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ADNOTARE

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

Teza contine: introducere, patru capitole, concluzii si 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 lucrarii: evaluarea proprietatilor antimicrobiene ale compusilor chimici noi si
elucidarea mecanismelor de actiune ale acestora.

Obiectivele lucrarii: evidentierea actiunii antimicrobiene a compusilor coordinativi ai
cuprului (II) cu diferiti liganzi asupra tulpinilor de referintd ale microorganismelor patogene;
determinarea actiunii antimicrobiene a propenonelor aromatice cu grupe tioamidice sau
izotiocian asupra tulpinilor de referintd ale microorganismelor patogene; compararea actiunii
compusilor chimici noi cu cea a antisepticului de referintd; evaluarea particularitatilor de actiune
antimicrobiand a compusilor chimici noi asupra tulpinilor izolate din coproculturi; stabilirea
mecanismelor de influenta a compusilor chimici noi evidentiati asupra microorga-nismelor
patogene.

Noutatea si originalitatea stiintifica. A fost testatd activitatea antimicrobiand a unor noi
compusi coordinativi ai cuprului cu diferiti liganzi si comparatd cu activitatea antisepticului de
referinta, ceea ce face posibila aprecierea activitdtii 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 stiintifici importanta solutionati in lucrare constd 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 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 antimicro-
biana inalta fatd de Staphylococcus aureus si Bacillus cereus de perspectiva pentru testari in
vivo. A fost propusa 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 propusa in teza a fost implementata in
cadrul Colectiei Nationale de Microorganisme nepatogene a IMB (Act nr.74 din 28 mai 2015).



AHHOTALIUA

Jlozan-Teipmry Kapommna ,, AHTMMHKPOOHBIE 3((eKTbl HEKOTOPBIX ayTOXTOHHBIX
XHMMHMYeCKHX BemiecTs”. /liccepranms KaHIuAaTa MeIMIMHCKUX HayK, Kunimnes, 2016.

Huccepranusi COCTOUT H3. BBEIACHUS, YETHIPEX TIJIaB, 3aKJIIOUEHUsS M PEKOMEHJALHIA,
oubmorpaduaeckoro cnucka u3 240 HauMeHOBaHUH, 3 TIpHIIOXKeHUs, 127 CTpaHHWI] OCHOBHOTO
TekcTa, 21 pucynka, 26 Tabnuil. Pe3ynbpTaTsl nccae0BaHui OMyOJIUKOBaHBI B 26 paboTax.

KutoueBble ciioBa: aHTUMUKPOOHAsT aKTUBHOCTb, KOOPJIMHAIIMOHHBIE COCAMHEHHUSI, MEIb,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus cereus, Shigella sonnei, Salmonella enterica.

Obaactb uccaenopanus: 313.02 — Meauuunckas MUKpOOUOJIOTHS U BUPYCOJIOTHS.

Leap padoThI: OllEHKA AaHTUMUKPOOHBIX CBOMCTB HOBBIX XUMHUYECKUX COCJAMHCHUN W
BBISIBJICHHE MEXaHU3MOB UX BO3JCHCTBUSI Ha NATOT€HHbIE MUKPOOPTaHU3MBI.

3agauu  paboThI: BBIIBICHHE MPOTHUBOMUKPOOHOTO JEHCTBUS KOOPAMHAIIMOHHBIX
coenqunenuit menu (II) ¢ pasnuYHBIMU JIMTaHJaMU MO OTHOIICHUIO K STAJIOHHBIM IITaMMaM
BO30yauTeNeH; onpeesieHne aHTUMUKPOOHOTO NEHCTBUS apOMaTHUYECKUX MPOMEHOHOB ¢ THOA-
MUJHBIMU TPyIIIaMU WU U30THUOLMAHATOM IO OTHOUIEHUIO K ATAJIOHHBIM IITAMMaM M IITaMMBbl
BbIJIEJICHHBIE U3 KOIPOKYJIbTYPbl; CPaBHEHHE AKTUBHOCTH HOBBIX XHMHUYECKHX COEIWHEHUH,
o0nasaoux aHTUMHUKPOOHBIM JEMCTBHEM, C AKTUBHOCTBIO CTAHJAPTHBIX AaHTUCENTHKOB;
BBISIBIICHHE MEXaHW3MOB AHTUMHUKPOOHOH aKTHBHOCTM HOBBIX COCAMHEHUH Ha KIMHUYECKHE
LITAMMBI; OIIPE/IETICHUE ITYTEH BIUSHNS HOBBIX CO€IMHEHUI HA IATON€HHbIE MUKPOOPTaHU3MBI.

Hayynass HOBH3HA M OPHMIMHAJBHOCTb. BriepBble HOBBIE XMUMHUYECKHE BEILECTBA
Pa3INYHON CTPYKTYpPbI OBUIM MPOTECTUPOBAHBI HA MPEAMET aHTUMUKPOOHON aKTHBHOCTH; ObLIO
IPOBEIEHO CpPaBHEHHWE MX AKTUBHOCTH C AaHTUOAKTEpUAIbHOW AaKTHBHOCTBIO CTaHAAPTHBIX
AQHTHCENTHUKOB, YTO JAET BO3MOXKHOCTh OLIEHUTH NEPCIEKTUBHOCTD UCIBITYEMBIX COCIUHEHUN B
CpaBHEHHMHM C Ipernaparamy, UCHOJIb3yeMbIMU B MUpe. BriepBbie ObUIM OmpeaeneHbl U3MEHEHUs
apaMeTpoB aHTHOKCHJIAHTHOTO CTaTyca MAaTOT€HOB I10J] BO3JEHCTBUEM HOBBIX TECTHUPYEMBIX
COEIMHEHUH, YTO MO3BOJIET OLIEHUTh CTENEHb OKUCIUTEIBLHOTO CTpecca B KYJIbTYPE.

Pemennass HayyHas mnpoOJieMa: ObUIM NPOTECTUPOBAHbI HOBBIE XHMHUYECKHE
COEJIMHEHUS, B PE3yJbTaTe Yero ObUIN BBISBICHBI X aHTUMUKPOOHBIE CBOMCTBA, YTO MO3BOJIUIIO
OINPEAEINTh MEXAHN3MBI UX BO3JIEHCTBHUS HA NATON€HHbIE MUKPOOPTaHNU3MBI.

Teopernueckoe 3HaYeHHe. bl HaKOIJIEHB! HAYYHBIE JaHHBIE O AEWCTBUH HEKOTOPBIX
HOBBIX COCIMHEHMH Ha STAJOHHBIE IITAMMbl M KJIMHUYECKHE IITAaMMBbI; a TaKXe JaHHbIE 00
W3MEHEHUU [1apaMeTPOB AHTHOKCHJAHTHOIO CTaTyca IaTOT€HHBIX MHUKPOOPIaHHW3MOB IIOJ
BO3/ICIICTBMEM HOBBIX XMMHUYECKHX COeMHEHUH. Bpimu oOHapyX eHbl CTaOUIIbHBIE KOPPEISLIUN
MEXly MOKa3aTeNsiMU aHTUOKCHIAHTHOM aKTMBHOCTH M YPOBHEM NEPOKCHUIAIUH JUIUAOB, YTO
MO3BOJIIET HUCIOJIb30BaTh JaHHbIE TIOKa3aTeNMd JUIi MOHUTOPUHIA aHTUOAKTepHaIbHOU
AKTHBHOCTH B NPOIIECCE TECTUPOBAHUS HOBBIX COEIMHEHUH.

IIpakTyeckoe 3HaYeHWe. bbpUlM  BBIIEICHBI HOBBIE XMMHYECKHE COEIUHEHUS,
o0J1a1aroIiye BBICOKOH aHTHOAKTepHalbHOW aKTHBHOCTBIO B oTHOoLIeHUn Staphylococcus aureus
u Bacillus cereus, mepcriekTiBHBIC 111 IPOJODKEHUST TECTUPOBAaHUS IN VIVO. BpiT mpemioxkeH
OpPUTHHAIBHBIA METO/1 ONpeieIeHnsl OMOMAacChl MATOI€HHBIX MUKPOOPTaHU3MOB.

Buenpenue pe3syabTaToB. PesynpTaThl uccienoBaHus BHenpeHbl Ha  Kadenpe
MUKpPOOHOJIOTUH, BHUPYCOJOTMM U HMMYHOJIOTMM B KadyecTBE IUAAKTHYECKOTO MaTepHaa.
Merton onpeneneHust OmoMacchl KyabTyp Oaktepuii Obl1 BHeApeH B HarmonanpHoM Komneknuun
Hemnarorennsix MukpoopranuzmoB (akt o BHeapenuu Ne74 ot 28 mas 2015r.).



ANNOTATION

Lozan-Tirsu Carolina ,,Antimicrobial effects of some new 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 compounds
with various ligands on the reference strains of pathogens; to determine the antimicrobial 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 activity 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 parameters 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).



LISTA ABREVIERILOR

ABTS 2,2 azinobis 3-etilbenzotiazolina-6 a acidului sulfonic
ATCC American Type Culture Collection

CMI concentratia minima de inhibitie

CPHB clorura de polihexametilen biguanida

CT catalaza

CMB concentratia minima bactericida

DAM dialdehida malonica

ESBL betalactamaze cu spectru extins de actiune

MC membrana citoplasmatica

MRSA Staphylococcus aureus rezistent la meticilina

PAM peptidele antimicrobiene

SOD superoxiddismutaza

SRO specii reactive ale oxigenului

TEAC echivalentul trolox al activitatii antiradicalice

usS unitati standard

I'MCK ['ocynapcTBeHHBINM HAYYHO-UCCIEA0BATENbCKAA HHCTUTYT

CTaHAapTU3alU U KOHTPOJIA MCAUTTUHCKUX OHOJOrMYSCKUX npernapaTtoB

nM. JI.A. TapaceBnya



INTRODUCERE

Actualitatea si importanta cercetarilor

In prezent antibioticele constituie elementele-cheie ale medicinei moderne, fiind indispen-
sabile 1n tratamentul maladiilor bacteriene. De la descoperirea penicilinei si introducerea ei in
practica medicala, antibioticele sunt indispensabile nu numai in tratamentul maladiilor cauzate
de microorganismele patogene, ci si in prevenirea infectiilor 1a pacientii supusi interventiilor
chirurgicale, a celor cu statutul imun compromis ori care sufera de cancer. Efectuarea
chimioterapiei, transplantului de organe, interventiilor chirurgicale, tratarea si Ingrijirea arsilor si
multe altele sunt imposibile fira administrarea adecvati de preparate antimicrobiene. In ultimul
timp cererea de antibiotice a crescut esential. In special sunt necesare masuri de asigurare cu
antibiotice adecvate procesului de tratare a copiilor cu sepsis potential fatal si pneumonii. Numai
in anul 2013, din cauza pneumoniei la nivel mondial, au fost inregistrate 935 mii de decese in
randurile copiilor de pand la 5 ani. Majoritatea ar fi supravietuit in conditiile unui tratament
adecvat cu antibiotice [40, 41, 139].

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 suta din consumul total de antibiotice in 2010. Utilizarea lor s-a majorat cu 41
la suta din anul 2000 pana in anul 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. Téarile 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, urmata de
India, cu 11 US, si de China, cu 7 US [223].

O consecintd directd a cresterii nivelului de utilizare a antibioticelor este rezistenta la
antibiotice. Centrul pentru Controlul si Prevenirea maladiilor al Statelor Unite ale Americii
estimeaza cazurile de infectii cu bacterii rezistente la peste 2 milioane, care constituie cu 23.000
de decese in fiecare an, producand un prejudiciu direct de 20 de miliarde $ si pierderi
suplimentare de productivitate de 35 miliarde $ [42]. In Europa, aproximativ 25.000 de decese
sunt atribuite infectiilor rezistente la antibiotice, iar prejudiciul se estimeaza la 1,5 miliarde €
anual [71]. Printre cele mai periculoase microorganisme pentru om rezistente se numara MRSA
— Staphylococcus aureus rezistent la meticilina si tulpinile multirezistente de Escherichia coli.

In Europa, Statele Unite ale Americii si Canada s-a inregistrat o scidere esentiald a

incidentei infectiilor cu MRSA [41, 70, 184] cu 18%, 44% si 16%, respectiv. in acelasi timp, in



alte regiuni, cum sunt Australia, India, America Latind, incidenta cu MRSA creste catastrofal —
cu 47% in 2014, in India, iar in America Latind — cu 90% in 2013 [40]. Escherichia coli si
bacteriile inrudite au devenit rezistente la cefalosporinele de generatia a treia si sunt inscrise in
lista producitorilor de betalactamaze cu spectru extins de actiune (ESBL). In 2013, in 17 din 22
de tari europene, 85% din izolatele de E. coli au fost de tip ESBL — pozitive [70]. In 2009 si
2010, 28 la suta din toate tulpinile Enterobacteriaceae izolate de la bolnavii cu infectii ale
tractului urinar, in 11 tari din Asia, au fost producatorii de ESBL, iar rezistentd fata de
cefalosporinele de generatia a treia si a patra au manifestat 26-50% dintre tulpinile izolate [141].
In America Latina, in 2014, tulpinile rezistente de Klebsiella pneumoniae au variat de la 19% in
Peru, la 87% in Bolivia. In Africa, prevalenta medie a rezistentei la cefalosporine de generatia a
treia a fost de pana la 47% [136].

In pofida numeroaselor strategii si activititi aplicate la nivel national si international,
situatia privind raspandirea accelerata a microorganismelor patogene cu rezistentd multipla nu se
amelioreaza. Ea poate fi redresatd cu conditia ca factorii de decizie in domeniul social, stiintific
si politic sa actioneze consolidat la nivel regional si mondial.

Rolul primordial in rezolvarea acestor probleme majore apartine sectorului cercetare-
dezvoltare. Identificarea ori elaborarea de substante antimicrobiene noi este una dintre directiile
prioritare in acest sens. Incepand cu anul 2000 si pani la finele anului 2012, Agentia Europeani
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, eficiente numai 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 [77]. Patru clase de substante — cefalosporinele, penicilinele, chinolonele si
macrolidele, au fost folosite ca baza structurala pentru 73% dintre antibioticele aprobate intre
anii 1981 si 2005. In perioada anilor 1987 si 2011 nu au fost raportate descoperiri de succes ale
unor clase noi de antibiotice. in 2010 numai doua substante principial noi au fost promovate
pana la testele clinice, dar niciuna nu le-a trecut cu succes [96, 207].

Astfel, elaborarea si testarea compusilor chimici noi cu potential antimicrobian rdméane o
directie actuald la nivel mondial.

Scopul tezei de doctor a constat in evaluarea proprietatilor antimicrobiene ale compusilor

chimici noi si in elucidarea mecanismelor de actiune a acestora.
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Obiectivele lucrarii au fost urmatoarele:

1. Evidentierea actiunii antimicrobiene a compusilor coordinativi ai cuprului (II) 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 referintd a microorganismelor patogene.

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

4. Evaluarea particularitatilor de actiune antimicrobiand a compusilor chimici noi asupra
tulpinilor izolate din coproculturi.

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

Noutatea si originalitatea stiintifica. A fost testatd activitatea antimicrobiand a unor noi
compusi coordinativi ai cuprului cu diferiti liganzi si comparatad cu activitatea antisepticului 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 importanti solutionatad 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 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 antioxidantd 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
inalta fata de Staphylococcus aureus si Bacillus cereus de perspectiva pentru testari in vivo. A
fost propusa o metoda originala de determinare a biomasei culturilor de microorganism
patogene.

Aprobarea rezultatelor stiintifice. Materialele expuse in teza de doctorat au fost
comunicate la: Cea de-a XXXIl-a Conferinta romand de chimie, 2010, Ramnicu Valcea,
Romania; Primul colocviu franco-roman de chimie medicinala, 2010, lasi, Romania; Conferinta
stiintifico-practica ,,Substante bioactive: probleme fundamentale si aplicative de obtinere si
aplicare”, 2011, Novii Svet, Ucraina; Conferinta internationala Ciugaev ,,Metode fizico-chimice
in chimia compusilor coordinativi”, 2011, Suzdali, Rusia; Conferinta stiintificad internationala

,Biotehnologia microbiologicd — domeniu scientointensiv al stiintei contemporane”, 2011,
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Chisindu, Moldova; Cea de-a XVIl-a Conferintd Internationald ,,Metode fizice in chimia
coordinativa si supramoleculard”, 2012, Chisindu, Moldova; Conferinta Internationald 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 medicala din cadrul Institutului de Ftiziopneumologie
,»Chiril Draganiuc” din 06 iulie 2016.

Publicatiile la tema tezei. Rezultatele stiintifice expuse In aceastd 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 bazd de 127
pagini, congine 26 de tabele si 21 de figuri. Lista surselor bibliografice citate include 240 de
titluri.

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

Sumarul compartimentelor tezei.

Capitolul 1. COMPUSI ANTIMICROBIENI Capitolul contine o analiza ampld a
situatiei Tn domeniu In baza unui studiu bibliografic profund al publicatiilor relevante pentru
tema data in intreaga lume. Capitolul este structurat in 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 evidenta atat 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 explicatd necesitatea dezvoltarii
cercetarilor pentru ambele tipuri. Cea mai mare atentie a fost atrasd asupra sistemului de

clasificare a antibioticelor in functie de mecanismul lor de actiune. In aceasta parte a capitolului
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sunt sistematizate modificarile produse de fiecare tip de antibiotic in celulele bacteriene, de
asemenea, fiind generalizate datele de ultima ora de biologie moleculara si geneticd microbiana
cu referire la complexele de gene, sistemele de operare specifice, care sunt implicate in
realizarea fiecdrui 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 bogata 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 cdrora substantele efectuate au influenta pronuntata. Este subliniatd diversitatea
enormd a compusilor microbieni de origine vegetala si sunt reflectate rezultatele cercetarilor,
care elucideaza mecanismele de actiune antimicrobiand 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 animald sunt descrise si analizate mai detaliat peptidele
antimicrobiene.

Cel de-al treilea subcapitol este dedicat compusilor antimicrobieni sintetici. Sunt aratate
avantajele si dezavantajele lor comparativ cu antibioticele naturale. In vizorul acestei analize au
fost doua grupuri principale — polimerii antimicrobieni si compusii coordinativi. Este prezentata
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 sa
poata fi considerat de perspectiva pentru utilizare in calitate de produs antimicrobian. Sunt aduse
argumente in favoarea selectdrii 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.

