratate cu con-
centratiile minime inhibitorii ale compusilor chimici noi a fost realizata analiza core-
lationala dintre rezultatele testului ABTS si cele ale dozarii DAM. Corelarea negativa
inaltd dintre acesti doi parametri ar confirma cu certitudine prezenta stresului oxidativ
generat de prezenta compusilor chimici noi testati in culturile de referintd studiate.

Rezultatele analizei corelationale dintre valorile testului de reducere a radicalului cati-
on ABTS si valorile testului DAM pentru culturile de referinta sunt prezentate in Figura 7.

Datele din Figura 7A atesta ca intre acesti doi parametri exista o corelare nega-
tiva stransa. Ecuatia de regresie obtinuta si valoarea coeficientului de determinare R?
= 0,8198 ce provine din coeficientul de corelare r = 0,9054 denota modificarea in
tandem a celor doi indicatori. Astfel, putem afirma cu siguranta, ca in prezenta com-
pusilor chimici noi testati in cultura de Staphylococcus aureus ATCC 25923 se atesta
o stare de stres oxidativ pronuntat. Stresul oxidativ generat de prezenta compusilor cu
efecte antibacteriene cauzeaza deteriorari majore ale integritatii celulare, atat la nivel
de defecte mecanice, cat si la nivel metabolic. Ca urmare, cultura de stafilococ pierde
capacitatea de a contracara procesul de acumulare exacerbata a radicalilor liberi, iar
deteriorarea ireversibila a structurilor membranare ia amploare si genereaza distruge-
rea culturii de microorganism patogen.
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Fig. 7. Corelarea dintre valoarea capacitatii antioxidante totale si nivelul dialdehidei

malonice in cultura la:
A - Staphylococcus aureus ATCC 25923; B - Bacillus cereus 'MCK 8035;
C - Shigella sonnei ATCC 25931; D - Escherichia coli ATCC 25922.
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Ecuatia de regresie obtinuta in cazul culturii Bacillus cereus TUCK 8035 si
valoarea coeficientului de determinare R? = 0,7714 (r = 0,8782) denota o stare de
stres oxidativ pronuntat. Ca si in cazul stafilococului, compusii chimici noi testati
provoacd modificari oxidative serioase in cultura de bacili.

Din Figura 7C se vede ca in cazul culturii de referintd Shigella sonnei ATCC
25931 intre capacitatea antioxidanta totald si cantitatea dialdehidei malonice exista o
corelare negativa stransa. Ecuatia de regresie obtinutd si valoarea coeficientului de
determinare R? = 0,7935 (r = 0,8908) denota o stare de stres oxidativ pronuntat.

Rezultatele analizei corelationale dintre valorile testului de reducere a radicalului
cation ABTS si valorile testului DAM pentru cultura de Escherichia coli ATCC 25922
sunt prezentate in Figura 7D. Intre acesti doi parametri exista o corelare negativa strinsa.
Coeficientul de determinare R? = 0,8209 (r = 0,9060) este destul de inalt. Astfel, putem
afirma cu sigurantd, cd in prezenta compusilor chimici noi testati in cultura de
Escherichia coli ATCC 25922 se atesta o stare de stres oxidativ pronuntat.

Sub actiunea compusilor chimici noi testati in toate culturile de referinta se
atestd o diminuare pronuntatd a capacitatii antioxidante totale si o crestere semnifica-
tiva a nivelului de acumulare a produselor peroxidarii lipidice. Corelarea inversa
stransa cu valori nalte ale coeficientului de determinare dintre acesti doi parametri
confirmd starea de stres oxidativ de intensitate Tnalta, cauzat de actiunea antibac-
teriand a compusilor noi testati.

Pentru a aprecia modificarile statutului antioxidant al culturilor de microor-
gansme patogene sub influenta compusilor noi testati a fost determinatd activitatea
enzimelor superoxiddismutaza (SOD) si catalaza (CT).

in cazul tulpinii de referinta Staphylococcus aureus ATCC 25923 nivelul de
activitate a SOD 1n cultura la actiunea compusilor chimici noi constituie 51,5-63,5%
din activitatea normala caracteristica stafilococului, iar cel al CT — 21,7-44,6% din
nivelul tipic de activitate in cultura intacta. Modificarile valorice ale activitatii
superoxiddismutazei si catalazei sunt o confirmare a unui stres oxidativ de intensitate
inalta pentru cultura de Staphylococcus aureus ATCC 25923 in conditiile influentei
compusilor chimici noi cu activitate antibacteriana.