Capitolul 2. CARACTERISTICA OBIECTELOR DE STUDIU SI METODELOR
APLICATE IN CERCETARE contine descrierea suficient de explicita atit a obiectelor de
studiu, cat si a metodelor de cercetare si de calcul a datelor obtinute, care au fost utilizate pentru
realizarea prezentei lucrdri de doctorat. In calitate de obiecte de studiu ,,in vitro” au fost incluse
5 tulpini de referinta, care provin din doua colectii de culturi recunoscute in calitate de furnizori
de material biologic de calitate pentru cercetari de performantia: American Type Culture
Collection (ATCC) si Colectia de Stat a Microorganismelor Patogene a Institutului de Stat de
cercetari stiintifice in domeniul standardizarii si controlului preparatelor medicale biologice

,L.A. Tarasevici” (T'MCK). In calitate de substante cu efecte antimicrobiene au fost testati
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compusii coordinativi ai Cu (II); Co(II), Zn(II) si propenonele aromatice sintetizati 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 prezentata
informatia despre compozitia si geometria compusilor respectivi. Deoarece la etapa de
planificare a cercetdrii doctorale miza a fost pusa de particularitatile cuprului ca metal cu
proprietdti antibacteriene, pentru compusii ce contin cupru este prezentatd si masa relativa 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 a concentratieci minime bactericide. La cea de-a doua
categorie se referda metodele de determinare a capacitatii antioxidante totale, a activitatii
enzimelor antioxidante, a peroxidului de hidrogen si a nivelului de peroxidare a lipidelor. In
acest capitol merita a fi evidentiate doua abordari metodologice originale. Astfel, pentru a
compara activitatea compusilor noi cu cea a antisepticului de referinta a fost utilizata
metodologia de determinare a activitatii antimicrobiene a antibioticelor prin metoda difuziunii in
agar in care in calitate de antiseptic standard a fost aplicata furacilina, iar in calitate de antibiotic
— compusii chimici noi. De asemenea, a fost implementata o metoda de determinare a biomaset
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 a fost 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 antimicrobiand a compusilor
chimici noi.

Capitolul 3. ACTIVITATEA ANTIMICROBIANA A UNOR COMPUSI CHIMICI
NOI include analiza criticd obtinuta in experientele orientate spre aprecierea efectelor
antimicrobiene ale celor patru grupuri de compusi chimici noi. La prima etapd au fost
determinate concentratiile minim inhibitoare (CMI) si minim bactericida (CMB) ale fiecarui
dintre cei 220 de compusi chimici noi. In lucrare sunt incluse rezultatele pentru 37 dintre acestia,
care au manifestat activitate antimicrobiana mai pronuntata sau la nivelul activitatii furacilinei.
Rezultate promitatoare au fost obtinute pentru compusii din primele 3 grupuri. Activitate
antimicrobiana naltd au manifestat compusii coordinativi ai Cu(ll) cu 4-feniltiosemicarbazona
2-formilpiridinei si sulfanilamidele si compusii coordinativi ai Cu(Il) cu 4-(dimetilfenil)tio

semicarbazone 2-formilpiridinei. Propenonele aromatice au demonstrat activitate antimicrobiana
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redusd comparativ cu furacilina. Pentru fiecare dintre culturile de referintd au fost selectati
compusii care s-au afirmat ca substante cu efect antimicrobian pronuntat. Activitatea
antimicrobiana 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 fata de actiunea noilor compusi. Astfel, fata de Staphylococcus
aureus ATCC 25923 au manifestat activitate antimicrobiana inalta 12 compusi, care au fost de 3-
3500 ori mai activi ca furacilina, iar 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. Dintre
culturile de referinta Gram-negative cele mai bune rezultate au fost obtinute pentru Shigella
sonnei ATCC 25931. 11 compusi au manifestat activitate antimicrobiana de 2,5-216 ori mai
inaltd ca cea a furacilinei. Fata de Escherichia coli ATCC 25922 au manifestat activitate
antimicrobiana 6 compusi, iar fata de Salmonella enterica (Salmonella abony T'MCK 03/03y) —
doar 2 compusi. Fatd de ambele culturi compusii selectati au avut o activitate antimicrobiana de
2,1-6,1 ori mai mare ca cea a furacilinei in conditii identice. Pentru trei dintre compusii testati au
fost realizate teste de determinare a activitatii antimicrobiene pe tulpinile clinice de Escherichia
coli si Staphylococcus aureus izolate. A fost stabilit, ca tulpinile clinice izolate sunt mai
rezistente atat fata de antisepticul de referinta, cat si fata de compusii noi testati. Totodata, toti
compusii au fost de 6-18 ori mai activi fata de stafilococ si de 2-4 ori mai activi fatd de
Escherichia coli, comparativ cu furacilina. Rezultatele descrise in acest capitol au stat la baza
elabordrii a patru brevete de inventie, care au fost obtinute de grupul de cercetare format din
chimisti s1 medici.

Capitolul 4. MODIFICAREA INDICILOR BIOCHIMICI Al CULTURILOR DE
MICROORGANISME PATOGENE SUB INFLUENTA COMPUSILOR CHIMICI NOI
CU PROPRIETATI ANTIMICROBIENE include analiza critici a rezultatelor obtinute la
cuantificarea parametrilor care exprima statutul antioxidant al celulelor in culturile de
microorganisme patogene expuse actiunii noilor compusi chimici si in culturile mentinute in
conditii standard. Pentru determinarea activitatii antioxidante a fost aplicat testul ABTS (2,2
azinobis 3-etilbenzotiazolina-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 de fapt lizatul celular analizat. A
fost stabilit, ca tratarea tuturor celor cinci culturi bacteriene de referinta cu compusii chimici noi
selectati conduce la reducerea pronuntatd a capacitatii antioxidante totale cu 25-94% fata de

capacitatea antioxidantd normald a biomasei netratate. Concomitent, a fost inregistratd o crestere
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semnificativd a continutului de peroxid de hidrogen in lizatul celular si a produsului final al
peroxidarii lipidice — dialdehidei malonice. Situatia data a fost comuna pentru toate culturile de
referintd tratate cu compusii chimici noi fatd de care au manifestat sensibilitate. Analiza
corelationald efectuatd a permis de a stabili o corelare negativa strinsd iIntre capacitatea
antioxidanta totala a lizatului celular si continutul dialdehidei malonice in el. Valoarea
coeficientului de determinare a variat intre 0,77 si 0,82. Corelarea inversa stransa cu valori inalte
a coeficientului de determinare dintre acesti doi parametri confirma starea de stres oxidativ de
intensitate inaltd, cauzat de actiunea antimicrobiana a compusilor noi testati. A fost determinata
si activitatea enzimelor antioxidante primare — superoxiddismutaza si catalaza. Pentru toate
culturile de referintd tratate cu compusii chimici noi, fatd de care acestea au manifestat
sensibilitate, a fost depistata scaderea veridica a activitatii celor doud enzime, comparativ cu
activitatea lor 1n culturile respective netratate. Deoarece enzimele catalaza si superoxiddismutaza
se implica activ in protectia celulelor de microorganisme patogene contra factorilor biochimici
produsi de macrofagi in vivo pentru a stopa infectia, consideram, ca scaderea semnificativa a
nivelului de activitate a acestor doi factori importanti de protectic conduce la marirea nivelului
de vulnerabilitate a culturilor in vivo, ceea ce ar constitui un argument pentru realizarea
cercetdrilor biomedicale in promovarea ulterioard a acestor compusi valorosi.

Elementele principale descrise mai sus stau la baza concluziilor generale si a
recomandarilor, care sun expuse in compartimentul corespunzator.

BIBLIOGRAFIA include descrierea celor 240 de surse citate in teza.

Compartimentul ANEXE contine actul de implementare a rezultatelor obtinute, copiile
primei pagini a celor patru brevete si celor 12 diplome de insotire a medaliilor, obtinute la

saloanele internationale de inovatii.
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1. COMPUSI ANTIMICROBIENI

Cresterea rezistentei microorganismelor patogene la antibiotice nu numai cd afecteaza
comunitati intregi, dar si a adus la un punct de criza cercetarea in numeroase centre medicale si
stiintifice din intreaga lume. Stiintele medicale sunt tot mai preocupate de cresterea exacerbata
a numarului de tulpini de microorganisme patogene multirezistente la antibioticele utilizate in
prezent in practica clinicd. Acest lucru poate fi explicat prin folosirea nediscriminatorie a
terapiilor medicamentoase care conduce la o incidenta mai mare a esecurilor de tratament [55,
165]. 1In plus, la rata ridicata a rezistentei la antibiotice, semnalati in terapia conventionala,
sansele de abandon al tratamentului sunt extrem de mari, in principal din cauza efectului
secundar de reaparitic a infectiilor recurente. Astfel, este necesard o resetare urgentd a
arsenalului de agenti antimicrobieni activi [34, 220]. In prezent, atit sinteza chimici, cét si
obtinerea de substante naturale sunt principalele cai de a obtine noi compusi cu proprietati

antimicrobiene [49]. Ambele cdi au atat aspecte pozitive, cat si dezavantaje esentiale.

1.1. Antibioticele clasice: mecanismele de actiune si rezistenta

De la descoperirea penicilinei, care a fost raportatda in 1929, si pana in prezent a fost
depistatd si dezvoltata o gama largd de antibiotice, caracterizate printr-un nivel maxim de
eficientd fatd de culturile bacteriene patogene. Acest lucru a fost posibil doar datorita elucidarii
mecanismelor de interactiune a medicamentelor cu structurile-tintd din componenta celulelor
bacteriene. Progresele atinse in acest domeniu, precum si in domeniul designului molecular au
asigurat medicina clinicd contemporand cu un bogat arsenal de preparate. Actiunea preparatelor
antibiotice asupra celulelor bacteriene este complexd si incepe de la interactiunea fizica dintre
molecula preparatului cu molecula-tinta, implicand modificari ale celulei bacteriene la nivel
biochimic, molecular si ultrastructural. In paralel, se observa si un fenomen opus — cel de
dezvoltare a rezistentei bacteriene la actiunea preparatelor antibiotice. Cresterea prevalentei
rezistentei antimicrobiene si diversificarea mijloacelor de dobandire a acesteia impune
necesitatea esentiald de a intelege mecanismele de actiune a preparatelor antimicrobiene pentru
aplicarea lor eficienta, dar si pentru implementarea terapiilor alternative [124].

Efectul bactericid al antibioticelor este asociat cu formarea rupturilor in ADN-ul dublu
catenar in urma tratamentului cu inhibitorii ADN-girazei; cu inhibarea sintezei ARN ADN-
dependente (ca rezultat al tratarii cu rifamicind, de exemplu); cu deteriorarea invelisurilor
celulare si pierderea integritatii structurale in urma tratamentului cu inhibitori ai sintezei
componentelor peretelui celular; cu inhibarea ribozomilor si translarea eronata a proteinelor ca

rezultat al actiunii inhibitorilor sintezei proteinelor. Cercetdrile recente au depistat si unele
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mecanisme generalizate, care se dezvolta practic in toate tipurile de celule bacteriene, indiferent
de substanta antibioticd aplicatd. Astfel, a fost demonstrat, cd aplicarea dozelor letale de
antibiotice bactericide conduce la acumularea excesiva a radicalilor hidroxil si la instalarea unei
stari de stres oxidativ sever, cu modificarea ireversibila a metabolismului celular [63, 122, 123].

Nivelul de cunoastere actuald a modului in care antibioticele induc moartea bacteriilor este
centrat pe functiile celulare esentiale care sunt blocate ca rezultat al interactiunii dintre antibiotic
si tinta primard din cadrul celulei microbiene. Sistemele traditionale de -clasificare a
antibioticelor se bazeaza pe efectul nociv produs, pe spectrul de activitate ori pe mecanismul de
actiune a lor.

In conformitate cu efectul nociv produs antibioticele se clasifici in bactericide si
bacteriostatice. Bacteriostaticele stopeaza procesele de crestere si diviziune celulara, ceea ce,
intr-un final, conduce la eliminarea infectiei. De obicei, acest tip de medicamente blocheaza
diferite verigi metabolice implicate in procesul multiplicarii bacteriilor. De exemplu, tetraciclina,
doxiciclina, cloramfenicolul, eritromicina inhibd activitatea unitdtilor ribozomale 30S si 50S,
ceea ce nu omoara celula, dar face imposibila sinteza noilor unitati proteice necesare in calitate
de material de constructie pentru cresterea si multiplicarea celulelor microbiene. Antibioticele
sulfanilaminice inhiba sinteza metabolitilor necesari pentru realizarea sintezei noilor molecule de
ADN, ARN si proteine (de exemplu, poate fi blocata sinteza acidului folic) [171]. Antibioticele
cu efect bactericid sunt implicare in deteriorarea structurii membranei citoplasmatice, In
inhibarea proceselor de biosintezad a elementelor peretelui celular, de transcriptie si translare pe
genele ce codifica sinteza proteinelor functionale.

Relevanta clasificarii antibioticelor ca bacteriostatice sau bactericide este deosebit de
importantd atunci, cand se aplica terapiile combinate si se stabilesc dozele active ale acestora
[176]. Este cunoscut faptul ca antibioticele bactericide actioneaza deosebit de intens asupra
celulelor in proces de diviziune, de aceea antibioticele bacteriostatice sunt antagoniste si pot
reduce efectul medicamentelor din prima categorie. Studiul interactiunii antibioticelor din
ambele grupuri pentru majoritatea combinatiilor testate a confirmat ipoteza antagonismului
dintre preparatele bacteriostatice si bactericide, si a scos in evidentd o multitudine de reactii de
raspuns ale celulelor bacteriene la aceste actiuni [171]. Din punct de vedere practic, cunoasterea
detaliata atat a interactiunii antibioticelor, cat si a rdspunsului culturilor bacteriene constituie un
suport esential in elaborarea tacticii de tratament. Cele mai relevante sunt rezultatele care reflecta
cazuri de antagonism puternic, care trebuie evitat, si care de fapt compromit efectul pe care il are
preparatul bactericid aplicat independent. Lipsa dinamicii de crestere care este Inregistratd in

cazul diferitor combinatii antagoniste de antibiotice sugereaza ideea, ca la baza cresterii ratei de
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supravietuire a culturii bacteriene stau diferite mecanisme celulare. Rezultatele cercetarilor de
ultima ora indica asupra unei noi perspective care stabileste cand si in ce mod celulele bacteriene
pot evita moartea cauzata de influenta preparatelor antibiotice. Din acest punct de vedere, studiul
cresterii culturii bacteriene urmeaza a fi divizat in doud componente distincte — rata de marire a
dimensiunilor celulare si rata de diviziune celulara. Reducerea similara a ratelor de diviziune la
actiunea diferitor combinatii antibiotic bacteriostatic — antibiotic bactericid ar putea constitui
baza fenomenului de antagonism. Cu referire la efectele morfologice a fost stabilit, ca anumite
antibiotice sunt capabile sa induca modificarea formei celulelor bacteriene. De exemplu,
antibioticele beta-lactamice induc liza celulara prin intermediul unui proces de scurgere a
citozolului prin defectele produse in stratul de peptidoglican [234]. Cercetarile de perspectiva in
acest domeniu urmeaza a fi orientate spre stabilirea legaturii cauza - efect intre aceste modificari
structurale si modularea ratei de diviziune celulard, adicd spre stabilirea capacitatii de a genera
starea de antagonism [171, 234]. Desi majoritatea studiilor care includ combinatii ale prepara-
telor bacteriostatice si bactericide evidentiaza un antagonism practic omniprezent in ceea ce
priveste ratele de crestere si moarte celulard, totusi, varietatea raspunsurilor morfologice
observate poate conduce la manifestarea efectelor specifice ale combinatiilor de antibiotice,
inclusiv de sinergism. In plus, sistemul de clasificare a antibioticelor dupa criteriul
bacteriostatice / bactericide nu este unul generalizat. Efectul bacteriostatic / bactericid este diferit
in functie de organismul patogen asupra caruia se realizeaza influenta sau chiar in functie de
concentratia medicamentului. Evaluarea in vitro a interactiunilor dintre perechile de antibiotice
aplicate intr-o gama largad de concentratii Servesc ca suport pentru studiile in vivo, unde
permanent are loc o fluctuatie pronuntatd a concentratiilor de medicamente, cauzatd de ratele
diferite de absorbtie si eliminare [50]. In acelasi timp, terapia combinati rimane o optiune
importantd ca O strategie de tratament ce vizeaza controlul asupra cresterii nivelului de
antibiorezistentd. Un studiu aprofundat al efectelor antibioticelor asupra proceselor fiziologice
bacteriene asigura un suport fundamental in aplicarea combinatiilor de antibiotice in mai multe
infectii bacteriene [50, 171, 234].

In functie de gama de specii de bacterii sensibile la actiunea preparatelor antibacteriene,
acestea sunt clasificate in antibiotice cu spectru larg de actiune si antibiotice cu spectru ingust
de actiune. ESte important sa mentionam, ca spectrul de actiune nu este 0 marime constanta si se
poate modifica esential odata cu achizitionarea unor mecanisme de rezistenta, inclusiv a genelor
de rezistenta la antibiotice de catre anumite tulpini de microorganisme patogene.

Agentii antibacterieni cu spectru larg de actiune sunt activi atat impotriva organismelor

Gram-pozitive, cat si a celor Gram-negative. Din aceastd categorie fac parte tetraciclinele,
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fenicolii, fluorochinolonele, a treia si a patra generatie de cefalosporine. Antibacterienele cu
spectru ingust de actiune au activitate limitata si sunt utile numai impotriva anumitor specii de
microorganisme. De exemplu, glicopeptidele si bacitracina sunt eficiente numai Tmpotriva
bacteriilor Gram-pozitive, in timp ce polimixinele sunt, de obicei, eficiente numai impotriva
bacteriilor Gram-negative. Aminoglicozidele si sulfonamidele sunt eficiente numai impotriva
organismelor aerobe, in timp ce nitroimidazolii sunt eficienti doar contra anaerobilor.

Clasificarea traditionald a antibioticelor in functie de mecanismele de actiune presupune
existenta a 5 clase de preparate antimicrobiene:

¢ Antibiotice care inhiba sinteza peretelui celular.

In aceasta categorie se inscriu preparate care actioneaza asupra diferitor site-uri de sinteza
a componentelor peretelui celular bacterian. De exemplu, penicilina, cefalosporina, azteonamul,
imipenemul inhibd activitatea transpeptidazelor si ca rezultat nu se formeaza legaturile
transversale dintre catenele peptidoglicanice. Vancomicina si teicoplamina leagd regiunile
terminale D-alanil-D-alanina si blocheazd incorporarea acestora in componenta peptidogli-
canului in formare. Oritavancina, analogii lipofilici ai vancomicinei, ramiplanina inhiba etapa de
transglicozilare, iar bacitracina blocheaza defosforilarea transportorilor de fosfolipide.

Succesul in tratamentul cu inhibitori ai sintezei peretelui celular este asigurat de modificari
profunde ale formei si dimensiunilor celulelor, ceea ce induce reactii de stres soldate cu liza
acestora [124]. Antibioticele B-lactamice (inclusiv penicilinele si cefalosporinele) contin in
structura lor un inel aminic, care este un analog al dipeptidei terminale D-alanil-D-alanina, si se
comportd ca un substrat pentru transpeptidazele cunoscute si ca proteine ce leagd penicilina
(penicilin binding proteins PBPs). in acest mod, enzimele sunt inactivate complet, deoarece
legaturile formate cu preparatele B-lactamice nu pot fi hidrolizate de aparatul enzimatic celular
[75]. Spre deosebire de B-lactame, antibioticele glicopeptidice (de exemplu, vancomicina) inhiba
sinteza peptidoglicanului prin legarea lor directa cu unitatile dipeptidice D-alanil-D-alanina si
prin blocarea activitatii transglicozidazice si transpeptidazice. Astfel, glicopeptidele (indiferent
dacd sunt libere in periplasmd ca vancomicina sau ancorate ca teicoplanina) actioneazd ca
inhibitori ai procesului de maturare stericd a peptidoglicanului si reduc rezistenta mecanica
celulara. Este de remarcat faptul ca antibioticele B-lactamice pot fi utilizate pentru a trata
infectiile cauzate de bacteriile Gram-pozitive si Gram-negative, in timp ce glicopeptidele sunt
eficiente numai impotriva bacteriilor Gram-pozitive. In calitate de antibiotice, care inhiba
sinteza (de exemplu, fosfomicina) si transportul (de exemplu, bacitracina) unitatilor peptido-

glicanice, sunt utilizate lipopeptidele (de exemplu, daptomicina) care afecteaza integritatea
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structurala prin capacitatea lor de a se incorpora In membrana celulard si de a induce
depolarizarea acesteia [124].