Si 1n cazul culturii de referinta Bacillus cereus I'MCK 8035 nivelul de activitate
al SOD 1la actiunea compusilor chimici noi constituie 52,6-72,4% din activitatea
normala caracteristica culturii de Bacillus, iar nivelul de activitate al catalazei in
biomasa microorganismului patogen tratat cu concentratiile MI ale celor 13 compusi
selectati constituie 16,3-37,2% din nivelul tipic de activitate in cultura intacta.

Nivelul de activitate al SOD in cultura de referinta Shigella sonnei ATCC 25931 la
actiunea compusilor chimici noi constituie 17,9-48,7% din activitatea normala
caracteristici microorganismului patogen; iar cel al CT — 19,5-44,8% (Figura 8). In
special se evidentiaza doi compusi di(u-S)-bis{nitrato-[2-picoliden-4-(3,4-dimetilfenil)
tiosemicarbazido-(1-)]cupru}tetrahidrat si di(u-S)-bis{nitrato-[2-picoliden-4-(2,4-dime-
tilfenil) tiosemicarbazido-(1-)]cupru} tetrahidrat, la actiunea carora are loc cea mai
semnificativa reducere att a activitatii SOD, cat si a activitatii CT. Valorile obtinute la
tratarea culturii de microorganisme patogene cu acesti doi compusi sunt de 5 ori mai
joase decat activitatea enzimelor antioxidante in lizatul culturii martor.
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Fig. 8. Modificarea activitatii enzimelor antioxidante in cultura standard Shigella

sonnei ATCC 25931 sub influenta compusilor chimici noi selectati:
1 - C3H3sCU 2N14010S4; 2 - C42H42CU2N14012S4; 3 - CagHaoCl2CuUaN1404Se; 4 - C15H19CICUNLO,S;
5- C15H190UN505S; 6 - C15H17C|CUN4OS; 7 - C15H19CUN505S(2,5); 8 - C15H19CUN505S(3,4);
9- C15H19CUN505S(2,4); 10 - C1gH2,CloCusNgSy; 11 - CoH11CICUN4S; M - cultura netratata.

In cultura de referinta Escherichia coli ATCC 25922 activitatea SOD la actiunea
compusilor selectati constituie 41,7-56,3% din activitatea normala, iar cea a CT —
30,4-44,8%. Si la Salmonella enterica se inregistreaza scaderea activitatii enzimelor:
SOD -51,3-62,5%M, iar CT — 36,4-43,0%M.

Astfel, rezultatele obtinute arata, ca sub actiunea compusilor chimici noi testati
in toate culturile de referintd se atestd o crestere semnificativa a nivelului de acumu-
lare a produselor peroxidarii lipidelor, ceea ce indica asupra modificarilor oxidative
ireversibile si confirma starea de stres oxidativ profund in culturile de referinta.
Corelarea negativa stransa cu valori inalte ale coeficientului de determinare dintre
capacitatea antioxidanta totala si continutul dialdehidei malonice in celule confirma
starea de stres oxidativ de intensitate inaltd, cauzat de actiunea antibacteriana a
compusilor noi testati.

Sub influenta compusilor chimici noi in toate culturile de referinta testate are loc
o reducere semnificativa a nivelului de activitate a enzimelor antioxidante superoxiddis-
mutaza si catalaza, ceea ce indica diminuarea capacitdtii de protectie antioxidanta la
administrarea compusilor studiati. Actiunea specifica a compusilor chimici noi asupra
enzimelor antioxidante primare, care constituie unul dintre factorii de patogenitate a
agentilor infectiosi, permite sa presupunem un efect benefic in vivo al noilor
substante autohtone si sd recomandam compusii selectati pentru teste biomedicale.
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CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI

1. Compusii coordinativi ai Cu(Il) care contin 4-feniltiosemicarbazona 2-
formilpiridinei si sulfanilamide manifesta activitate antibacteriana competitiva fata de
tulpinile de referinta testate. Concentratiile minime inhibitorii fatd de tulpina de re-
ferinta Staphylococcus aureus ATCC 25923 s-au incadrat intre 0,018 si 18,75 ug/ml
(7 compusi fiind mai activi ca furacilina; p<0,001); fata de Bacillus cereus I'MICK
8035 — intre 0,009 si 18,75 pg/ml (8 compusi mai activi ca furacilina); fatd de tulpina
Escherichia coli ATCC 25922 — intre 0,58 si 38,5 pug/ml (4 compusi mai activi ca
furacilina; p<0,001); fata de Shigella sonnei ATCC 25931 si Salmonella enterica (S.
abony I'MCK 03/03) — intre 0,58 si 18,75 ug/ml (8 compusi mai activi fata de antisep-
ticul de referinta; p<0,001) [4, 23]. Doi dintre cei mai activi compusi cu activitate
foarte inalta fatd de toate tulpinile de referina luate in studiu — di(u-S)-bis{(4-amino-
benzensulfamid)-nitrato-[2-picoliden-4-feniltiosemicarbazido-(1-)]-cupru} si  di(u-S)-
bis{[2-(4-aminobenzensulfa-mido)-pirimidin]-nitrato-[2-picoliden-4-feniltiosemicarba-
zido-(1-)]cupru}, au fost sintetizati cu utilizarea precursorului Cu(NQO3),*3H,0.

2. Compusii coordinativi ai Cu(ll) cu 4-(dimetilfenil)tiosemicarbazona 2-formil-
piridinei au demonstrat activitate antibacteriana inalta fata de trei dintre tulpinile de
referinta. Astfel, concentratiile minime inhibitorii fatd de tulpinile de referinta
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus cereus I'MCK 8035 si Shigella sonnei
ATCC 25931 s-au incadrat intre 0,009 si 0,58 pg/ml, comparativ cu valorile de 2,34 si
4,68 ng/ml inregistrate pentru antisepticul de referinta (p<0,001) [3, 8, 16, 17].

3. Compusii coordinativi ai Cu(ll) cu n-piridin-2-iltiosemicarbazona 2 piridin-
carboxialdehida si derivatii se caracterizeaza prin actiune antibacteriana performanta
fata de tulpinile de referinta Staphylococcus aureus ATCC 25923 si Bacillus cereus
I'MCK 8035. Fata de tulpina de referinta Staphylococcus aureus ATCC 25923 s-au
manifestat compusii di(u-S)-bis{cloro-[1-(piridin-2-il)etanon-4-metiltiosemicarbazo-
nato(1-)]Jcupru} si cloro-[N-etil-2-(piridin-2-ilmetilen) hidrazincarbotioamido] cupru
cu CMI de 0,56 ng/ml, iar CMB - de 1,8 ng/ml (comparativ cu valoarea de 2,34
inregistrata pentru furacilind; p<0,005). Aceiasi compusi au inregistrat valoarea CMI
de 0,14 ng/ml fata de Bacillus cereus 'MCK 8035 (fata de 4,68 in cazul antisepticului
de referinta; p<0,001) [1, 2, 15].

4. Compusii chimici noi selectati au manifestat activitate antimicrobiand fata de
tulpinile de referinta care depaseste de 2-3500 ori activitatea furacilinei [1-4, 8, 15,
16, 23]; iar fata de tulpinile de Staphylococcus aureus si Escherichia coli izolate au
avut o activitate ce o depaseste pe cea a furacilinei de 1,5-240 de ori.

5. Compusii cu activitatea antibacteriana inaltd cauzeaza in celulele microorga-
nismelor patogene un stres oxidativ pronuntat, exprimat prin scaderea semnificativa a
capacitatii antioxidante totale si prin marirea esentiala a continutului produsului pero-
xidarii lipidelor — dialdehidei malonice. Prezenta stresului oxidativ este confirmata
prin gradul inalt de corelare negativa dintre acesti doi parametri (coeficientul de de-
terminare variaza in functie de tulpind intre 0,77 si 0,82). Cele mai vulnerabile din
punctul de vedere al instalarii stresului oxidativ de 1nalta intensitate sunt culturile de
referinta Staphylococcus aureus ATCC 2592 si Bacillus cereus 'MCK 8035, iar cea
mai rezistenta fiind cultura de referinta Salmonella enterica (S. abony I'/1CK 03/03y).
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6. Unul dintre mecanismele de actiune a compusilor noi testati se bazeaza pe
scaderea semnificativa a activitatii enzimelor antioxidante de prima linie — superoxid-
dismutaza si catalaza. Astfel, sub actiunea compusilor chimici noi activitatea acestor
doua enzime scade pana la nivelul de mai jos de 20% din activitatea lor in biomasa
netratata. Acest lucru permite sa presupunem pastrarea efectului antibacterian obser-
vat in vivo, enzimele mentionate fiind elementele-cheie in protectia microorganisme-
lor patogene fata de activitatea sistemului imun al gazdei.