Studiul mecanismelor de distrugere a celulelor bacteriene prin actiunea inhibitorilor
sintezei peptidoglicanului a demonstrat, ca liza celulelor este un proces mult mai complex decat
»ruperea” mecanicd ca urmare a cresterii presiunii osmotice cauzatd de ,,cresterea dezechili-
brata”. A fost demonstrat, ca liza celulelor bacteriene sub actiunea preparatelor 3-lactamice este
determinatd de numeroase procese celulare active. De exemplu, tulpinile de Streptococcus
pneumoniae (S.pneumoniae) cu deficit de activitate amidazicd nu sunt afectate de actiunea
concentratiilor critice de preparate p-lactamice — efect cunoscut sub numele de tolerantd la
antibiotic. Totodata, tulpinile, care se caracterizeaza prin prezenta autolizinelor (enzime asociate
membranei care descompun legaturile dintre si in cadrul lanturilor peptidoglicanice), cum ar fi
Escherichia coli (E.coli), sunt extrem de receptive la actiunea acestui tip de antibiotice. Astfel,
efectul de inhibare a sintezei peptidoglicanului este amplificat de efectul de distrugere a
catenelor deja existente, ceea ce grabeste puternic manifestarea efectului litic al preparatelor -
lactamice [75, 124].

Pe langa cele mentionate, tulpinile de S. pneumoniae lipsite de activitatea hidrolazelor
mureinice pot totusi fi distruse de preparatele B-lactamice, dar intr-un ritm mai lent indicand
faptul cd aceste preparate posedd si un mecanism de actiune independent de liza celulard. in
opinia cercetatorilor unele dintre aceste mecanisme non-litice sunt reglementate prin intermediul
sistemelor bicomponente. De exemplu, la S. pneumoniae a fost depistat sistemul bicomponent
VncSR — LytA, in care gena VnsSR controleazd expresia autolizinei LytA si reglementeaza
toleranta la vancomicina si penicilina [124, 167]. La Staphylococcus aureus, sistemul
bicomponent IrgAB-LytSR poate afecta, de asemenea, liza celulara prin reglarea activitatii
autolizinice. LytR activeaza expresia operonului IrgAB, care inhiba activitatea autolizinei
asigurand toleranta la actiunea antibioticelor. Sistemul CidAB la Staphylococcus aureus
activeaza autolizinele, facand ca patogenul sa devind mai sensibil la actiunea preparatelor -
lactamice [30, 195].

¢ Antibiotice care inhiba sinteza proteinelor.

Cele mai cunoscute antibiotice din aceasta categorie sunt macrolidele si tetraciclinele, care,
de fapt, au tinte diferite. Astfel, macrolidele, la fel ca cloramfenicolul si clindamicina, leaga
subunitatea 50S a ribozomilor bacterieni, in timp ce tetraciclinele, la fel ca si aminoglicozidele,
au in calitate de tintd de actiune subunitatea mica 30S. Ca rezultat al acestor interactiuni

ribozomii nu pot realiza procesul de biosinteza a proteinelor.
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Categoria de inhibitori ai subunitatii 50S actioneaza prin blocarea fizicd a procesului de
initiere a translatiei proteinei (ca in cazul oxazolidinonei) sau a translocarii peptidil-ARNTt, care
serveste pentru a inhiba reactia peptidiltransferazica ce alungeste lantul peptidic [118, 159].
Inhibitorii subunitatii 30S actioneazd prin mai multe cai. Astfel, tetraciclinele actioneaza prin
blocarea accesului aminoacil-ARNt la ribozomi. Spectinomicina si antibioticele aminogli-
cozidice leagd componenta 16S ARNr a subunitatii mici ribozomale. Spectinomicina interfereaza
cu stabilitatea peptidil-ARNTt prin inhibarea factorului de translocare [124].

¢ Antibiotice care inhiba sinteza acizilor nucleici.

La aceastd categorie se refera inhibitorii sintezei ADN si ARN (rifanpina, rifabutina,
rifapentina, flucitozina, grizeofulvina) si inhibitorii ADN-girazelor si topoizomerazelor (de
exemplu, chinolonele). Pentru realizarea procesului de sinteza normala a ADN si ARNm este
necesara modularea supercompactizarii cromozomiale prin intermediul activitdtii catalitice a
topoizomerazei. Aceste reactii sunt tinta actiunii chinolonelor sintetice, inclusiv a
fluorochinolonelor clinic relevante, care vizeaza complexele ADN-topoizomeraza. Antibioticele
chinolonice interfereaza cu capacitatea de mentinere a topologiei cromozomiale prin captarea
ADN-girazei (Topo II) si topoizomerazei IV (Topo IV), fatd de care actioneaza ca capcane,
blocand astfel procesul de scindare si reconectare a catenelor ADN. Susceptibilitatea Topo II si
Topo IV la actiunea preparatelor antibiotice este determinatd in mare masurd de pozitia
sistematicd a microorganismului. Mai multe studii au aratat ca Topo IV este tinta principala a
chinolonelor la bacteriile Gram-pozitive (de exemplu, Streptococcus pneumoniae), in timp ce
giraza este tinta primard, iar Topo IV — tinta secundara a acestor medicamente in cazul
bacteriilor Gram-negative (de exemplu, Escherichia coli si Neisseria gonorrhoeae) [124].
Efectul tratamentului cu preparate chinolonice consta in formarea rupturilor in structura ADN
dublu catenar, care sunt blocate prin formarea legaturilor covalente cu topoizomerazele, functiile
carora sunt compromise. Ca urmare a formarii complexului chinolona-topoizomeraza-ADN,
mecanismul ce realizeaza replicarea ADN-ului este blocat pe furcile de replicare, conducand la
inhibarea sintezei ADN-ului si se finalizeaza cu bacteriostaza si cu moartea celulelor [62, 99].

Un alt grup de preparate antimicrobiene, printre care si rifamicina, inhiba transcriptia
ADN-dependenta, transcriptia prin legarea stabila a subunitatii ADN (codificate de gena proB)
pe care se fixeazd enzima ARN-polimeraza. Aceastd subunitate este situata In interiorul canalului
format de complexul polimerazei cu ADN, din care apare catena sintetizata de novo de ARN. Ca
rezultat al acestui blocaj mecanic sinteza ARN-ului nu poate progresa si este stopata la nivel

initial. In acelasi timp, unele substante cu efect de inhibare a polimerazei actioneaza la nivel de
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blocare a procesului de elongare a ARN prin inducerea modificarilor alosterice ale enzimei
ARN- polimeraza [25, 39, 124].

¢ Antibiotice care actioneaza asupra sterolilor (preparate antifungice).

O parte dintre aceste preparate se leaga cu sterolii, provocand rupturi in structurile
membranare (polimixinele, amfotericina B, nistatina), iar o altd parte inhiba anumite etape ale
procesului de biosinteza a ergosteroluluiu (de exemplu, imidazolul). Antifungalele din prima
categorie se leagd cu sterolii din membrana celulei fungice, penetrand astfel membrana in stare
mai putin fluidd, cu proprietdti cristaline mai puternice. Ca urmare, continutul celulei, inclusiv
ionii monovalenti (K TNa®,HT, si Cl') si moleculele organice mici, sunt eliminate din celula,
ceea ce se considera cauza principala a mortii celulare [26]. Preparatele azolice, care fac parte
din a doua categorie (cu exceptia abafunginei), inhiba enzima lanosterol 14 a-demetilaza —
enzima necesara pentru a converti lanosterolul in ergosterol. Epuizarea ergosterolului in
membrana fungicd perturbeaza structura si multe din functiile ei, blocand cresterea si
multiplicarea fungilor.

e Antibiotice care inhiba verigi unice ale cdilor metabolice la microorganisme.

Cele mai cunoscute preparate de acest fel blocheaza sinteza acidului tetrahidrofolic
(sulfonamidele, trimetrexatul, pirimetamina s.a.), acidului micolic (izoniazida), ubichinonei,
perturband astfel procesele vitale in celulele bacteriene. In acest grup sunt incluse mai multe
substante, care se caracterizeaza printr-un spectru restrans de activitate, iar fiecare dintre ele se
manifestd prin mecanisme distincte.

In pofida diversititii enorme a tipurilor si mecanismelor de actiune a antibioticelor,
microorganismele au reusit sa dezvolte rezistentd pronuntatd la majoritatea preparatelor
cunoscute. Pand in anii ‘90 ai secolului trecut problema rezistentei antimicrobiene nu era
considerati o amenintare in gestionarea bolilor infectioase. Insa, cu timpul au inceput si fie
inregistrate tot mai multe esecuri in tratament, microorganismele fiind din ce in ce mai rezistente
la actiunea agentilor antimicrobieni. Mecanismele de rezistentd depind de verigile metabolice
specifice care sunt inhibate de antibiotice si de caile alternative disponibile in celula bacteriana.
Rezistenta la antibiotice poate fi asiguratd pe doua cai: a) calea intrinseca sau naturald, care se
bazeazd pe faptul cd microorganismele nu poseda site-uri-tintd asupra carora actioneaza
medicamentele sau se caracterizeaza prin permeabilitate redusa la acesti agenti ori b) calea
rezistentei dobandite, prin care un microorganism natural sensibil intra in posesia unor
mecanisme, Ce asigura rezistenta antimicrobiand. Cea de-a doua cale poate fi realizata prin mai
multe modalitati: prezenta unei enzime care inactiveazd agentul antimicrobian; prezenta unei

enzime alternative pentru enzima care este inhibata de agentul antimicrobian; o mutatie in tinta
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agentului antimicrobian care reduce afinitatea acesteia fatd de agentul antimicrobian;
modificarea post-transcriptionald sau post-translationald a tintei agentului antimicrobian care
reduce afinitatea acesteia fata de agentul antimicrobian; absorbtia redusa a agentului antimicro-
bian; efluxul activ al agentului antimicrobian; supraproductia de molecule-tinta ale agentului
antimicrobian; expresia sau supresia unei gene in vivo in contrast cu situatia in vitro s.a. [37].
Intelegerea mecanismelor de actiune ale antibioticelor si celor de rezistenti fati de ele este
importantd pentru a defini modalitati mai bune de a pastra activitatea preparatelor existente si
pentru a proiecta agenti antimicrobieni care nu sunt afectati de mecanismele de rezistentd

cunoscute si care urmeaza a fi cunoscute pe viitor.

1.2. Compusi antimicrobieni naturali

Utilizarea produselor naturale in managementul terapeutic impotriva bolilor cauzate de
microorganisme este mai avantajoasa decat utilizarea medicamentelor derivate din surse
sintetice. Acest lucru se datoreaza efectelor secundare reduse ale acestor medicamente, n timp
ce activitatea lor toxicologica si farmacologica este comparabild cu a celor obtinute din surse
industriale. In plus la toxicitatea joasa, in diferite ramuri ale medicinei existd o cerere si un
interes deosebit pentru produsele farmacologice naturale, care au efecte impotriva agentilor
infectiosi. Cele mai cunoscute surse de substante naturale cu efecte curative sunt de origine
vegetald. Plantele contin o gama largd de fitochimicale, care au fost in mod traditional utilizate
de milenii in medicina populard. Cele mai vechi relatari cu privire la utilizarea planteor in
tratamentul diferitor maladii vin din China (5000 de ani i.Hr.), India (In Rigveda si
Atharvaveda, 2000 de ani 1.Hr.); Mesopotania (2600 de ani i.Hr.), Egipt (1500 de ani 1.Hr.) [56,
87, 166, 180, 190]. Interesul fata de medicamentele naturiste a scazut in cea de-a doua jumatate a
secolului al XX-lea, in legatura cu faptul ca preparatele sintetice aparute in aceastd perioada
aveau o eficientd mai 1nalta, era mai simplu de a studia procesul de metabolizare a lor in
organism, precum si mecanismele de actiune a lor asupra agentilor microorganismelor patogene;
procesul de brevetare pentru astfel de preparate decurgand mai usor. Totusi, utilizarea larga a
preparatelor sintetice si incidenta inaltd a reactiilor adverse generate de acestea a reactualizat

interesul fatd de preparatele de origine naturala.

1.2.1. Antibiotice de origine microbiana
Biodiversitatea enorma a microorganismelor in ceea ce priveste habitatul, metabolismul si
toleranta fatd de conditiile extreme si actiunea diferitor agenti determind intaietatea acestora in

calitate de surse de substante cu efect antibiotic. Din acest punct de vedere, actinomicetele,
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fungii miceliali si mixobacteriile sunt lideri dupa numarul si varietatea produselor farmaceutice
care se obtin pe baza lor. Descoperirea penicilinei (din Penicillium rubens) urmata de cea a
streptomicinei (din Streptomyces griseus) a transformat viata a milioane de oameni. In
continuare habitatele naturale ale microorganismelor au fost explorate in scopul descoperirii
noilor compusi bioactivi capabili de a combate maladiile infectioase. Indiferent de eforturile
depuse, totusi, comunitatile microbiene, care populeaza regiunile extreme si oceanele, constituie
in continuare o sursa neexplorata de noi compusi [144].

Progresul in domeniul implementarii noilor tehnici de screening, separare si izolare a
compusilor chimici a condus la identificarea a peste un milion de compusi naturali, dintre care
50-60% sunt de origine vegetald si peste 5% — de origine microbiana. Aproximativ 25% dintre
acesti compusi posedi activitate biologicd, din care 10% sunt derivate din surse microbiene. In
valori numerice dintre cei peste 22.500 de compusi microbieni biologic activi 45% sunt produsi
de actinomicete, 38% — de fungi, si 17% — de bacterii [52, 59, 156, 189]. Totusi, numarul mare
de produsi microbieni cu activitate antibioticd nu inseamnd succes In tratament, deoarece in
majoritatea cazurilor intervine procesul de dezvoltare a rezistentei microbiene fatd de acesti
agenti si de instalare a efectelor toxice fatd de macroorganism. Astfel, cdutarea de noi substante
naturale cu efect antibiotic ramane o prioritate pentru cercetatorii din acest domeniu.

Antibiotice din actinomicete. In prezent actinomicetele sunt clasificate ca Actinobacteria si
includ bacterii Gram-pozitive, ADN-ul carora este bogat in guanina si citozind (69-73 mol%), si
care formeaza miceliu ramificat de substrat si aerian. Cea mai notabila caracteristicd a acestor
organisme consta in capacitatea lor de a produce metaboliti secundari, majoritatea dintre care
posedd activitate antibioticd pronuntatd. Printre cei mai cunoscuti compusi antibiotici ai
actinomicetelor se numara aminoglicozidele, macrolidele, tetraciclinele si acetamidele, care
actioneaza pe calea inhibitiei sintezei proteinelor; tiolactonele, care inhiba sinteza acizilor grasi,
glicopeptidele, care blocheazd procesul de sintezd a peretelui celular; lipoproteidele care
perturbeaza functionalitatea membranelor celulare, hexapeptidele ciclice si aminocumarinele
care inhiba procesele de biosinteza a acizilor nucleici [74, 95, 115, 115, 144, 145]. Aceste
substante sunt utilizate cu succes in tratamentul diferitor infectii.

Streptomicetele produc mai mult de jumatate din produsele naturale antibiotice cunoscute
si atribuite actinomicetelor. Pe langa actiunea antimicrobiana, substantele produse din
streptomicete sunt utilizate in tratamentul cancerului si maladiilor autoimune. Din diferite specii
de streptomicete sunt obtinute astfel de produse recunoscute ca rifamicina, streptomicina,
streptogramina, lincomicina, neomicina, carbomicina, tertiomicina s.a. In prezent sunt cunoscuti

peste 2400 de metaboliti secundari ai streptomicetelor, iar cercetdtorii spera sa descopere printre
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acestia substante cu efecte terapeutice pronuntate [82, 142]. Producerea maximald a metabolitilor
secundari la actinomicete are loc la Tnceputul fazei stationare a ciclului vital.

O sursd foarte promitatoare de substante cu activitate antibiotica sunt speciile mai putin
cunoscute de actinomicete, in special, cele marine. Cei mai importanti producatori de metaboliti
secundari bioactivi din aceasta clasa de actinomicete sunt reprezentantii genurilor Actinomadura,
Actinoplanes, Amycolatopsis, Dactylosporangium, Kibdelosporangium, Kitasatospora, Micro-
biospora, Planomonospora, Planobispora, Salinispora, Streptosporangium si Verrucosispora
[116]. Printre actinomicetele terestre sunt considerate surse de perspectiva de metaboliti
secundari speciile din genurile Ktedenobacteria, Actinospica si Catenulispora. Dintre
reprezentantii genului Marinospora (familia Streptomycetaceae) a fost izolat un compus cu
potential antibacterian inalt — marinimicina, precum si compusi noi din clasa napiradiomicinei
[45, 72].

Compusi antibiotici din mixobacterii. Celulele separate ale mixobacteriilor se pot asocia in
conglomerate a peste 10° indivizi, proces pe durata ciruia sunt necesare sisteme de semnalizare
si schimb de informatie. Din acest motiv ele elimina diferite peptide si mediatori care asigura
semnalizarea intercelulara. Metabolitii lor secundari sunt hibrizi neobisnuiti ai polipeptidelor si
polipeptidelor nonribozomale fara a fi glicozidati, de aceea au alte tinte decdt metabolitii
secundari ai actinomicetelor [61, 193, 219]. Printre compusii cu activitate antibiotica ai
mixobacteriilor se numara arcazolidele, hondoclorenul, murenamidele, pedeina, salimabromura
s.a. Producerea maximald a metabolitilor secundari la mixobacterii se inregistreaza pe durata
fazei de crestere exponentiala.

Antibiotice produse de eubacterii. In ultimul deceniu multi reprezentanti ai Eubacteria au
fost identificati in calitate de surse de compusi bioactivi. De exemplu, bacteriile marine produc
substante antibacteriene care urmeaza sa asigure stabilitatea microbiocenozei marine, schimbul
de informatie in ecosistem si inhibarea organismelor rivale si patogene [112]. Chiar daca in
ultimii ani au fost descoperiti si descrisi diferiti compusi activi obtinuti din eubacterii, foarte
putini dintre ei au mers mai departe de etapa studiului preclinic. In ultimul timp se pune mai
mult accent pe modificarea antibioticelor existente produse in mod natural. Aceasta tactica a
deschis calea pentru o noua clasa de antibiotice numite lantibiotice, care reprezinta peptide cu
lantionine si / sau cu reziduuri de metillantionine produse de bacteriile Gram-pozitive. Mai
recent, aceste substante se aflda in centrul atentiei datoritd eficientei lor fatda de bacteriile
multirezistente [172].