Problema stiintifica importanta solutionata in lucrare consta in elucidarea
efectelor unor noi compusi chimici din produse autohtone asupra tulpinilor de micro-
organisme patogene, ceea ce a contribuit la evidentierea proprietatilor antimicrobiene
ale substantelor noi, fapt ce a permis stabilirea mecanismelor de actiune a lor.

Aportul personal: In materialele care reflectd continutul brevetelor de inventie
autoarei 1i revine cota-parte in corespundere cu lista autorilor. Toate celelalte
rezultatele obtinute, analiza lor, generalizarile si concluziile apartin autoarei.

Recomandari practice
1. Se recomanda compusii coordinativi ai Cu(Il) cu 4-feniltiosemicarbazona

2-formilpiridinei si sulfanilamide in calitate de substante cu activitate antibacte-

riand fatd de microorganismele Gram(+) Staphylococcus aureus si Bacillus
cereus.

2. Se recomanda compusii coordinativi ai Cu(Il) cu 4-(dimetilfenil)tiosemicar-
bazone 2-formilpiridinei in calitate de substante cu efecte antibacteriene fata de
microorganismele Gram(+) Staphylococcus aureus si Bacillus cereus si fata de
microorganismul Gram(-) Shigella sonnei.

3.  Se recomanda compusii di(pu-S)-bis{cloro-[1-(piridin-2-il)etanon-4-metiltiose-
micarbazonato(1-)]cupru} si di(u-S)-bis{cloro-[1-piridin-2-il-4-etiltiosemicarba-
zono - (1-)] cupru} in calitate de substante cu efecte antibacteriene pronuntate
fatd de tulpinile de Staphylococcus aureus izolate si substante cu activitate
antibacteriana inalta fata de tulpinile de Escherichia coli izolate.

Sugestii privind cercetari de perspectiva

1. Sunt necesare testari biomedicale ale substantelor chimice noi selectate pentru
a verifica eficienta lor in vivo.

2. Sunt necesare cercetari suplimentare pentru confirmarea mecanismului de actiune
a compusilor chimici noi, care poseda activitate antibacteriand pronuntata.
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. Brevet de inventie MD 4127 C1, MD, CO07D 213/50. Utilizare a di(u-S)-bis{cloro-
[1-(piridin-2-il)etanon-4-metiltiosemicarbazonato(1-)]cupru} in calitate de sub-
stanta cu activitate antimicrobiand fatd de Staphylococcus aureus. / Gulea A.,
Lozan-Tirsu C., Tapcov V. (MD). Cererea depusa 10.06.2010, BOPI nr.9/2011.

. Brevet de inventie MD 4133 CI, MD, CO07F 1/08. [ (Carbamotiolhidrazon)
propionato (2-)]-(4-aminobenzensulfamid) cupru, care manifesta activitate anti-
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microbiana fata de bacteriile din genul Bacillus cereus. / Gulea A., Tapcov V.,
Lozan-Tirsu C., Rudic V. (MD). Cererea depusa 19.07.2010, BOPI nr.10/2011.

. Brevet de inventie MD 4179 C1, MD, CO7F 1/08. Compusi coordinativi ai
cuprului (IT), care contin 4 feniltiosemicarbazona 2-formilpiridinei si sulfanilami-
de, care manifesta activitate antimicrobiana fatd de bacteriile din specia Bacillus
cereus./ Gulea A., Lozan-Tirsu C., Tapcov V., Cotovaia A., Ghicavii V.(MD).
Cererea depusa 23.05.2011, BOPI nr.7/2012.

. Brevet de inventie MD 4194 C1, C07C 47/55. Compus coordinativ trinuclear al
cuprului: tris {u-[3,5-dibromo-2-hidroxibenziliden-4-(piridin-2-il)-tiosemicarbazido(2)]
cupruthidrat, care manifesta activitate antimicotica fata de Candida albicans./
Gulea A., Capatind T., Ciumacov T., Lozan-Tirsu C., Petrenko P., Coditd G.,
Tapcov V., Rudic V. (MD). Cererea depusa 23.01.2012, BOPI nr.1/2013.
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ADNOTARE

Lozan-Tirsu Carolina , Efecte antimicrobiene ale unor substante chimice din
produse autohtone”. Teza de doctor in stiinte medicale, Chiginau, 2016.

Teza contine: introducere, patru capitole, concluzii §i recomandari, bibliografie cu 240
de titluri, 3 anexe, 127 de pagini text de baza, 21 de figuri, 26 de tabele. Rezultatele sunt
publicate in 26 de lucrari.

Cuvinte-cheie: activitate antimicrobiana, compusi coordinativi, cupru, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Bacillus cereus, Shigella sonnei, Salmonella enterica.

Domeniul de studiu: 313.02 — Microbiologie, virusologie medicala.

Scopul lucririi: evaluarea proprietatilor antimicrobiene ale compusilor chimici noi si
elucidarea mecanismelor de actiune ale acestora.

Obiectivele lucrarii: evidentierea actiunii antimicrobiene a compusilor coordinativi ai
cuprului (IT) cu diferiti liganzi asupra tulpinilor de referinta ale microorganismelor pato-
gene; determinarea actiunii antimicrobiene a propenonelor aromatice cu grupe tioamidice
sau izotiocian asupra tulpinilor de referinta ale microorganismelor patogene; compararea
actiunii compusilor chimici noi cu cea a antisepticului de referinta; evaluarea particula-
ritdtilor de actiune antimicrobiand a compusilor chimici noi asupra tulpinilor izolate din
coproculturi; stabilirea mecanismelor de influentd a compusilor chimici noi evidentiati
asupra microorganismelor patogene.

Noutatea si originalitatea stiintifica. A fost testatd activitatea antimicrobiana a unor
noi compusi coordinativi ai cuprului cu diferiti liganzi si comparatd cu activitatea antisep-
ticului de referintd, ceea ce face posibila aprecierea activitatii compusilor testati fata de cea
a remediilor utilizate. Au fost estimati parametrii statutului antioxidant al culturilor de
microorganisme patogene la actiunea compusilor noi testati, ceea ce permite aprecierea
nivelului stresului oxidativ.

Problema stiintifica importanta solutionata in lucrare consta in elucidarea efectelor
unor noi compusi chimici din produse autohtone asupra tulpinilor de microorganisme
patogene, ceea ce a contribuit la evidentierea proprietatilor antimicrobiene ale substantelor
noi, fapt ce a permis stabilirea mecanismelor de actiune a lor.

Semnificatia teoretica. Au fost acumulate date noi despre actiunea unor compusi noi
fata de tulpinile de referinta si tulpinile clinice si despre modificarile statutului antioxidant
al microorganismelor patogene sub actiunea compusilor chimici noi. Au fost evidentiate
corelari negative stabile dintre capacitatea antioxidanta totala si continutul dialdehidei malo-
nice, ceea ce permite aplicarea acestor parametri in calitate de indicatori de monitorizare a
activitatii antibacteriene.

Valoarea aplicativa a lucrarii. Au fost evidentiati compusi noi cu activitate anti-
microbiand inalta fatd de Staphylococcus aureus si Bacillus cereus de perspectiva pentru
testari in vivo. A fost propusd o metoda originala de determinare a biomasei culturilor de
microorganisme patogene.

Implementarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele studiului au fost implementate la
Catedra de microbiologie, virusologie si imunologie ca material didactic pentru instruirea
universitard. Metoda de determinare a biomasei bacteriene propusd in tezd a fost imple-
mentata in cadrul Colectiei Nationale de Microorganisme nepatogene a IMB (Act nr.74 din
28 mai 2015).
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AHHOTALUA
Jlozan-Teipmty Kapoauna ,, AHTUMHKPOOHBIEe 3(Q(eKTbl HEKOTOPBIX AYTOXTOHHBIX
XUMHYeCKUX BemecTB”. Jluccepranusa kaHaugaTa MEIUIMHCKUX HayK, Kumuunes, 2016.

JluccepTaisi COCTOMT W3 BBEACHUSA, UYETBIPEX TJIaB, 3aKIIIOUEHUS W PEKOMEHIAIIHA,
oubnmorpaduyeckoro crucka u3 240 HauMeHOBaHUM, 3 TIPUIOKEHUH, 127 cTpaHHI] OCHOBHOTO
TekcTa, 21 prcyHka, 26 Tabmuil. Pe3ynbpTaThl HCCIeI0OBaHHMM OMMYOJIMKOBaHbI B 26 paboTax.