Antibiotice produse de fungi. Desi identificarea antibioticelor a pornit odatd cu

descoperirea penicilinei produsd de fungi, acestui grup ii sunt atribuite doar 5% dintre compusii
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microbieni bioactivi cu efect antibiotic [144]. Aceasta situatie s-a creat mai degraba din cauza ca
cercetarile in domeniul dat nu s-au soldat cu implementari practice si nicidecum din cauza ca
fungii nu ar fi surse convenabile de substante antibiotice naturale. Din contra, rezultatele
screeningurilor desfasurate in diferite centre indica asupra unui potential enorm al fungilor
miceliali care pot fi cercetati cu utilizarea tehnicilor moderne de cultivare si identificare [187].
Aplicarea tehnicilor moderne poate asigura, de asemenea, si producerea industriala a produselor
naturale cu efecte antibiotice, atdt cunoscute, cdt si principial noi, in special atunci cand este
vorba despre explorarea habitatelor mai putin studiate ale fungilor, cum ar fi sedimentele marine,
apele geotermale, deserturile reci si regiunile arctice si antarctice. In ultima vreme, fungii
endofiti, asociati cu plantele, sunt priviti drept o noud sursa de antibiotice. Este evident, ca in
unele cazuri acesti fungi sunt asociati cu biosinteza compusilor care au fost izolati anterior din
plante, dar in realitate sunt produsi de microorganismele respective. Exemple de astfel de
compusi sunt taxolul produs de Taxomyces andreanae, podofilumul produs de Phialocephala
fortinii, camptotecina produsd de specia de fungi endofitici Camptotheca acuminata si
hipericina produsa de Chaetomium globosum. Printre compusii bioactivi derivati din fungii
miceliali aflati la diferite etape de dezvoltare n ultimul timp sunt ganodermicina, aspergiolidele,
bioxantracenele, chetominina, comunezina, dolastatina, gliocladinele, spirolaxina s. a. [16, 51,
86, 114, 117, 120, 182, 215].

Antibiotice produse de mixomicete. Pana in prezent sunt descrisi mai putin de 100 de
metaboliti bioactivi produsi de mixomicete [32]. Cei mai multi dintre compusii antimicrobieni
bine studiati sunt produsi de reprezentantii genurilor Physarum si Labyrinthulomycota. Printre ei
se numdrd pigmentii naftochinonici, aldehidele lactonice, cicloantranililprolinaglicozide
dibenzofuranice, steroli s.a. [60, 154].

Antibiotice produse de cianobacterii. Cianobacteriile constituie un grup de procariote
fotosintetice Gram-negative cu morfologie diversa si distributie larga. Dotate cu adaptabilitate
extraordinard la diferite conditii de mediu, cu mecanisme eficiente de protectie impotriva
diverselor tensiuni abiotice si flexibilitate metabolicd, acestea sunt prezente in diferite tipuri de
habitate terestre si acvatice. Afara de utilizarea pe larg in diverse domenii, cum ar fi agricultura,
acvacultura, controlul poluarii, bioenergia si fabricarea de nutraceutice, cianobacteriile mai sunt
surse importante de compusi bioactivi noi cu valoare chimica si farmacologica, inclusiv compusi
antimicrobieni (antibacterieni, antifungici si antivirali) [176]. Printre compusii bioactivi
cianobacterieni se numard cei cu activitate antimicrobiand, anticanceroasd / antineoplazica,

antimicotica, imunomodulatoare si de inhibare a anumitor enzime [29, 183, 209, 216, 227].
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Cianobacteriile de genurile Scytonema si Tolypothrix produc compusi antifungici puternici
si substanse citotoxice, numite scitoficine, care sunt de aceeasi natura chimica ca si macrolidele.
Tolitoxina (6-hidroxi-metil-clorhidratul 7-0-scitoficinei b) a fost initial izolatd din cianobacteria
Tolypothrix conglutinata var.colorata in 1977. Speciile cianobacteriene care sunt cunoscute ca
producatoare de scitoficine si tolitoxine sunt: Scytonema pseudohofmanni, S.mirabile, S.
burmanicum si S. ocellatum. Scitoficinele si tolitoxinele prezinta citotoxicitate puternica fata de
diferite linii celulare canceroase [176].

Din cianobacterii au mai fost obtinute si diverse peptide ciclice si depsipeptide cu
proprietati antimicrobiene. Printre acestea se numadard teneciclamidele (cu proprietati
antibacteriene si citotoxice) din cianobacteria Nostoc spongiaeforme var. tenue, schizotrina A
(cu proprietati antibacteriene si antifungice) din Schizothrix sp., hormofamninele (cu proprietati
antibacteriene si antifungice) din cianobacteria marina Hormothamnion enteromorphoides,
laxaficinele (agenti antifungici) din Anabaena laxa, majusculamida C (agent antifungic) din
cianobacteria marina Lyngbya majuscula, kawaguchipeptina B (agent antibacterian) din
Microcystis aeruginosa, caloficina (fungicid) din Calothrix fusca, tolibissidina (antifungic) din
Tolypothrix byssoidea s.a. Cianobacteria Nostoc commune produce un compus antibacterian nou,
numit noscomin, care este un diterpenoid. De asemenea, din diferite specii de nostoc au fost
obtinute si carbamidociclofanele A si E (paracyclophanes clorurate), care prezintd activitate
antibiotica si citotoxica. Din biomasa cianofitei Hapalosiphon fontinalis au fost izolati alcaloizi
indolici, numiti hapalindoli, care sunt agenti antibacterieni si antifungici. O altd specie de
cianofite — Fischerella muscicola — produce un compus antimicrobian numit fischerindol L, care
este inrudit chimic cu hapalindolii. Plectonema radiosum si Tolypothrix tenuis produc
nucleozidele tubercidina si toiocamicina cu efect antibacterian si citotoxic. Izonitrilul ambiguina
cu activitate antimicrobiana este produs de Fischerella ambigua, Hapalosiphon hibermicus si
Westiellopsis prolific. Fischerella ambigua mai produce si compusi aromatici clorurati cu
activitate antibacteriana si antifungica. Cianobacteria marina Lyngbya majuscule produce amide
ale acizilor grasi care sunt agenti antibacterieni puternici [36, 176].

Proprietati antimicrobiene manifestd nu numai substantele pure izolate din biomasa de
cianobacterii, ci si extractele de diferite tipuri. Astfel, extractele etanolice, metanolice, acetonice
din biomasa de Oscillatoria latevirns, Phormidium corium, Lyngbya martensiana, Chrooccocus
minor si Microcystis aeroginosa poseda activitate antimicrobiana fatd de reprezentantii speciilor
Staphylococcus aureus, Streptococcus mutants, Escherichia coli, Micrococcus mutans,
Klebsiella pneumoniae si Candida albicans [143]. Extractele cloroformice din Oscillatoria sp.,

Nostoc sp., Nostoc muscorum, Nostoc piscinale, Phormidium sp., Anabaena flosaquae si
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Spirulina platensis au demonstrat activitate antimicrobiana fata de bacteriile Gram-negative
(Escherichia coli, Aeromonas hydrophila, Salmonella enterica S 1180, Klebsiella pneumoniae K
51, Vibrio cholera V116 si Salmonella paratyphi) si bacteriile Gram-pozitive (Staphylococcus
aureus S 1426, Listeria monocytogenes L 49 ) [153].

Extractele metanolice din biomasa cianobacteriilor Spirulina major, Oscillatoria salina si
Plectonema terebrams au demonstrat activitate antibacteriana performanta contra Escherichia
coli, Streptococcus aureus, Salmonella typhi, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus faecalis
[100]. Recent a fost demonstrata activitatea antibacteriana a extractelor lipidice din unele specii
de cianobacterii izolate din pesterile din Grecia. Lipidele obtinute din Toxopsis calypsus si
Phormidium melanochroun au fost testate contra izolatelor microbiene contagioase obtinute din
infectiile intraspitalicesti si s-au dovedit a fi active contra enterococilor. Efectul a fost confirmat
si pe culturile respective de referinta [132].

Extractele hidrice si etanolice din biomasa de Anabaena circinalis poseda activitate
antibacteriand impotriva Serratia marcescens si Escherichia coli, iar extractul etanolic mai are
activitate si impotriva Klebsiella pneumoniae si ciupercii Aspergillus flavus. Extractele din
Nostoc commune prezinta activitate semnificativd impotriva Escherichia coli, Serratia
marcescens, Bacillus cereus, Klebsiella pneumoniae si Micrococcus luteus. O altd specie —
Nostoc muscorum — are activitate antimicrobiana fata de o gama larga de bacterii Gram-pozitive
(Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus si Bacillus cereus) si Gram-negative, bacterii
(Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae si Serratia marcescens), precum si fata de
ciuperca Aspergillus flavus. Extractul apos de Spirulina platensis are o activitate antibacteriana
impotriva Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, Klebsiella pneumoniae si Serratia
marcescens, precum si fata de ciuperca Aspergillus flavus [206].

Extractele cu solventi diferiti (N-hexan, cloroform, acetona, metanol) din biomasa diferitor
tulpini de Spirulina platensis colectate din diferite habitate au fost testate in calitate de preparate
antimicrobiene contra Microsporum canis MTCC-3270, M. fulvum MTCC-7675, Candida
albicans MTCC-227, Salmonella typhimurium MTCC-TA 98, Staphylococcus aureus MTCC-96.
Cele mai active s-au dovedit a fi extractele n acetona si metanol, iar celelalte tipuri de extracte
au manifestat diferit grad de inhibite fata de microorganismele patogene testate[130].

Spirulina este una dintre cianobacteriile cele mai cunoscute si mai intens produse in
proportii industriale. Initial interesul fata de spirulind a fost axat in principal pe potentialul ei in
calitate de sursa de proteine, vitamine (in special vitamina B, si provitamina A) si acizi grasi
esentiali, cum ar fi acidul y - linolenic (GLA). Recent, o atentie deosebita se acordd efectelor

sale terapeutice, care includ reducerea colesterolului, reducerea nefrotoxicitatii induse prin

29



actiunea metalelor grele, activitatea anticancer, proprietitile radioprotectoare, efectele
imunomodulatoare. Spirulina, de asemenea, este caracterizata si prin alte functii biologice, cum
ar fi activitatea antivirala, antibacteriana, antifungica si antiparazitara. Extractele etanolice din
biomasa de Spirulina platensis s-au manifestat prin actiunea fatd de mai multe virusuri, asa ca
adenovirusul tipurile 7 si 40, virusul Coxsackie B4, astrovirusul tip 1, rotavirusul tulpina Wa, s.a,
precum si unele tulpini bacteriene si fungice, asa ca Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Salmonella typhi, Enterococcus faecalis, Candida albicans s.a. [65]. Extractele organice
purificate din S. platensis au manifestat activitate contra bacteriilor Gram-pozitive si Gram-
negative, precum si contra fungilor unicelulari Candida albicans. Cea mai mare activitate
biologica a fost inregistrata fata de Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis
si Aspergillus niger [68]. Recent extractele din spirulina au fost testate si pe tulpini patogene cu
rezistentd multipla la antibiotice si s-au dovedit a fi foarte eficiente in cazul tulpinilor de
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella sp., Proteus sp. si
Embedobacter sp. izolate din probele clinice [214]. Extractele hexanice din biomasa de Spirulina
platensis poseda o activitate antibacteriand puternica impotriva Salmonella senftenberg.
Cercetdrile biochimice ale extractelor metanolice si hexanice indicd asupra prezentei in ele a
carbohidratilor, compusilor fenolici, flavonoizilor si taninelor, fiecare dintre acestea In anumita
masurd determinand activitatea antimicrobiana [101].

Cultura de Arthrospira (Spirulina) platensis a demonstrat activitate antibacteriana
semnificativd impotriva a 6 tulpini de Vibrio parahaemolyticus: Vibrio, Vibrio anguillarum,
Vibrio splendidus, Vibrio scophthalmi, Vibrio alginolyticus si Vibrio lentus [125]. Activitatea
antibacteriand a spirulinei impotriva Streptococcus pyogenes si / sau Staphylococcus aureus s-a
dovedit a fi determinatd de prezenta in componenta biomasei a ficobiliproteinelor. Astfel,
ficobilinele izolate din biomasa de Arthrospira fusiformis au demostrat capacitate inhibitoare
puternica fata de tulpinile enumerate mai sus [163]. C-ficocianina izolata din S. platensis si
purificatd a inhibat semnificativ cresterea unor bacterii rezistente la medicamente: E. coli,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa si S. aureus [203].

Aceste experiente demonstreaza atat potentialul extractelor integrale, cat si al compusilor
izolati din speciile de spirulind in lupta impotriva rezistentei microorganismelor patogene la
medicamente. Tinand cont si de faptul cd spirulina este lipsita de toxicitate, ea este recunoscuta
si aprobatd spre consumul uman si animal in multe téri, iar producerea ei industriald este pusa la
punct si destul de simplu de controlat, devine evidentad perspectiva utilizarii acestei specii
cianobacteriene in calitate de sursd de materie primd farmaceutica pentru producerea noilor

preparate antimicrobiene cu efecte adverse minime ori lipsite totalmente de acestea.
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Numeroase centre stiintifice si companii farmaceutice din intreaga lume sunt implicate in
cautarea si implementarea noilor medicamente cu efect antibiotic. Ultimul deceniu este
remarcabil in primul rand prin studiul aprofundat al unor specii de microorganisme, care au fost
anterior mai putin accesibile. Este vorba in primul rand despre microorganismele acvatice, care
sunt surse de compusi unici, ceea ce duce la o crestere a numarului de preparate medicinale
[229]. Desi in ultimul timp companiile farmaceutice au redus esential programele destinate
descoperirii noilor compusi, In prezent existd numerosi candidati promitatori la rolul de
medicamente cu efect antibiotic, dintre care un numar impunator sunt de origine microbiana.
Acest lucru este determinat in primul rand de faptul ca deficientele privind cercetarile
fundamentale si aplicatiile practice in acest domeniu sunt minime, iar faptul ca aceste substante
sunt tipice unor microbiocenoze naturale si nu au fost utilizate in terapie anterior poate prezenta
o solutie pentru problema antibiorezistentei. In opinia specialistilor in domeniul biotehnologiilor
microbiene, in cel mai apropiat timp vom fi martorii unei noi epoci de aur a compusilor activi

microbieni [144].

1.2.2. Antibiotice de origine vegetala

Plantele produc o mare diversitate de compusi chimici cu structura si proprietati
determinate. In prezent sunt descrise structurile a peste 50.000 de compusi si in fiecare an acest
numar creste cu cateva mii [180, 181]. Un numar mic dintre aceste substante sunt tipice tuturor
organismelor, fiind parti componente ale cailor metabolice primare. Majoritatea Tnsd sunt
metaboliti secundari sau fitochimicale, biosinteza carora este limitatd la anumite grupuri de
plante. Produsele bioactive din plante pot fi impartite Tn mai multe clase majore in functie de
structura chimicd, pozitia sistematicd a organismelor din care provin, cdile de biosinteza sau
proprietatile biologice. Cea mai cunoscuta si utilizata schema de clasificare este bazata anume
pe structura chimica, iar principalele grupuri sunt compuse din fenoli, alcaloizi, saponine,
terpenoide, limonoide, poliacetilene si secoiridoide, etc. In ultimii ani fitochimicalele au trecut
numeroase teste in vitro si in vivo pentru a fi stabilita eficacitatea lor in calitate de agenti
antimicrobieni contra bacteriilor patogene, fungilor si virusurilor, dar si actiunea lor asupra
microflorei benefice, in special a celei intestinale. De asemenea, multiple studii sunt orientate
spre stabilirea mecanismelor de actiune a substantelor bioactive provenite din surse vegetale.
Cercetarile intense in acest domeniu sunt o garantie a elaborarii de noi preparate cu efect
antimicrobian extrase din biomasa vegetala, caracterizate prin nivelul inalt al eficientei

terapeutice si prin efecte adverse minime asupra organismului.
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Compusii fenolici obtinuti din plante se caracterizeaza prin prezenta in structura lor a unui
inel benzenic aromatic cu cel putin un substituent hidroxil [197, 225]. Compusii fenolici sunt
tipici pentru intreg regnul vegetal, functia lor biologicd constand in protejarea plantelor de
infectiile microbiene, de radiatii ultraviolete si de actiunea factorilor chimici. Pe langa faptul ca
toti fenolii sunt antioxidanti recunoscuti, multi dintre acestia manifesta si efect antimicrobian
pronuntat.

A fost demonstrat, cd un numar mare de acizi fenolici poseda activitate antibiotica contra
unui numar mare de microorganisme, iar efectul este determinat, In primul rand, de concentratia
aplicata. Acidul galic si p-hidroxibenzoic reduc viabilitatea Campylobacter jejuni la concentratii
mici de 1 mg/l. Acizii sinaptic, vanilic si cafeic manifesta efect antimicrobian la concentratii
incepand de la 10 mg/1. Acidul ferulic si acidul cumaric sunt activi la o concentratie de 100 mg/I
[80]. Recent a fost stabilit, ca unii acizi fenolici, cum ar fi acizii galic, cafeic, clorogenic, chinic
poseda actiune antivirald, antibacteriana, precum si antifungica. Toti acizii fenolici mentionati au
demonstrat in vitro o actiune inhibitoare asupra virusului Herpes simplex 1 (HSV-1), iar acidul
galic, acidul clorogenic si acidul chinic demonstreazd un efect puternic antiviral Tmpotriva
virusului Parainfluenza tip 3 la intervalul terapeutic de 0,8-0,05 mg/l [173]. In linii generale,
activitatea antibacteriana a acizilor fenolici este mai pronuntata contra bacteriilor Gram-pozitive,
dar unele specii de bacterii Gram-negative, de exemplu diferite tulpini de Escherichia coli, sunt
si ele sensibile la actiunea acizilor fenolici [53, 152]. Efectul antimicrobian al derivatilor acizilor
fenolici creste odata cu lungimea lantului alchil [152].

Cumarinele, un alt grup de fenoli, se gasesc in multe familii de plante (Apiaceae,
Asteraceae, Fabiaceae, Rosaceae, Rubiaceae, Rutaceae si Solanaceae) si poseda un spectru larg
de activitate antimicrobiana, care este determinat de structura lor chimica. A fost stabilit, ca
prezenta substituentilor oxigenati in formele eterice sau esterice ale cumarinelor amplifica
activitatea antibacteriand datoritd capacitdtii sporite de penetrare prin peretele celular, in timp ce
prezenta gruparii hidroxil libere — o reduc, datoritd reducerii capacitdtii de traversare a
invelisurilor celulare [149, 210].