KiroueBblie ci10Ba: aHTUMUKpPOOHAsi aKTUBHOCTbD, KOOPAMHALIMOHHBIE COSMHEHUS, ME/Ib,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus cereus, Shigella sonnei, Salmonella enterica.

Obaactb uccaegopanus. 313.02 — MeauruHckas MUKpPOOHOJIOTHS U BUPYCOJIOTHSL.

Leanb pabdoThI: OllcHKa aHTUMHUKPOOHBIX CBOMCTB HOBBIX XMMUYECKUX COCAMHEHUN U
BBISIBJICHHE MEXAaHU3MOB MX BO3/ICHCTBHUS HA MATOT€HHBIE MUKPOOPTAHU3MBI.

3agaun padoThI: BBHISBICHUE IPOTUBOMUKPOOHOTO ACHCTBUS KOOPAMHAIIMOHHBIX
coenunenuit Meau (I1) ¢ pa3nUYHBIMU TUTAaHAAMH 110 OTHOIIEHHUIO K 3TaJOHHBIM IITaMMaM
BO30yauTENCH; OmpeAeieHne aHTUMUKPOOHOTO IEHCTBHS apOMATHYECKUX MPOIMEHOHOB C
THOAMHIHBIMU TPYIIIAMU WIH U30THOLIMAHATOM TI0 OTHOIIEHHUIO K ATAJIOHHBIM IITAMMaM H
MITAMMBl BBIJICJICHHBIE U3 KOMPOKYJIBTYPHI, CPAaBHEHUE AKTUBHOCTH HOBBIX XHMHYECKHX
COCIMHEHUH, 00JIaIaloIINX AHTUMUKPOOHBIM JEHCTBHEM, C AaKTUBHOCTBIO CTaHJIAPTHBIX
AQHTHUCEIITUKOB; BBISABICHUE MEXAaHU3MOB aHTUMHKPOOHOW aKTUBHOCTHU HOBBIX COEIUHEHUM
Ha KIMHUYECKHE IITAMMBbI; ONpEeICHUe MyTel BIUSHUS HOBBIX COCJIMHECHUN Ha IMarore-
HHBIE MUKPOOPTaHU3MBI.

Hay4ynasi HOBM3HA U OPUTHHAJILHOCTh. BriepBhic HOBBIE XMMHUUECKHUE BEIIECTBA pa3-
JUYHON CTPYKTYpHl OBLIM MPOTECTUPOBAHBI Ha MPEAMET AaHTUMHUKPOOHOW aKTHMBHOCTH,
OBLJIO TPOBEJCHO CPAaBHEHHE WX AKTUBHOCTH C aHTHOAKTEpUATbHOW aKTUBHOCTBHIO CTaH-
JApPTHBIX aHTUCENTHKOB, YTO JA€T BO3MOXKHOCTH OLICHUTH MEPCHEKTUBHOCThH HUCTIBITYEMBIX
COCIMHEHUN B CpaBHEHUU C MperapaTtaMu, UCIOIb3yeMbIMU B Mupe. BriepBbie Obutn ompe-
JICJICHbl U3MEHEHHUs IapaMeTpOB aHTUOKCHUIAHTHOTO CTaTyca MaTOTEHHBIX MHUKpPOOpra-
HU3MOB TI0JI BO3JIEMCTBUEM HOBBIX TECTHUPYEMBIX COEIWHEHUM, YTO IO3BOJIIET OLEHUTH
CTENEeHb OKUCIUTENBHOTO CTpecca B KYJIbTYpE.

Pemiennasi HayuyHasi mpo6JieMa: ObUTH IPOTECTUPOBAHBI HOBBIE XUMUYECKUE COEIU-
HEHUSI, B pe3yJIbTaTe 4ero ObUIM BBISBICHBI UX aHTUMHKPOOHBIC CBOMCTBA, YTO MO3BOJIUIIO
OTIPEJIETUTh MEXaHNU3MbI UX BO3JICHCTBHUS HA MATOT€HHBIE MUKPOOPTAHU3MBI.