Flavonoidele formeaza unul dintre cele mai mari grupuri de metaboliti secundari fenolici,
prezente in diverse specii de plante. Ele poseda proprietati antioxidante semnificative si sunt
benefice pentru sanatate. Numerosi derivati flavonoidici prezintd activitate antivirala Tmpotriva
unei game largi de virusuri precum HSV, virusul Coxsackie B, coronavirusul, citomegalovirusul,
virusul poliomielitei, rinovirusul, rotavirusul, virusul polio si virusul rabiei [58, 73, 168, 173].
De asemenea, diferite flavonoide au demonstrat actiune antimicrobiana contra diferitor tulpini de

S. aureus, P. aeruginosa, E. coli, dar si diferite specii folositoare de lactobacili [180].
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Cercetarile demonstreaza, ca acizii fenolici au o activitate antimicrobiana pronuntata [53,
80]. Unii acizi fenolici (de ex.acizii elagic si galic) sau flavonoizi (de ex. flavan-3-ol, flavan-3-4
diol sau flavan-4-ol) se gasesc in plante in stare esterificata sau polimerizata in dimeri, oligomeri
sau compusi polimerici — costituind polifenolii. Acesti compusi sunt caracterizati prin activitate
antibacteriand si antifungica extinsa asupra unui mare numar de specii patogene. Elagitanina
inhibd activitatea unei serii de microorganisme patogene, inclusiv Vibrio cholerae, Shigella
dysenteriae si Campylobacter spp. [186]. Extractele din fructe de padure, ce contin polifenoli,
prezinta proprietati inhibitoare selective asupra bacteriilor intestinale, cum ar fi Staphylococcus,
Salmonella, Listeria si tulpini de Lactobacillus. Astfel, speciile patogene de Staphylococcus si
Salmonella sunt sensibile la actiunea diferitor extracte din fructe de padure cu continut de
polifenoli si la actiunea elagitaninei, in timp ce microorganisme patogene din genul Listeria si
speciile benefice de Lactobacillus nu sunt afectate [185]. Extractele polifenolice din fructele de
zmeur si mur pitic manifestd activitate antimicrobiana fata de Helicobacter pylori,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Shigella spp., Pseudomonas aeruginosa [27]. Printre
mecanismele de actiune a polifenolilor se numard afinitatea lor fatd de fier si inactivarea
proteinelor membranare, inhibarea enzimelor implicate in separarea celulelor dupa diviziune
[69]. In linii generale compusii fenolici cu masa moleculard mici au o activitate antibacteriana
mai mare fatd de compusii polifenolici, dar acestia din urmd sunt scindati de enzimele
bacteriene, formand acizii fenolici, care influenteaza populatiile microbiene [33, 164].

Naftochinonele — un alt grup de fenoli — sunt larg distribuite in biomasa plantelor, fungilor
si unor animale. Lapacolul, plumbagona, juglona si lavsona sunt cele mai cunoscute
naftochinone de origine vegetald, care au efecte antimicrobiene fata de diverse bacterii patogene
si fungi. Diospirina si isodiospirina (doua naftochinone dimerice), izolate din rddacini de
Diospyros piscatoria, prezinta un spectru larg de activitate antibacteriand impotriva
Streptococcus pyogenes si Streptococcus pneumoniae, Salmonella choleraesius serotipul typhi
(S. typhi) si Mycobacterium chelonae. Alte doua naftochinone — lapacolul si b-lapacona, obtinute
din biomasa speciilor de Tabebuia, manifesta efecte relevante impotriva Candida tropicalis,
Candida albicans si Cryptococcus neoformans, fiind mai active decat standardul de referinta —
ketoconazolul. Extractul metanolic din scoarta de Tabebuia impetiginosa cu continut de lapacol
si antrachinond prezinta activitate antibacteriand puternica impotriva Helicobacter pylori [178,
180].

Alcaloizii au fost definiti ca substante organice heterociclice cu continut de azot, de
origine vegetald, cu activitate biologica, in special, toxicd asupra altor organisme. Aceste

substante manifesta activitate antimicrobiana semnificativa atdt impotriva fungilor, céat si a
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bacteriilor. In lista microorganismelor patogene, cresterea cirora este puternic inhibati de
alcaloizi, sunt Proteus vulgaris, Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium, Vibrio
cholerae, Mycobacterium tuberculosis, Aspergillus niger, Candida albicans s.a. Alcaloizii sunt
activi, de asemenea, si contra virusurilor. Astfel, yohimbina, vincamina, scopolamina, atropina,
colchicina, alantoina, trigonelina, octopamina, sinefrina, si capsaicina manifesta proprietati
antivirale impotriva ADN-ului virusului Herpes simplex tip 1 (HSV 1) si ARN-ului virusului
Parainfluenza tip 3 (PI-3).[173].

Compusii organici sulfurati prezenti in special in Alliaceae si Brassicaceae sunt cunoscuti
ca produsi antimicrobieni de performanta contra bacteriilor Gram-pozitive, Gram-negative si
contra fungilor. Principalii compusi antimicrobieni in Allium si Brassica sunt, respectiv, alicina
(S -alil-L-propen-tiosulfinatul) si metilmetanetiosulfinatul. Exista numeroase rapoarte care arata
eficienta mai Tnaltd a acestor substante ca agenti antimicrobieni, In comparatie cu antibioticele
tipice, dar si capacitatea lor de a manifesta sinergism cand sunt aplicate impreuna cu acestea din
urma. Plus la cele mentionate mai sus, tiosulfinatii si derivatii acestora prezinta activitate
promitatoare impotriva bacteriilor rezistente la antibiotice. Principalul mecanism de actiune a
derivatilor tiosulfinati consta in reactia acestora cu grupurile tiol ale diferitor enzime si, deci,
proprietdtile antimicrobiene ale lor pot fi anihilate prin actiunea cisteinei, coenzimei A si a
glutationului [22, 38, 78].

Glucozinolatii — un alt grup de metaboliti care contin sulf — au fost depistati in 16 familii
de angiosperme dicotiledonate, dintre care majoritatea sunt grupate in familiile Brassicaceae si
Capparaceae. A fost demonstrat, cad nu atat glucozinolatii intacti, cat produsele hidrolizei lor
prezintd actiune antimicrobiand. Printre cei mai activi hidrolizati, capabili sd inhibe eficient
bacteriile patogene, se numara izotiocianatele; sulforafanul si benzil izotiocianatul [19]. Asupra
unor anumite grupuri de microorganisme patogene (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Listeria monocytogenes si Staphylococcus aureus) izotiocianatele au o actiune antimicrobiana
mult mai pronuntatd comparativ cu compusii fenolici [202].

Un alt grup de compusi chimici de origine vegetald cu activitate antimicrobiana
remarcabila sunt saponinele. Diferiti compusi din acest grup, ca de exemplu acidul oleanolic, b-
sitosterol 3-O-b-d-glucopiranozida, tigogenina poseda activitate antibacteriana atat asupra
bacteriilor Gram-pozitive, cat si asupra celor Gram-negative. Este remarcabild si activitatea lor
antifungica contra candidelor, drojdiilor ce formeaza pelicule (Debaryomyces hansenii, Pichia
nakazawae, Zygosaccharomyces rouxii), drojdiilor dermatofite (Candida famata, Hansenula
anomala, Pichia carsonii ) [180].
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Terpenoidele / uleiuri esentiale din diferite surse vegetale, de asemenea, poseda activitate
antimicrobiand inaltd impotriva multor bacterii si ciuperci patogene si nepatogene. De exemplu,
curcumina si derivatii sai, precum si fenilpropanoizii (din Curcuma longa), prezinta proprietati
antibacteriene impotriva Helicobacter pylori, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa si Salmonella. Typhimurium [155,
180]. Cineolul, citralul, geraniolul si mentolul poseda activitate antimicrobiana atat contra
bacteriilor, cat si a fungilor microorganisme patogene [238].

Din analiza expusa mai sus putem concluziona, ca substantele chimice de origine vegetala
au un mare potential in calitate de agenti antimicrobieni utili, care ar putea fi utilizati atat in
scopuri profilactice, cat si in scopuri terapeutice in tratamentul maladiilor fungice, bacteriene si
virale. Totodata, trebuie de mentionat, ca pana in prezent au fost efectuate numeroase studii in
vitro si in vivo, care confirma efectele antimicrobiene asupra microflorei patogene si efectul
neutru asupra microflorei benefice, indeosebi asupra celei intestinale, dar sunt necesare cercetari
suplimentare, care sd confirme siguranta si eficacitatea fitochimicalelor in calitate de remedii
terapeutice in terapiile conventionale. Un alt domeniu de interes major este cel al aplicarii
concomitente a preparatelor antimicrobiene uzuale si a compusilor cu efect antimicrobian de
origine vegetald. In ultimii ani a fost demonstrata posibilitatea obtinerii efectelor sinergice ale
acestor doua tipuri de preparate, care asigura succesul tratamentului maladiilor provocate de
agenti microorganisme patogene. De exemplu, acidul 3,4-dihidroxifenilacetic si acidul 3-
hidroxifenilacetic sporeste susceptibilitatea Salmonella enterica fatd de novobiocina. Acidul
malic, acidul sorbic si acidul benzoic maresc esential permeabilitatea peretelui celular la speciile
de salmonela prin deteriorarea lipopolizaharidelor. Activitatea antibacteriand a cefiximei,
cefotaximei, vancomicinei si tetraciclinei creste simtitor in prezenta curcuminei [131, 202, 204].
Datorita faptului ca in ultimul timp preparatele fitoterapeutice cu diferite efecte, inclusiv
antibacteriene, sunt utilizate tot mai intens, necesitaind cercetari orientate spre elucidarea
mecanismelor de interactiune intre acestea si medicamentele traditionale. Astfel, cercetdrile
orientate spre elaborarea noilor preparate de origine vegetala cu efecte antibacteriene trebuie sa
fie axate pe doud directii: depistarea substantelor noi si studiul mecanismelor de actiune si de

interactiune cu alte componente celulare si medicamente.

1.2.3. Compusi antimicrobieni de origine animala
Desi organismele pluricelulare au structuri si functii diverse, ele se caracterizeaza prin
trasaturi comune in sistemele lor de aparare si de supraveghere impotriva microorganismelor

patogene. Anterior se considera, ca plantele poseda sisteme nonspecifice, iar animalele — sisteme
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specifice de protectie contra microorganismelor patogene. Odata cu acumularea masiva de date
noi, aceasta conceptie a fost revizuita, deoarece la plante au fost descoperite sisteme specifice de
protectie, iar la animale imunitatea nonadaptiva (inndscutd) este dependentd de inductori
nespecifici. Genele care codifica peptidele antimicrobiene (PAM) au fost stabilite n calitate de
factori-cheie in sistemele de protectie atat la plante, cat si la animale. In ultimele decenii a fost
descoperit un numar considerabil de peptide, fie inductibile, fie constitutive cu activitate
impotriva diferitor tipuri de microorganisme, caracteristice practic pentru toate grupurile
sistematice de animale. Aceste descoperiri au fost precedate de stabilirea rolului tioninelor la
plante in calitate de exemplu de peptide antimicrobiene care asigurd protectia gazdei de agentii
microorganisme patogene [23, 239].

In prezent sunt cunoscute mii de structuri peptidice, care poseda un anumit tip de activitate
antimicrobiana. In functie de structura chimici peptidele antimicrobiene de origine animald sunt
catalogate in doud grupuri mari: peptide cu structura liniara si peptide cu structura ciclica.
Peptidele liniare formeaza la randul lor doud subgrupuri distincte: (a) peptide liniare cu tendinta
de a adopta o conformatie amfipaticad a-elicoidala; (b) peptide liniare cu compozitie neobignuita,
bogate in aminoacizi precum Pro, Arg sau (ocazional) Trp. Al doilea grup, care cuprinde
peptidele ce contin cisteina, poate fi, de asemenea, impartit in doua subgrupuri: (a) cu o singura
structura disulfidica si (b) cu multiple structuri disulfidice [23].

In prezent existd o varietate de abordari de clasificare a peptidelor antimicrobiene. Sunt 7
criterii principale in baza cdrora se realizeaza clasificarea acestor compusi valorosi:
echipamentul biosintetic utilizat la sinteza lor, sursa biologica, functiile biologice, proprietatile
fizico-chimice, paternul de legatura covalenta, structura 3D, tintele moleculare [134, 230, 231].
Sistemele de clasificare In baza acestor criterii sunt expuse pe o pagina speciala a bazei de date a
peptidelor antimicrobiene (aps.unmc.edu/AP/class.php). Aceastd baza de date include 2610
peptide antimicrobiene (la data de 10.11.2015), dintre care cea mai mare parte — 1972 — sunt de
origine animala [103-108].

Mecanismul clasic de actiune al PAM implicd capacitatea lor de a provoca deteriorarea
membranei citoplasmatice, interactiondnd cu microorganismele prin intermediul fortelor
electrostatice dintre reziduurile lor pozitive de aminoacizi si sarcinile negative expuse pe
suprafetele celulelor bacteriene. A fost demonstrat, ca compozitia suprafetei celulare genereaza
specificitatea PAM [44, 88, 89].

Interactiunea PAM cu celulele-tinta ale acestora depinde in mare masura de componenta
aminoacidica, cel mai des fiind intalnita conservarea continutului sporit de aminoacizi cu sarcina

pozitiva. In plus, structura secundari a PAM este esentiald, deoarece in functie de aceasta ele se
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pot orienta perpendicular, permitdnd introducerea lor in bistratul lipidic si formarea de pori
transmembranari ori inserarea in membrana formand un pachet din straturi, inducand plierea
multiplad a bistratului lipidic al membranei microbiene [88, 151]. Conform altor cercetari, PAM
pot forma legaturi multiple cu componentele membranei celulare, acoperind-0 asemenea unui
covor. Atunci cand masa PAM conectate la membrana atinge un prag critic are loc liza
membranei si moartea celulei bacteriene [140, 201].

In acelasi timp, interactiunea PAM cu membrana celulard ori cu peretele celular nu este
unicul mecanism de actiune antimicrobiana a lor. Printre principalele obiective intracelulare de
actiune ale PAM sunt sistemele biosintetice. Pornind de la faptul ca peretele celular bacterian
contine elemente structurale netipice pentru celulele eucariote, procesul de inhibare a sintezei
acestora devine un scop al designului PAM la etapa contemporana. Inhibarea procesului de
biosintezd a peretelui celular bacterian poate fi obtinut prin interactiunea PAM cu precursorii
sintezei peptidoglicanului (lipidul II, de exemplu). In baza acestui principiu actioneazi mai multe
lantibiotice [237]. In paralel cu reorientarea precursorilor peptidoglicanului, lantibioticele pot
forma pori transmembranari prin care are loc efluxul moleculelor si / sau ionilor - ATP, K*, si
PO,* [113]. Nisina, o peptida antimicrobiana utilizatd pe scara larga, formeaza legaturi cu lipidul
Il si apoi actioneazd prin formarea porilor prin care are loc pierderea consecutivd a
aminoacizilor, K* si ATP de citre celuld [160, 237]. Un mecanism aseminitor de actiune are si o
alta PAM bine studiatd — mercacidina, care manifestd activitate antimicrobiana pronuntatd contra
Staphylococcus aureus rezistent la meticilina (MRSA) [113].

Un alt grup de lantibiotice este format din familii a cate doua peptide transcrise in mod
independent, care actioneaza sinergic pentru a avea o activitate antimicrobiand optimd. Una
dintre peptide se leaga cu lipidul II, iar alta formeaza porii transmembranari. Dintre acestea fac
parte lacticina 3147, plantaricina W [88].

Unele PAM pot traversa membrana externd si cea citoplasmaticd a bacteriilor si ataca
acizii nucleici si proteinele. Buforina II, o peptida cationicd liniara compusa din 21 de
aminoacizi, este un exemplu de PAM capabild sia traverseze membrana celulelor fara
permeabilizarea acesteia, care se acumuleazi ulterior in citoplasma. In procesul de patrundere a
PAM in citoplasma este implicat in primul rand reziduul prolinic, iar odata patrunsd in celula,
buforina se cupleaza cu ADN si ARN [46, 233]. Buforina II mai are si o activitate
antiendotoxinica, ceea ce asigura succesul in aplicarea acesteia. Capacitatea de a neutraliza
efectele toxice ale endotoxinelor, prevenind socul septic, a fost descrisd nu numai pentru
buforina, ci si pentru astfel de PAM ca temporinele si catelicidinele [146, 158]. Capacitate de a

inhiba sinteza ADN-ului poseda astfel de PAM ca indolicidina, care provoaca depolarizarca
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membranei si blocarea sintezei acizilor nucleici, puroindolina interactioneazad cu acizii nucleici
prin legarea grupdrilor fosfatice ale lor, conducand la perturbarea proceselor de transcriptie si
translare [98, 222].

Un alt mecanism al actiunii antimicrobiene a PAM este cel de inducere a apoptozei. Atunci
cand concentratia intracelulard de potasiu (K*) este normald, are loc suprimarea cascadei
caspazelor si inhibarea activititii nucleazelor apoptotice. Efluxul de K*, cresterea concentratiei
de Ca* si acumularea de specii reactive de oxigen (ROS) activeaza cascada caspazelor. PAM ca
magainina, tachiplesina, gomesina, protegrina si polifemusina II induc apoptoza celulelor
canceroase [177, 211]. Acest efect este observat la concentratii scazute ale peptidelor
mentionate. La concentratii ridicate, aceste peptide interactioneazd cu membrana si formeaza
pori, conducand la moartea neprogramata a celulelor canceroase si bacteriene.

Defensinele sunt active fata de Candida albicans. Acestea provoacd moartea celulelor
fungice prin permeabilizarea membranei si inducerea de leziuni oxidative, cu producerea de
specii reactive ale oxigenului si azotului. De asemenea, defensinele induc mai multe semnale
pro-apoptotice, cum ar fi acumularea de SRO, externalizarea fosfatidilserinei si fragmentarea
ADN-ului, care, in final, provoacd moartea celulelor [18, 150, 224].

Anumite PAM de origine animala prezintd activitate antimicrobiand considerabil mai mica
si spectru antimicrobian incomplet, comparativ cu antibioticele, dar sunt tolerate mult mai bine
decat acestea. Cercetdrile anterioare au aratat cd, chiar daca PAM nu pot fi utilizate independent,
din cauza activititii antimicrobiene scdzute, acestea pot fi administrate In sinergie cu
antibioticele uzuale, ameliorind efectele tratamentului. In acelasi timp, experientele
demonstreaza natura extrem de activa a multor PAM in vitro, ceea ce sugereaza ca acestea ar
putea fi eficace in tratarea infectiilor bacteriene in vivo, dar multe dintre ele urmeaza a fi tratate

cu atentie, in special din cauza efectelor toxice pe care le prezinta [97].