Teoperuueckoe 3HaueHHe. bbUTM HAKOTUIEHBI HAYYHBIE JaHHBIE O JCHCTBUM HEKOTOPBIX
HOBBIX COEIMHCHHI HA ITAJIOHHBIC IMITAMMbI M KJIMHUYECKHE IITAMMBI; & TaKXKe JaHHBIC 00
W3MEHEHUU TapaMeTpPOB AHTHOKCHJAHTHOTO CTAaTyca MAaTOTEHHBIX MHKPOOPTaHM3MOB IO
BO3/ICHICTBHEM HOBBIX XUMHUYECKUX COeTMHEHHH. Bbut 0OHapy»)eHbI CTaOMIIbHBIC KOPPEIISIIUT
MEXTy TTOKa3aTeIsIMA aHTHOKCHIAHTHOW aKTUBHOCTH U YPOBHEM TEPOKCUIAINH JIMTTUIOB, YTO
MO3BOJISIET UCIIOJIB30BaTh JAHHBIC MMOKA3aTeH Uil MOHUTOPUHTA aHTUOAKTEPUATBHON aKTHB-
HOCTH B TIPOIIECCE TECTUPOBAHUS HOBBIX COCTMHEHUH.

IIpakTuyeckoe 3HavYeHHWe. bBbUIM BBIJICTICHBI HOBBIE XHUMHUYECKHE COCAMHCHUSA,
obyaaroriye BBICOKOW aHTHOAKTEPUAILHONM aKTHBHOCTHIO B oTHommeHuu Staphylococcus
aureus u Bacillus cereus, mepcrieKTUBHBIE U MPOIODKCHUSI TECTUpOBaHMs IN VIVO. Bpot
MIPEIOAKEH OPUTHHAIILHBIM METO/T OTIpeIeJICHUSI OMOMACChI TATOTEHHBIX MUKPOOPTaHU3MOB.

Buenpenune pesyabTaroB. Pesynbrarthl uccnemoBaHus BHeapeHsl Ha Kadenpe
MUKPOOUOJIOTUH, BUPYCOJOTUM U UMMYHOJIOTMM B KaueCTBE AMJIAKTUYECKOrO0 Marepuana.
Meton ompenenenus Ouomacchl KyilbTyp OakTepuil Oblm BHeApeH B HaumonanbHOU
Komnexuun Henatorennsix Mukpoopranu3zmoB (AkT o BHenpenuu Ne74 ot 28 mas 2015r).
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ANNOTATION

Lozan-Tirsu Carolina ,,Antimicrobial effects of some chemical compounds from
local sources”. PhD thesis in medical sciences, Chisinau, 2016

The thesis contains an introduction, 4 chapters, conclusions and recommendations,
bibliography list with 240 references, consisting of 127 pages of the main text, 21 figures,
26 tables and 3 annexes. The results of work were published in 26 scientific papers.

Keywords: Antimicrobial activity, coordinative compounds, copper, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Bacillus cereus, Shigella sonnei, Salmonella enterica

Field of study: 313.02 — Medical microbiology and virology.

Aim: Evaluation of antimicrobial properties of new chemical compounds and their
mechanisms of action on pathogens.

Objectives: To identify the antimicrobial action of the copper (I1) coordination com-
pounds with various ligands on the reference strains of pathogens; to determine the anti-
microbial activity of aromatic propenone with thioamide/isothiocyanate on the reference
strains of pathogens; to compare the antimicrobial activity of new chemical compounds with
standard antiseptic activity; to define the specificity of new compounds antimicrobial acti-
vity on coproculture isolates; to establish the mode of action of new compounds on
pathogenic microorganisms.

Scientific novelty of research: For the first time new chemical compounds with
different structures were tested for antimicrobial activity and was compared their activity
with antibacterial activity of standard antiseptics. The influence of new compounds on the
antioxidant status of pathogen culture was estimated.

Important scientific problem, solved in this research work, is identification of
antimicrobial properties of new local chemical compounds and determination of the
peculiarities of their actions.

Theoretical signification: New scientific data regarding the effects of some new
compounds on the reference strains and clinical pathogen isolates have been accumulated.
New data regarding the changes in the antioxidant status of pathogens under the influence of
new chemical compounds have been collected. The stable correlation between the para-
meters of the antioxidant activity and the level of lipid peroxidation have been found, which
proves the feasibility of this parameters as indicators in the process of testing of new
compounds.

Practical value: New chemical compounds with antimicrobial activity against
Staphylococcus aureus and Bacillus cereus, have been identified and proposed for
continuous testing in vivo. The original method to determine the biomass of pathogens has
been proposed.

Scientific results implementation. The study results are implemented as didactic
material at the Department of Microbiology, Virology and Immunology. The method for
bacterial biomass determination was implemented in the National Collection of
Nonpathogenic Microorganisms of IMB (Act no.74, 28 May 2015).
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