1.3. Compusi antimicrobieni sintetici

Compusii sintetici cu efect antimicrobian sunt foarte des preferati de catre cercetatori
datoritd comoditdtii in lucru cu acestia. Printre principalele avantaje se numara omogenitatea si
stabilitatea compusilor utilizati, posibilitatea dozarii exacte, facilitatea In aprecierea proceselor
de metabolizare, posibilitatea de obtinere a cantitatilor necesare prin respectarea strictd a unor
operatiuni tehnologice stabilite. O prioritate a compusilor sintetici mai consta si in posibilitatea
dirjjarii structurii acestora, deci a proprietatilor pe care aceste substante le manifestd si a
efectelor biologice scontate. Cele mentionate asigurd un interes permanent fatd de acest

domeniu, care exista in paralel cu interesul fata de produsii antimicrobieni naturali.
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1.3.1. Polimeri sintetici cu actiune antimicrobiana

Incepand cu anii 80 ai secolului trecut, dezvoltarea chimiei compusilor macromoleculari
a creat o baza pentru sinteza diferitor structuri polimerice si a identificat o diferentd fundamen-
tald intre proprietatile lor si cele ale compusilor cu greutate moleculara mica, care sa permita
utilizarea eficientd a polimerilor in diverse domenii, inclusiv in crearea unor produsi macro-
moleculari cu activitate antimicrobiand. Aplicarea metodelor contemporane de investigare a
macromoleculelor, cum ar fi difuzia dinamicd a luminii, microscopia atomica de forta,
microscopia electronica de transmisie, microscopia de fluorescenta etc., a contribuit la elucidarea
mecanismelor de actiune a polimerilor antimicrobieni si de interactiune a lor cu celulele
bacteriene si membranele fosfolipidice-model [221].

Principala strategie in proiectarea polimerilor sintetici antimicrobieni este determinatd de
caracteristicile structurale ale invelisurilor externe ale diferitor celule bacteriene. Caracteristica
principald a suprafetei exterioare a invelisurilor bacteriene este sarcina negativa netd (adesea
stabilizata prin prezenta cationilor bivalenti, cum ar fi Mg®" si Ca®"). La baza designului
majoritatii polimerilor antimicrobieni std raportul caracteristicilor peretelui celular, membranei
externe si membranei citoplasmatice, iar polimerii sunt conceputi ca sisteme cationice
macromoleculare hidrofil-hidrofobe. Printre structurile polimerice elaborate se numara polimeri
care contin un bloc functional polar hidrofil avand sarcina pozitiva si un bloc hidrofob nepolar,
precum copolimeri aleatorii formati dintr-un monomer hidrofob si un comonomer hidrofil cu o
grupare functionala. O astfel de structura polimer / copolimerica asigura proprietdti tensioactive
si capacitate de adsorbtie / absorbtie si afinitate mare fata de celulele bacteriene, amplificate de
gradul inalt de lipofilie, ceea ce asigura activitatea antimicrobiand ce se manifesta prin
perturbarea integritatii invelisurilor celulare [79, 221].

Sarea polielectroliticd cationica clorura de polihexametilen biguanidd (CPHB) a fost
primul polimer antimicrobian pentru care a fost stabilit mecanismul de interactiune cu
Escherichia coli si membranele fosfolipidice (experiente de modelare a membranelor
bistratificate). A fost demonstrat ca acest polimer provoaca formarea domeniilor din fosfolipide
acide ale MC in vecinatatea sitului de adsorbtie a polimerului, ceea ce afecteazd integritatea
membranei citoplasmatice si a membranei externe la bacteriile Gram-negative. Gradul de
dezintegrare a membranei creste proportional cu cresterea lungimii polimerului. Interactiunea
polimerului cu membranele bacteriene decurge in mai multe etape: (1) atractia rapida a CPHB
spre suprafata celulei bacteriene incarcatd negativ, cu adsorbtia puternica si specifica a
compusilor fosfatici; (2) integritatea membranei exterioare este afectatd, iar CPHB este atrasa de

membrana interna; (3) formarea legaturii dintre CHPB si fosfolipide, urmata de o crestere a
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permeabilititii membranei interioare, in special pentru ionii K*, care trec in exterior, si instalarea
fenomenului de bacteriostazie; (4) pierderea completa a functiei membranei urmata de
precipitarea constituentilor intracelulari, ceea ce se manifestd ca un efect bactericid [84].

In anii ‘80 au fost sintetizati polielectroliti noi cationici, polimetacrilati, contindnd grupuri
biguanidice si clorura de amoniu polivinilbenzil, care poseda activitate antimicrobiana impotriva
Staphylococcus aureus si Escherichia coli. Experientele care au implicat atit cercetari pe
culturile bacteriene, cat si pe sisteme de liposomi au aratat, ca polimerii antimicrobieni care
poartd sarcind pozitivd pe grupurile cuaternare de amoniu / fosfoniu deterioreazd membrana
externa / peretele celular si membrana citoplasmatica [119, 191, 232].

Existd o clasa mare de polimeri si copolimeri cu proprietati biocide — compusii ciclici-N-
halaminici, in care unul sau mai multi atomi de halogen sunt legati covalent cu atomii de azot ai
compusilor care furnizeaza stabilitate si elibereaza lent specii active de halogen in mediu.
Principalul impact biocid al N-halaminelor se refera la o actiune specifica a halogenilor oxidati
(CI" sau Br") asupra unor receptori biologici (grupirile tiol sau amino in proteine) [119, 121,
126].

Una dintre cdile de sporire a eficientei sistemelor polimerice antimicrobiene si de reducere
a toxicitdtii lor este atasarea substraturilor bioactive la molecula biopolimerului. De exemplu,
poliacrilamida modificatd prin introducerea unei grupari amino in catena laterala a polimerului
este functionalizatd cu aldehide aromatice continand grupe active, sau derivati ai esterilor
fenolici [119]. Numeroase studii asupra mecanismelor de interactiune intre polielectrolitii
cationici liniari 1 membrane aratd ca are loc formarea complecsilor de interfatd intre membrana
si policationi, care sunt stabilizati prin contacte ionice multiple ale grupurilor de amoniu cu
grupari ce posedd sarcina negativd de pe moleculele de lipide si proteine membranare,
translocarea moleculelor lipidice cu sarcind negativa din interior spre exteriorul membranei
(efectul ,,flip-flop™) si segregarea laterala a lipidelor cu sarcina [221].

In ultimul timp creste tot mai mult interesul fati de imitatiile sintetice ale peptidelor
antimicrobiene [218]. O strategie in dezvoltarea imitatiilor sintetice PAM cu proprietati selective
este de a proiecta polimeri si oligomeri care au conformatie amfifilica, in care catenele cationice
hidrofile si hidrofobe segregad in regiuni distincte opuse sau pe suprafete diferite, ceea ce este
important pentru patrunderea compusilor sintetizati in  membrana citoplasmatica st
dezorganizarea ei [79]. Activitatea antimicrobiana si selectivitatea PAM sintetice este influentata
de densitatea sarcinilor in molecule si poate fi modificatd prin addugarea mai multor grupari

cationice la molecula monomerului [137].
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Polimerii sintetici cu actiune antimicrobiana au gasit o larga utilizare in diferite domenii.
Unul dintre cele mai importante domenii este controlul infectiei in clinici, spitale, industria
alimentara s.a. Polimerii hidrosolubili cationici cu amoniu, guanidinele polimerice si biguanidele
se utilizeaza ca dezinfectanti. In comparatie cu dezinfectantii cu greutate moleculara mica,
formele sintetice ale PAM sunt caracterizate de o eficacitate mai mare si toxicitate redusa. Multe
dintre ele nu produc iritari cutanate, nu au potential mutagen si cancerigen [84]. Totodata,
acestea se caracterizeaza si prin anumite dezavantaje, cum sunt eficacitatea limitatd impotriva
bacteriilor Gram-negative si drojdiilor, si absenta activitatii fatd de spori, precum si scaderea
accentuata a eficacitatii in prezenta materialelor organice, in special, a sdngelui, si incompatibi-
litatea cu sapunul din cauza alcalinitatii, care limiteaza serios utilizarea lor. De aceea, mai
frecvent PAM sintetice sunt folosite pentru dezinfectarea suprafetelor non-critice, cum ar fi
pardoselile, peretii si suprafetele echipamentelor in spitale, locuri publice, de regula, in
combinatie cu detergenti compatibili. Profilul excelent al toxicitétii biguanidelor si guanidinelor
polimerice, lipsa efectului de iritare a pielii si toleranta fatd de ele la administrarea orala permit
utilizarea lor pe scard largd, in special in aplicatii clinice, cum ar fi tratamentul 1n caz de infectii
cu Acanthamoeba keratinitis [221].

Polimerii care contin gruparile functionale N-halaminice, inclusiv derivati N-halaminici
heterociclici ca oxazolidinonele, imidazolidinonele, hidantoina si aminele spirociclice, au
demonstrat pe termen lung stabilitate si spectru larg al activitatii antimicrobiene, inclusiv fata de
cisti si spori [119]. Acesti compusi se aplicd la sterilizarea suprafetelor medicale, dentare si
industriale, precum si a materialelor textile, hartiei, filtrelor de apa, silicagelului s.a. Polimerii
hidrosolubili antimicrobieni cu grupari functionale active sunt de perspectiva pentru tratarea apei
reziduale, astfel fiind posibila excluderea clorului si reducerea esentiala a toxicitatii deversatilor.
Un alt domeniu de utilizare este acoperirea suprafetelor dispozitivelor medicale care elibereaza
agenti antimicrobieni, cum ar fi antibioticele, ionii de argint, anticorpii si oxidul de azot [126]. in
calitate de materiale de acoperire polimerii antibacterieni sunt deosebit de importanti din cauza
riscului ridicat de infectii legate in special de catetere urinare, dispozitive cardiovasculare si
endoproteze [76].

In prezent exista cerere pentru noi materiale dezinfectante macromoleculare non-toxice cu
spectru larg de activitate antimicrobiana, inclusiv impotriva Mycobacterium tuberculosis, care ar
putea preveni contaminarea microbiana in spitale si in locurile publice. In ultimii ani au fost
create noi structuri polimerice moderat hidrofobe ce contin grupari protonate aminice primare
sau secundare / tertiare, care au prezentat activitate antimicrobiand destul de nalta. Odata cu

schimbarea echilibrului hidrofil hidrofob in linia de compusi hidrofili se reduce semnificativ
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toxicitatea polimerilor non-cuaternari, in timp ce creste selectivitatea lor. Astfel, datorita
progresului in domeniul tehniciilor biofizice moderne vor fi obtinute cunostinte noi de
perspectiva pentru intelegerea perfecta a mecanismelor de actiune antimicrobiand a compusilor
polimerici sintetici. Activitatea de cercetare este concentratd, de asemenea, asupra studiilor de
citotoxicitate asupra celulelor umane pentru a atinge un nivel acceptabil de selectivitate si
biocompatibilitate a polimerilor sintetici, care trebuie sd fie siguri pentru mediu si sandtatea

umana.

1.3.2. Compusii coordinativi ai metalelor in calitate de agenti antimicrobieni

Domeniul chimiei bioinorganice, care se ocupa de studiul rolului complecsilor metalici in
sisteme biologice, a deschis un nou orizont de cercetare stiintificdA in domeniul compusilor
coordinativi. Un numdr mare de compusi au o importantd majora din punct de vedere biologic.
Unele metale sunt esentiale pentru functiile biologice si sunt parte componentd a enzimelor si
cofactorilor necesari pentru realizarea diverselor procese. De exemplu, hemoglobina in eritrocite
contine fier in structura complexului porfirinic, care este folosit pentru transportul si depozitarea
oxigenului in organism. Clorofila in plantele verzi, care este responsabild pentru procesul de
fotosinteza, contine in componenta complexului porfirinic magneziu. Cobaltul se gaseste in
componenta cianocobalaminei, care este esentiala pentru transferul de grupe alchil de la o
moleculd la alta in sistemele biologice. Metalele cupru, zinc, fier si mangan sunt incorporate in
proteine catalitice (metaloenzime), care faciliteaza o multitudine de reactii chimice esentiale
pentru viatd. Ionii metalici joacd un rol-cheie in organizarea structurald si activarea anumitor
enzime, care sunt implicate in transferul de informatie geneticd. Complecsii metalelor de
stiintelor biologice. Multi dintre acestia manifestd activitate biologica pronuntata. Astfel, sunt
cunoscuti compusi, care influenteaza pozitiv procesul de acumulare a biomasei microbiene,
precum si de sinteza a unor componente valoroase ale biomasei, asa cum ar fi proteinele,
glucidele, pigmentii, lipidele esentiale s.a. [7, 13-15]. In acelasi timp, sunt grupuri mari de
compusi coordinativi cu potential toxic, printre care se numard si substante cu efect
antimicrobian.

Activitatea farmacologicd a compusilor metalici depinde de ionul de metal, liganzii sai si
structura integrald a compusilor. Factorii numiti sunt responsabili pentru aceea, ca, complecsii
metalici sa ajunga la site-ul-tinta corespunzator in organism. Este cunoscut faptul ca anumiti ioni
metalici patrund in celulele bacteriene si inactiveaza enzimele lor. Unii ioni metalici pot genera

formarea peroxizilor si provoca moartea bacteriilor. Complecsii metalici relevanti din punctul de
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vedere al activitatii biologice trebuie sa fie sintetizati in conformitate cu anumite cerinte fata de
designul lor. Astfel, complexul metalic biologic activ trebuie sa posede stabilitate termodinamica
inalta pentru a asigura atingerea site-ului activ. Legatura dintre ligand si metal trebuie sa fie
hidrolitic stabild. Cinetica reactiilor de formare si rupere a legaturii dintre metal si ligand,
precum si greutatea moleculara a complexului metalic sunt, de asemenea, foarte importante.
Compusii cu greutate moleculard mica, cu sarcina neutrd si solubili in apad pot penetra practic
orice mediu si sunt achizitionati de celule prin mecanismul difuziunii pasive [196].

In ceea ce priveste strategia elaborarii noilor preparate antimicrobiene, combinarea
preparatelor antibiotice traditionale cu preparate de alt gen, inclusiv compusi coordinativi este
considerata o cale, care poate asigura rezultate valoroase. Succesul in acest domeniu este asigurat
de cresterea activitatii si largirea spectrului de actiune prin utilizarea in comun a compusilor cu
activitate sinergica sau cumulativd; de contracararea rezistentei la anumite medicamente; de
scaderea dozelor necesare pentru tratament, reducand atat costurile, cat si efectele secundare
toxice.

A fost demonstrat, ca eficacitatea diversilor agenti terapeutici poate fi Tmbunatatita la
coordonarea lor cu ioni metalici adecvati. Activitatea farmacologica a complecsilor metalici este
dependentd de natura ionilor metalici si a liganzilor, deoarece diferite metale si liganzi prezinta
diferite proprietati biologice. De asemenea, a fost demonstrat, ca actiunea antimicrobiana a
complecsilor metalici depinde mai mult de centrul metalic decat pe geometria din jurul lui. La
moment existd o cerere reala pentru noi compusi cu activitate antimicrobiand, pentru ca acestia
ar putea fi mai eficienti, actionand printr-un mecanism diferit de cele cunoscute, pentru care
multi agenti microorganisme patogene clinic relevanti au dezvoltat rezistenta.

Studiul compusilor coordinativi este in centrul atentiei cercetatorilor, in special in ultimele
doud decenii. Majoritatea comunicdrilor din literatura de specialitate se referd la sinteza, studiul
structurii chimice si comportamentul acestor compusi in sistemele biologice. Diverse cercetari
realizate in vivo au ardtat cd compusi biologic activi cu proprietati bacteriostatice si
carcinostatice isi potenteaza evident actiunea in cazul chelarii lor [20, 64, 91, 92]. De exemplu,
in cazul compusilor coordinativi ai Mn(II), Co(II), Ni(II) si Cu(Il) cu glicina si fenilalanina a fost
demonstrat, cd actiunea lor antibacteriana fatd de bacteriile Gram-negative Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa si Gram-pozitive Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, MRSA si
fungii Candida albicans creste odata cu marirea numarului de inele de chelare, iar autorii explica
acest fapt prin amplificarea proprietatilor lipofilice ale compusilor [20, 92]. Compusii
coordinativi ai Co(Il) si Cu(Il) cu aminoacizii (valina, lizina, fenilalanina, leucina, metionina)

poseda activitate antimicrobiana diferita impotriva a trei tulpini de bacterii (Escherichia coli,
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Bacillus cereus, Micrococcus uteus). Toti compusii posedd activitate pronuntatd contra
Micrococcus luteus, iar contra Escherichia coli, care este cunoscuta ca specie multirezistenta la
medicamente, actiune a manifestat doar compusul coordinativ al Cu(ll) cu fenilalanina.
Complexele cu leucina si histidind sunt mai active decat liganzii liberi. Activitatea medie a fost
inregistratd In cazul complexelor cu metionind si fenilalanind. Rezultatele cercetdtorilor romani
sustin afirmatia ca cobaltul si cuprul in complexe cu aminoacizii au o activitate antibacteriana
pronuntata si sugereaza aplicarea lor potentiald ca agenti antibacterieni [91, 92, 213].

Compusii Zn (II), Ni(IT) s1 Cu(Il) cu ftaloilglicina si ftaloiltirozina (derivati ai glicinei si
tirozinei) manifesta activitate antimicrobiana fata de Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa
Staphylococcus aureus si Candida albicans. Nivelul de activitate in cazul compusilor
coordinativi este mult mai inalt decat cel al liganzilor numiti care sunt in prezent utilizati ca
agenti antimicrobieni [92, 217].

Aroil hidrazonele si compusii lor coordinativi sunt cunoscuti pentru proprietdtile lor
biologice bazate in special pe capacitatea de a inhiba multe reactii enzimatice in celula.
Compusii coordinativi ce contin radicali ai hidrazonei si bazelor Schiff sunt cunoscuti prin
activitate fungicida, antibacteriand, antimicobacteriand, antitumorala, antiinflamatoare, anti-HIV,
leishmanicidald, tripanocidald, de inhibare a factorului letal al antraxului, antimalariica s.a. [127,
128, 235]. Compusii coordinativi ai zincului (II) cu bazele Schiff s-au manifestat ca agenti
antimicrobieni activi contra Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus
si Candida albicans, iar intensitatea efectului acestor compusi este mult mai inalta decat in cazul
liganzilor utilizati [157].

Compusii noi ai N(4)-alil-3-tiosemicarbazonei 5-nitrofuran-2-carbaldehidei (HL) cu cuprul
(Il) si nichelul (II) poseda activitate antimicrobiand si antifungica, iar compusii HL si

Cu(H L)Z(Nog)2 inhiba cresterea si multiplicarea celulelor leucemiei mieloide umane HL-60. S-a

stabilit cd compusii coordinativi manifesta o activitate antimicrobiand mai buna decat ligandul
fata de Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Bacillus cereus (GISK 8035), Escherihia coli
(ATCC 25922), Salmonella abony (GISK 03/03) si Candida albicans [85].

Compusii cuprului (IT), nichelului (IT) si cobaltului (IT) cu ligandul monodentat 2-(fenil
substituit)-1H-benzo[d]imidazol in vitro au manifestat activitate antimicrobiana fatd de
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Staphylococcus pyogenes si
tulpinile fungice Candida albicans, Aspergillus niger si Aspergillus clavatus. Rezultatele au
ardtat ca proprietatile antimicrobiene ale complexelor benzimidazolice cu metalele au fost mai
pronuntate decat cele ale liganzilor corespunzatori [147]. O serie de compusi coordinativi noi ai

Cu (II), Ni (II), Co (II) si Cd (II) cu 3-benzil-1H-4 - [(2- methoxybenzylidine) amino] -I, 2,4-
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triazol-5-tiona (TMB) si cu 3-benzil-1H-4 - [(4-chlorobenzylidine) amino] -1,2,4-triazol-5-tiona
(CBT); 3-benzil-1H-4-[(4-nitrobenzylidine)amino]-1,2,4-triazol-5-tiona (NBT) au aratat
activitate antibacteriana impotriva Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus
cereus, Micrococcus luteus, Escherichia coli si Serratia marcescens si activitate antifungica fata
de Candida albicans, Trichophyton rubrum, Geotrichum candidum, Fusarium oxysporum,
Scopulariopsis brevicaulis si Aspergillus flavus [66].

Un alt domeniu de cercetare este formularea compusilor coordinativi ai metalelor cu
antibioticele clasice. Un studiu recent a aratat, cd complecsii Co(Il) si Zn(Il) cu formulele
respective Co(C1sH19N304S)2M004+3H20 si Zn(C16H19N304S)2M004+4H,0 cu ampicilind au
demonstrat activitatea lor contra Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Shigella flexneri,
Salmonella typhosa, Escherichia coli, Aspergillus flavus, Fusarium oxysporum, Chrysosporium
pannicale, Alternaria solani, Candida albicans [93]. Acelasi tip de analiza a fost realizat si
pentru  compusii  complecsi ai Co (II) si Cu (II) cu formulele respective
Co(C22H24N208)M004+4H,0 si Cu(C2H24N208)M004+3H,0 cu antibioticul tetraciclina. Si in
acest caz compusii obtinuti prin complexarea tetraciclinei s-au dovedit a fi mai activi ca
substanta antibiotica originala [94].

Recent, o atentie deosebitd se acorda sintezei complecsilor metalici de tranzitie cu baze
Schiff datorita proprietatilor biologice pe care le prezintd. Multi compusi derivati din baze Schiff
poseda actiune antibacteriana, antifungica, antitumorala si antivirala, inclusiv anti-HIV. Totodata
datoritd capacitatii inalte de chelare si potentialului redox Cu®* pozitiv, ionul de cupru este
biologic activ si participd in multe procese din organism. Complecsii de cupru sunt printre cele
mai puternice substante antimicrobiene, antivirale, antitumorale si cu efect antiinflamator.
Pornind de la cele mentionate mai sus, exista numeroase relatari despre activitatea biologica
inaltd a noilor compusi complecsi, sintetizati cu utilizarea cuprului ca atom central si a diferitor
tipuri de baze Schiff in calitate de liganzi. Pentru un numar mare de astfel de compusi a fost
inregistratd o activitate antimicrobiana mai inaltd, comparativ cu cea a ligandului separat.
Majoritatea testelor mentionate au fost realizate in vitro cu utilizarea tulpinilor standard, ca de
exemplu Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella enteritidis, Staphylococcus aureus ATCC
25923 si Candida albicans [1-6, 91, 92, 174, 199, 200]. Compusii cuprului cu tiosemicarba-
zonele au demonstrat o activitate antimicrobiana inalta fatd de un numar impunator de culturi-
test bacteriene, printre care se numara si Salmonella typhimurium, Salmonella enteritidis,
Klebsiella pneumoniaie, Staphylococcus saprophyticus, Streptococcus faecalis, dar si tulpinile
mentionate anterior [8-10, 90]. Printre compusii coordinativi ai cuprului cu tiosemicarbazonele

au fost depistati reprezentanti foarte activi fata de anumite microorganisme deosebit de relevante
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clinic. Astfel, compusul di(m-s)-bis{cloro-[1-piridin-2-iletanon-4-metiltiosemicarbazono(1-
)]cupru} se manifesta ca inhibitor pentru Staphylococcus aureus ATCC 25923 in concentratie

extrem de mica — 0,56 ng/ml, si ca bactericid fata de acelasi tulpind in concentratie de 0,18 ng/ml

[10].

1.4. Concluzii la capitolul 1
Din cele expuse mai sus a fost dedusa problema de cercetare inaintata spre rezolvare in

cadrul acestui studiu de doctorat, si anume: evidentierea noilor compusi chimici din produse

autohtone cu proprietati antimicrobiene si stabilirea domeniilor lor de actiune.

Directiile de rezolvare a problemei de cercetare au constat in: testarea unor serii de
compusi chimici cu diferita structura si selectarea compusilor cu efect maximal antimicrobian;
compararea activitatii compusilor selectati cu activitatea antibioticelor de referintd; studierea
modificarilor induse de compusii selectati in celulele microorganismelor patogene.

Scopul lucrarii: evaluarea proprietdtilor antimicrobiene ale compusilor chimici noi si
elucidarea mecanismelor de actiune ale acestora.

Obiectivele lucrarii: evidentierea actiunii antimicrobiene a compusilor coordinativi ai
cuprului (II) cu diferiti liganzi asupra tulpinilor de referintd ale microorganismelor patogene;
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 referintd; evaluarea particularitatilor de actiune
antimicrobiand a compusilor chimici noi asupra tulpinilor izolate din coproculturi; stabilirea
mecanismelor de influentd a compusilor chimici noi evidentiati asupra microorgani-smelor
patogene.

In urma studiului bibliografic realizat au fost trase urmatoarele concluzii:

1.  Cresterea exacerbata a numarului de tulpini de microorganisme patogene multirezistente la
antibioticele utilizate Tn prezent in practica clinica, determinata de folosirea nediscrimina-
torie a terapiilor medicamentoase si de abandonul tratamentului in principal din cauza
efectelor secundare ale acestuia, dicteaza necesitatea unei resetari urgente a arsenalului de
agenti antimicrobieni activi.

2. Utilizarea medicamentelor derivate din surse sintetice cu efecte antimicrobiene are loc in
paralel cu utilizarea produselor naturale in managementul terapeutic impotriva bolilor
cauzate de microorganisme. Produsele sintetice aparute recent au o eficientd mai inalta, pot

fi studiate prin metode si scheme simple, procesul de metabolizare a lor in organism si
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mecanismele de actiune a acestora asupra agentilor microorganisme patogene poate fi
urmadrit cu exactitate.

Compusii chimici cu efecte antimicrobiene se caracterizeazd prin strucrurd si proprietati
diverse, iar prezenta 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, antivirale, antitumorale si cu efect

antiinflamator.
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2. CARACTERISTICA OBIECTELOR DE STUDIU SI METODELOR APLICATE
iN CERCETARE

Studiile rezumate in prezenta lucrare au fost realizate pe parcursul anilor 2009-2015 la
Catedra de microbiologie, virusologie si imunologie a Universitatii de Stat de Medicina si
Farmacie ,,Nicolae Testemitanu” si in laboratorul microbiologic al Centrului de Epidemiologie a

Bolilor Extrem de Contagioase si Securitate Biologica a Centrului National de Sanatate Publica.

2.1. Obiectele de studiu

In calitate de obiect de studiu ,in vitro” au fost incluse tulpinile de referinta:
Staphylococcus aureus ATCC 25923 (Staphylococcus aureus subsp. aureus (ATCC® 25923™),
Bacillus cereus TMCK 8035, Escherichia coli ATCC 25922, Shigella sonnei (Levine) Weldin
(ATCC®25931™) si Salmonella enterica subsp. enterica serovar abony (denumirea anterioard
Salmonella Abony THCK 03/03y); de asemenea, au fost utilizate si tulpini izolate din
coproculturd care se refera la speciile Escherichia coli si Staphylococcus aureus.

In calitate de substante cu efecte antimicrobiene au fost testati compusii coordinativi ai Cu
(I); Co(1l), Zn(II) si propenone aromatice sintetizati la Catedra de chimie anorganica
(Universitatea de Stat din Moldova). In calitate de precursori de sintezd, care au fost testati

pentru stabilirea proprietdtilor antimicrobiene, au fost utilizati reactivii de puritate nalta Sigma-
Aldrich.

2.1.1. Staphylococcus aureus subsp. aureus (ATCC® 25923™)

In conformitate cu pasaportul tulpina de referinti este destinati pentru numeroase aplicatii,
printre care se numara testul CAMP, evaluarea agarului Mueller-Hinton, testarea produselor
antibiotice si alte substante, controlul produselor Abbott, API si Autobac s.a.

Cultura de Staphylococcus aureus subsp. aureus (ATCC® 25923™) este prezentata prin
coci Gram-pozitivi cu diametrul de 0,5-1,5um, dispusi in conglomerate iregulate, imobili, aerobi,
facultativi anaerobi, catalazo-pozitivi, nesporulati, de regula necapsulati, mezofili (se dezvolta
intre 10-42°C), cu dezvoltare optima la 37°C. Acesti coci cresc pe medii uzuale pe care formeaza
colonii rotunde, convexe, pigmentate galben auriu, care pe geloza sange produc o hemoliza
completd. De asemenea, COCii Sunt capabili sa creasca pe medii suplimentate cu 10% NaCl.

Tulpina de Staphylococcus aureus subsp. aureus elaboreaza coagulaza libera (marker de

virulentd), care in urma reactiei cu factorul globulinic din plasma formeaza stafilotrombina si
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care la randul ei catalizeaza conversia fibrinogenului in fibrina insolubila. De asemenea produce
fibrinolizina care este un factor de difuziune a infectiei in testuturi. Este dezoxiribonucleazo-
pozitivd. Enzima respectivd hidrolizeazai ADN-ul si este un factor de difuziune. Are, de
asemenea, valoare de diagnostic. Tulpina este catalazo-pozitiva, produce lipaze cu rol in
hidroliza lipidelor, fapt esential in supravietuirea stafilococului la nivelul glandelor sebacee. Este
beta-hemolitica, fiind toxica pentru eritrocite si alte tipuri de celule, si capabila de a induce

degradarea sfingomielinei.

2.1.2. Bacillus cereus THCK 8035

Tulpina Bacilus cereus 8035 provine din Colectia de Stat a Microorganismelor Patogene a
Institutului de Stat de cercetari stiintifice in domeniul standardizarii si controlului preparatelor
medicale biologice ,L.A. Tarasevici”. In conformitate cu pasaportul tulpinii, aceasta este
destinata pentru testarea mediilor nutritive, in calitate de material de referinta, testarea

Tulpina Bacilus cereus 8035 este prezentata prin bastonase Gram-pozitive, in forma de tija,
ce formeaza endospori, facultativ aerobi. Dimensiunile celulelor sunt de 1 x 3-4 microni.
Bacillus cereus 8035 este o bacterie mezofild, ce creste la temperatura optima cuprinsa intre
20°C si 40°C, fiind capabild de a se adapta la o gama larga de conditii ale mediului. Pe medii
nutritive la 24 de ore dupa inoculare si mentinere a temperaturii de 37°C formeaza colonii tip R,
rigide, opace, cu diametrul de 0,3 cm. Testul catalazei si lecitinazei are valoare pozitiva. Creste
pe mediu cu 6,5% NaCl.

2.1.3. Escherichia coli ATCC 25922

In conformitate cu pasaportul tulpinii, aceasta este destinati pentru numeroase aplicatii,
printre care se numara testul CAMP, evaluarea agarului Mueller-Hinton, testarea mediilor
controlul produselor Abbott, API, Autobac, BBL, bioMerieux Vitek, Biosynth, Difco, IDS,
Micro-Media, MicroScan®, Roche Diagnostics.

Cultura este prezentatd de bastonase Gram-negative, drepte sau usor incurbate cu
dimensiuni cuprinse intre 1-3um lungime, cu capetele rotunjite, nesporulate, necapsulate. Sunt
germeni facultativ anaerobi, nepretentiosi nutritivi. Se dezvolta atat pe mediile uzuale, cat si pe
mediile selective lactozate pe care formeaza colonii lactozo-pozitive. Coloniile sunt de tip S, pe
mediul de culturd Endo formeaza colonii S-formd, lactozo-pozitive, rosii cu luciu metalic,

umede, cremoase, bombate, cu diametrul de 0,2 cm peste 24 de ore de la inoculare si la
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mentinere in termostat la 37°C. Fermenteaza lactoza (colonii colorate pe medii DD de izolare),
glucoza cu formare de acid si gaz, produce indol, nu lichefiaza gelatina, nu produce H,S, nu

foloseste citratul ca unica sursa de carbon, dar foloseste acetatul.

2.1.4. Shigella sonnei (Levine) Weldin (ATCC®25931™)

In conformitate cu pasaportul tulpinii, aceasta este destinatid pentru testarea mediilor,
controlul calitdtii tulpinilor, controlul de calitate pentru produsele bioMérieux Vitek si Difco,
studiul infectiilor emergente, controlul calitatii produselor alimentare. Se caracterizeaza prin
reactii biochimice f-D-galactozidaza pozitive si prezenta ornitin-decarboxilazei.

Cultura este prezentata prin bastonase Gram-negative, imobile, nesporulate oxidazo-
negative, catalazo-pozitive, manito-pozitive, fermenteaza glucoza fara producere de gaz, poate
fermenta tardiv lactoza, indol-pozitive. Nu fermenteaza salicina, adonita si inozita. Nu pot utiliza
citratul si malonatul ca unica sursd de carbon. Nu scindeaza ureea, nu lichefiaza gelatina, nu
produc hidrogen sulfurat, lizindecarbozilazo-negative, nu produc acetilmetilcarbinol. Sunt aerobi
cu capacitate de a se dezvolta in conditii facultativ anaerobe, se dezvolta pe medii slab selective
si moderat selective. Pe medii simple produc colonii de tip S, rotunde, bombate, transparente,
umede si lactozo-negative, cu diametrul de 0,2 cm la 24 de ore dupa inoculare si mentinere in

termostat la 37°C.

2.1.5. Salmonella enterica subsp. enterica serovar Abony (denumirea anterioari
Salmonella abony I'MCK 03/03y)

Tulpina provine din Colectia de Stat a Microorganismelor Patogene a Institutului de Stat
de cercetari stiintifice in domeniul standardizarii si controlului preparatelor medicale biologice
»L.A. Tarasevici”. Este o cultura de referintd 1in controlul microbiologic al produselor non-
sterile, in studiul infectiilor emergente intestinale.

Cultura este prezentata prin bastonase Gram-negative, flagelate, aerobe. Pe SS-agar
formeaza colonii S cu centru negru, margini transparente, umede, cremoase, cu diametrul de 0,2
cm, care se formeaza peste 24 de ore de la inoculare la mentinerea culturii in conditii de

termostat la 37°C.

2.1.6. Tulpini izolate din coprocultura
In aceasti lucrare sunt prezentate rezultatele obtinute pentru doud culturi izolate din masele
fecale ale bolnavilor — Escherichia coli si Staphylococcus aureus. Pentru fiecare specie patogena

au fost luate in lucru cate 30 de tulpini izolate clinic. Testarile efectuate au avut drept scop de a
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verificarea activitatii biologice a unor noi compusi chimici, care s-au manifestat pozitiv pe

tulpinile respective de referinta.

2.1.7. Compusi coordinativi

Compusii chimici utilizati pentru realizarea acestei lucrari au fost sintetizati la Catedra de
chimie anorganica, Universitatea de Stat din Moldova. In total au fost testati 220 de compusi
coordinativi ai cuprilui (II), cobaltului (II), zincului (II), nichelului (II) si propenone aromatice.
Din numarul total de compusi testati in lucrare au fost trecuti doar 37, care au manifestat
activitate biologica pronuntati. In functie de compozitie, compusii au fost repartizati in patru
grupuri, pentru a facilita analiza rezultatelor obtinute.

Din primul grup fac parte noii compusi coordinativi ai cuprului(Il) care contin 4-

feniltiosemicarbazona 2-formilpiridinei si sulfanilamide cu formula generala:

//fl-a O
N—NCTN
| xR

NH
CQ‘”/

unde : X =CI (I, 11, V, VI, IX, XI), NOs (11, IV, VI, VI, X, XII);

0 o)
I I
Sf = H,N S—NH, (I, 1) ; SF = H,N S-NH——CHs (111, IV) ;
2@” , (1,11 z@” ~CHa 1, 1V)
o) 0 0
|
3f3:H2N@—s NHT ] (V,VI); Sf'= HZN@S NH— WCZHs (VI VI S
@] N——N

O N
5 _ I . -
sf _HZN@fﬁ—NH{QNX, X),SfG—HzN s NH4<O>(XI X11) .
0

Denumirile, formulele si continutul de Cu(Il) pentru acesti compusi sunt prezentate in
Tabelul 2.1.
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Tabelul 2.1. Denumirea, formula si continutul de Cu(II) in compusii cu 4-feniltiosemicarbazona

2-formilpiridinei si sulfanilamide [5, 12]

Compusul

Denumirea chimica

Formula bruta

Continutul de
Cu, %

Di(u-S)-bis{(4-aminobenzen-
sulfamid)-cloro-[2-picoliden-4-
feniltiosemicarbazido-(1-)]-cupru}

C3gH3sCl2CuU2N1204S,

12,16

Di(u-S)-bis{(4-aminobenzen-
sulfamid)-nitrato-[2-picoliden-4-
feniltiosemicarbazido-(1-)]-cupru}

CagH3sCU 2N14010S4

11,57

Di(u-S)-bis{(4-aminobenzen-
sulfacetamid)-cloro-[2-picoli-den-4-
feniltiosemicarbazido-(1-)]cupru}

C2H42Cl2CuU2N1206S4

11,26

Di(p-S)-bis{(4-aminobenzen-
sulfacetamid)-nitrato-[2-pico-liden-4-
feniltiosemicarbazido-(1-)]cupru}

Ca2H42CU2N 1401254

10,76

Di(u-S)-bis{[2-(4-aminoben-
zensulfamido)tiazol]-cloro-
[2-picoliden-4-feniltiosemicarbazido-
(1)]cupru}

C14H40Cl,CuN1404S6

10,50

Di(p-S)-bis{[2-(4-aminoben-
zensulfamido)tiazol]-nitrato-[2-
picoliden-4-feniltiosemicarbazido-

(D]cupru}

Cu4H40CU2N16010S6

10,06

Di(p-S)-bis{[2-(4-aminoben-
zensulfamido)-5-etil-1,3,4-tia-diazol]-
cloro-[2-picoliden-4-
feniltiosemicarbazido-(1-)]-cupru}

Ca6Ha6Cl2CU2N1604S6

10,02

Di(p-S)-bis{[2-(4-aminoben-
zensulfamido)-5-etil-1,3,4-tia-diazol]-
nitrato-[2-picoliden-4-
feniltiosemicarbazido-(1-)]-cupru}

Ca6H16CU2N18010Se

9,62

Di(u-S)-bis{[2-(4-aminoben-
zensulfamido)-pirimidin]-clo-ro-[2-
picoliden-4-feniltiosemicarbazido-
(1-)Jcupru}

C6H42Cl2CuU2N1604S4

10,59

10

Di(u-S)-bis{[2-(4-aminoben-
zensulfamido)-pirimidin]-nitrato-[2-
picoliden-4-feniltiosemicarbazido-
(1-)] cupru}

Ca6H42CU2N18010S4

10,14

11

Di(u-S)-bis{[2-(4-aminoben-
zensulfamido)- 4,6-dimetilpi-rimidin]-
cloro-[2-picoliden-4-
feniltiosemicarbazido-(1-)]-cupru}

Cs0H50C1,Cu2N1604S4

10,12

12

Di(u-S)-bis{[2-(4-aminoben-
zensulfamido)- 4,6-dimetilpirimidin]-
nitrato-[2-picoliden-4-
feniltiosemicarbazido-(1-)]-cupru}

CsoHs0CU2N18010S4

9,71
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Din cel de-al doilea grup fac parte compusii coordinativi ai cuprului cu 4-(dimetilfenil)tio-

semicarbazone 2-formilpiridinei cu formula:

u
) J\s/ ‘s NH R?
R HN_ >~ . nH0
1 N-Cd
R O IN N 3
X N° R R
7 La

I:R'=R°=CH3 R?=R*=R*=H; X=Cl:n=4

II:R'=R°=CH3 R?=R®=R*=H; X = NOg,n_4
:R'=R*= CH3,R2 RE=R°=H; X=Cl:n=2.
IV:R'=R*=CH3;R*=R®*=R%°=H; X =NO3; n= 4.
V:R?=R*=CHzR'=R*=R°=H; X=NO3 n=4
VI:R'=R®=CH3 R*=R*=R°=H; X = NO3,I’]—4

Denumirea, formula si continutul de Cu(Il) al acestor compusi sunt prezentate in Tabelul

2.2.

Tabelul 2.2. Denumirea, formula si continutul de Cu(II) cu 4-(dimetilfenil)tiosemicarbazone
2-formilpiridinei [4, 8, 93]

Compu- Denumirea chimica Formula bruta Continutul de
sul Cu, %
Di(u-S)-bis{cloro-[2-picoliden-4-(2,6-
13 dimetilfenil)tiosemicarbazido-(1-)]cupru} C15H19CICUN4O,S 15,29

tetrahidrat

Di(u-S)-bis{nitrato-[2-picoliden-4-(2,6-
14 dimetilfenil)tiosemicarbazido-(1-)]cupru} C15H19CUN505S 14,38
tetrahidrat

Di(u-S)-bis{cloro-[2-picoliden-4-(2,5-

15 dimetilfenil)tiosemicarbazido-(1-)]cupru} C15H17CICUN4OS 15,98
dihidrat
Di(u-S)-bis{nitrato-[2-picoliden-4-(2,5-

16 dimetilfenil)tiosemicarbazido-(1-)]cupru} C15H19CuUN505S 14,38

tetrahidrat

Di(u-S)-bis{nitrato-[2-picoliden-4-(3,4-
17 dimetilfenil)tiosemicarbazido-(1-)]cupru} C15H19CUN50sS 14,38
tetrahidrat

Di(u-S)-bis{nitrato-[2-picoliden-4-(2,4-
18 dimetilfenil)tiosemicarbazido-(1-)]cupru} C15H19CUN50sS 14,38
tetrahidrat
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Au mai fost utilizati compusi coordinativi ai cuprului, zincului si cobaltului cu n-piridin-2-
iltiosemicarbazona 2 piridincarboxialdehida si derivatii ei, care nu formeaza un grup structural
separat, dar care au dat rezultate pozitive in calitate de inhibitori de crestere ai microorganis-

melor patogene. Acesti compusi au format cel de-al treilea grup si sunt trecuti in Tabelul 2.3.

Tabelul 2.3. Denumirea, formula si continutul de metal in componenta compusilor coordinativi
ai cuprului, zincului si cobaltului cu n-piridin-2-iltiosemicarbazona 2 piridincarboxialdehida si
derivatii ei [2, 3, 9]

Continutul de

Compu- . e e x -
p Denumirea chimica Formula bruta o
sul metal, %

Di(u-S)-bis{cloro-[1-(piridin-2-il)etanon-4-
19 . . C18H22C|2CU2N882 20,75
metiltiosemicarbazonato(1-)]cupru}

Cloro-[N-etil-2-(piridin-2-
20 o o o CoH11CICUN,S 20,61
ilmetilen)hidrazincarbotioamido]cupru

[(2-Carbamotioilhidrazon)propionato(2-)]-
21 . . C10H13CUN5O4SZ 16,09
(4-aminobenzensulfamid)cupru

Nitrato-[N-(piridin-2-il)-2-(piridin-2-
22 . . L . . . C12H10 CUN603S 16,18
ilmetilen)tiohidrazincarbotioamido]cupru

Nitrato-[N-(piridin-2-il)-2-(1-(piridin-2-
23 . . o . . . C13H12CuNgO3S 15,80
il)etilidenlen)tiohidrazincarbotioamido]cupru

Nitrato-[2-(fenil(piridin-2-il)metilen-N-
24 L o . . . C18H14N6CU03S 13,70
(piridin-2-il)hidrazincarbotioamido]cupru

Clorura de bis-[N-(piridin-2-il)-2-(1-(piridin-

25 2il)etilidenlen)tiohidrazincarbo-tioamido]] CasH2sN19CoCIS; 15,80
cobalt(l11)
Cloro-[N-(piridin-2-il)-2-(1-(piridin-2-il

26 [ (p ) ( (p ) C13H12(3|N5SZn 17,28

etilidenlen)tiohidrazincarbotioamido]zinc

Ultimul grup de substante incluse in prezenta teza de doctor este constituit din propenone
aromatice cu grupe tioamidice sau izotiocian. Denumirea si formulele acestora sunt prezentate in

Tabelul 2.4 [28].
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Tabelul 2.4. Denumirile si formulele propenonelor aromatice cu grupe tioamidice sau izotiocian

[28]
Compusul Denumirea chimica Formula bruti

3-(4-(3-(4-(Dimethylamino)phenyl)acryloyl)phenyl)-

2! 1,1-dimethylthiourea C20H23N30S
3-(4-(3-(Furan-2-yl)acryloyl)phenyl)-1,1-

28 dimethylthiourea C16H16N20,S
3-(4-(Dimethylamino)phenyl)-1-(4-

29 isothiocyanatophenyl)prop-2-en-1-one C18H16N20S

30 3-(4-Hydroxy-3-methoxyphenyl)-1-(4- CisH1NOSS
isothiocyanatophenyl)prop-2-en-1-one

31 g;](eFuran-2-yl)-1-(4-|soth|ocyanatophenyl)prop-2-en-1- C1aHNOLS
1-(4-(3-(4-(Dimethylamino)phenyl)acryloyl)phenyl)-3-

32 (2-hydroxyethyl)thiourea C20H23N30,S
1-(4-(3-(4-(Dimethylamino)phenyl)acryloyl)phenyl)-3-

33 (3-hydroxyphenyl)thiourea CasH23N30,S
1-(4-(3-(4-(Dimethylamino)phenyl)acryloyl)phenyl)-3-(4-

34 hydroxyphenyl)thiourea C24H23N30,S
1-(4-(3-(4-(Dimethylamino)phenyl)acryloyl)phenyl)-3-

3 (3-methoxyphenyl)thiourea CasH25N3025
1-(4-(3-(4-Hydroxy-3-

36 methoxyphenyl)acryloyl)phenyl)3-(4-hydroxyphenyl) C24H22N,0,4S
thiourea (9c)
1-(4-(3-(Furan-2-ylacryloyl)phenyl)-3-(2-

37 hydroxyethyl)thiourea C16H16N205S

In calitate de substanti de referintd in cercetare a fost utilizata furacilina (semicarbazona-
Snitrofurfurol [(E)-[(5nitrofuran-2-yl)metilidenalamino]urea), care a fost selectata deoarece este
un analog structural al substantelor incluse in studiu. Astfel, aceasta substanta include segmentul
semicarbazonic, care este si parte componentd a compusilor noi testati. Astfel, utilizarea
furacilinei n calitate de martor pozitiv permite de a aprecia nu numai activitatea antibacteriana a
compusilor coordinativi, dar si directia in care trebuie sd se orienteze specialistii in sisnteza

pentru a obtine noi substante cu efect antibacterian.

2.2. Metode de studiu

Metodele de studiu utilizate la elaborarea acestei lucrari pot fi grupate in doua categorii:
metode clasice ale microbiologiei medicale si metode de determinare a statutului redox al culturii
microbiene. La prima categorie se referd determinarea concentratiei minime de inhibitie si
concentratiei minim bactericide. La cea de-a doua categorie se refera metodele de determinare a
capacitatii antioxidante totale, a activitatii enzimelor antioxidante, a peroxidului de hidrogen si a

nivelului de peroxidare a lipidelor.
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2.2.1. Metoda de determinare a sensibilititii microorganismelor la actiunea compusilor
antimicrobieni prin dilutii de serie

la actiunea compusilor antimicrobieni in aceasta lucrare au fost aplicate metoda dilutiilor de serie
si metoda de difuziune.

Metoda dilutiilor de serie este bazata pe determinarea directa a principalului indicator
cantitativ, care caracterizeaza activitatea microbiologicd a preparatelor antimicrobiene —
concentratia minima de inhibitie (CMI), adica valoarea cantitativda minima care suprim cresterea
microorganismelor pe medii lichide ori solide.

Pentru a determina concentratia minimda de inhibitie anumite cantititi de preparat
antimicrobian se adaugd la mediul de cultura, care este apoi inoculat cu cultura
microorganismului testat. Dupa incubare este evaluata prezenta sau absenta unei cresteri vizibile.
prepararea mediilor nutritive; prepararea inoculumului microorganismului testat; inocularea;
incubarea; examinarea si interpretarea rezultatelor, formularea concluziilor in functie de scopul
cercetarii.

Metodele de difuziune includ etapa de aplicare a discurilor pe mediul de crestere solid.

e Prepararea mediilor de cultura

In lucrarea de fata a fost utilizat mediul standard pentru tulpinile date — bulion peptonat,
2% cu pH ajustat la 7,0. Mediul de culturd se preparda in conformitate cu instructiunea
producéatorului. Dupa autoclavizare mediul nutritiv imediat se distribuie in eprubete sterile.

e Prepararea inoculumului microorganismelor testate

Cerinta generald si de o importantd fundamentala pentru toate metodele de testare este
standardizarea inoculumului microorganismului testat, concentratia caruia trebuie ajustata la 1,5
x 10® UFC/ml, conform standardului de turbiditate de 0,5 dupd McFarland. Suspensia bacteriana
poate fi preparata din cultura din bulion sau de pe agar.

Prepararea inoculumului din cultura de pe agar

Pentru a pregati inoculumul este utilizata cultura purd de 24 de ore de microorganisme
crescute pe medii nutritive solide. Sunt selectate mai multe colonii similare bine izolate, cultivate
pe medii de culturd solide neselective. Cu ajutorul ansei se colecteaza cantitdti mici din varful
coloniei si se transfera Intr-un tub cu o solutie izotonicd sterild de clorura de sodiu (solutie
salind) sau cu bulion peptonat, astfel ca acesta sa corespunda exact standardului de turbiditate de

0,5 dupa McFarland. Inoculumul urmeaza a fi utilizat in decurs de 15 minute dupa preparare.
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Prepararea inoculumului din cultura obtinuta pe bulion peptonat

Se aplica in special speciilor cu crestere rapida. Se utilizeaza cultura pe agar de 5-6 ore. Se
selecteaza colonii izolate de acelasi tip, cu ansa se colecteazad o cantitate mica de material, care
se transferd intr-0 eprubetda cu 4,0-5,0 ml de mediu nutritiv lichid neselectiv. Se incubeaza la
35°C. Dupa 5-6 ore de incubare, densitatea suspensiei microbiene corespunde aproximativ
necesarului si este ajustata cu precizie la standardul de turbiditate de 0,5 dupa McFarland prin
addugarea de solutie salina sterila sau bulion. Standardul MsFarland poate fi procurat ori poate fi
preparat in laborator.

Prepararea standardului de turbiditate de 0,5 dupa McFarland

La 0,5 ml de solutie BaCl, cu o concentratic de 0,048 M (solutie de 1,175% de
BaCl,-2H20) se adauga lent, cu agitare puternica, 99,5 ml solutie H,SO,4 la o concentratie de
0,18 M (1%) pana la obtinerea unei suspensii omogene. Corectitudinea prepararii suspensiei se
verificd la un spectrofotometru. Absorbtia la lungimea de unda de 625 nm, folosind o cuva de
1cm, trebuie sa indice valori de 0,08-0,10. Cate 4-6 ml suspensie rezultata se toarna in tuburi cu
capace ajustate. Tuburile trebuie sd aiba acelasi diametru ca cele folosite pentru prepararea
suspensiilor bacteriene. Tuburile cu suspensie se pastreaza la intuneric la temperatura camerei.
Inainte de utilizare, tuburile trebuie si fie agitate intens si apreciati omogenitatea lor.
Se utilizeazda doar tuburile cu continut omogen. Standardele de turbiditate se verifica
spectrofotometric cel putin o data in luna.

Dilutiile de serie in bulion

In lucrarea de fati a fost aplicatd macrometoda de dilutii de serie (in eprubete). Mediul
nutritiv se toarna in cantitate de 0,5 ml in fiecare tub. Numarul de tuburi este determinat de
numarul dorit de dilutii cu luarea in calcul si a martorului negativ.

Solutia de lucru a preparatelor cu actiune antibacteriand se prepara din solutia standard cu
utilizarea mediului nutritiv lichid. Concentratia solutiilor de lucru este calculata pe baza
concentratiei maxime necesare intr-o serie de dilutii de serie, luandu-se in calcul si dilutia
preparatului care reiese din addugarea lui ulterioara in mediul nutritiv. Solutia de lucru intr-0
cantitate de 0,5 ml se introduce in primul tub care contine 0,5 ml de bulion conductiv, folosind o
pipeta cu un varf steril. Dupd o agitare activa, aplicand un nou varf, se colecteaza 0,5 ml de
bulion, care se transferd intr-un al doilea tub ce continea initial 0,5 ml bulion. Aceasta procedura
se repetd pana cand se prepara numarul necesar de dilutii. Din ultimul tub se indeparteaza 0,5 ml
de bulion. Astfel, in lucru vor fi luate o serie de eprubete cu solutii ale preparatului cu proprietati

antibacteriene, concentratiile carora difera in tuburi adiacente de 2 ori.
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Pentru inoculare se utilizeaza suspensia bacteriand care contine 1,5 x 10® UFC/ml, ce
corespunde standardului de turbiditate de 0,5 dupa McFarland. Aceasta suspensie este diluata de
100 de ori cu bulion peptonat si ca rezultat va contine 1,5 X 10° UFC/ml. In fiecare tub
continand 0,5 ml a dilutiei corespunzatoare a preparatului antibacterian testat se introduc cate 0,5
ml inoculum. Aceeasi cantitate de inoculum se introduce in eprubeta cu martorul negativ.
Concentratia finald a microorganismului in fiecare tub ajunge la nivelul necesar de aproximativ 5
x 10° UFC/ml. Inoculumul trebuie introdus in tuburi cu dilutii ale preparatului antibacterian pe
durata a 15-30 de minute de la preparare.

Tuburile sunt inchise cu dopuri sterile din bumbac si tifon sau cu capace metalice, fiind
apoi incubate la o temperatura de 35°C timp de 16-20 sau 20-24 de ore (in functie de tipul de
microorganism). Tubul cu un martor negativ este plasat in frigider la 4°C si pastrat pana la citirea
rezultatelor testului.

Pentru a determina prezenta cresterii tubul cu cultura testata si cel cu martorul negativ se
examineazi in flux emergent de lumina. In primele tuburi, cu concentratii mari ale substantei
testate, cresterea culturii nu este vizibild, microorganismele fiind omorate sau inhibate in
prezenta antibioticului. Concentratia substantei corespunzatoare tubului cu cea mai mica
concentratie, care inhiba cresterea vizibila a culturii microbiene, reprezintd valoarea CMI pentru
substanta respectivd. Determinarea CMI se utilizeaza pentru stabilirea dozei terapeutice si a cdii
de administrare in cazul infectiilor severe, supravegherea evolutiei rezistentei bacteriilor la
substantele cu efect antibiotic, cuantificarea activitatii bactericide a substantelor antimicrobiene.

De asemenea, aceastd metoda permite si aflarea valorii CMB (concentratia minima
bactericid) pentru antibioticul testat. Pentru aceasta, se preleveaza 0,01 ml sau 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 Insdmanteaza pe
suprafata unor placi cu mediu solid nesuplimentat cu antibioticul testat. Dupa incubare, se va
observa dezvoltarea microorganismelor la dilutia corespunzatoare CMI. Valoarea CMB este data

de cea mai mica concentratie de antibiotic care reduce numarul coloniilor cu pana la 99,9%.

2.2.2. Metoda de determinare a sensibilititii microorganismelor la actiunea compusilor
antimicrobieni — difuziune in agar

a) metoda discurilor

Metoda de difuziune 1in agar pentru stabilirea gradului de susceptibilitate a

microorganismelor fatd de substantele cu efecte antimicrobiene este bazatd pe capacitatea acestor
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substante de a difuziona in mediul solid, inhiband dezvoltarea microorganismelor insdmantate pe
suprafata agarului.

Pentru a determina sensibilitatea prin metoda de difuziune in agar se folosesc aceleasi
medii ca si pentru metoda dilutiei in mediu lichid cu adaos de agar. Mediul agarizat este pregatit
in conformitate cu instructiunile producatorului. Grosimea stratului de agar intr-0 cutie Petri
trebuie sa reprezinte 4,0 + 0,5 mm, care se realizeaza prin introducerea intr-0 cutie Petri de 90
mm in diametru strict 20 ml de agar, intr-0 cutie cu 100 mm in diametru — 25 ml de agar si intr-0
cutie cu un diametru de 150 mm — 60 ml de agar. Dupa turnarea mediului agarizat in cutii,
acestea se lasa la temperatura camerei pentru solidificare. Ulterior ele pot fi pastrate la 4-8°C,
timp de 7-10 zile. Cutiile care au fost pastrate in frigider inainte de utilizare se incubeaza cu
capacul intredeschis la temperatura de 35°C timp de 10-20 de minute.

Substantele testate sunt impregnate pe discuri de hartie de filtru de tip Munktell, grad 005
cu grosimea de 0,03 mm si diametrul de 6 mm. Din dilutiile cu concentratia necesara se ia un
volum de 4 pl. Recoltarea se face cu o micropipeta cu varf steril, acesta fiind schimbat pentru
fiecare procedura.

Se prepara inoculumul microorganismului testat, concentratia caruia se ajusteaza la 1,5 x
10® UFC/ml, ceea ce corespunde standardului de turbiditate de 0,5 dupa McFarland. Inoculumul
se utilizeazad timp de maxim 30 min. din momentul pregatirii.

Inoculumul standard se pipeteaza pe suprafata cutiei Petri cu mediu nutritiv intr-un volum
de 1-2 ml, se distribuie uniform pe suprafata mediului prin balansare, apoi se indeparteaza
excesul de inoculum cu ajutorul pipetei. Cutiile intredeschise se lasa la temperatura camerei
pentru uscare timp de 10-15 minute.

Discurile se aplica peste 15 minute dupa inoculare pe suprafata mediului cu ajutorul
dozatorului ori pensetei sterile. Distanta de la discuri pana la marginea cutiei, precum si intre
discuri este de 15-20 mm. Astfel, pe o cutie Petri cu un diametru de 100 mm se plaseaza cel mult
6 discuri. Discurile sunt apasate usor ca sa formeze un contact uniform cu suprafata agarului.

Imediat dupa plasarea discurilor cutiile Petri se pun pentru incubare la 35°C, timp de 18-
24 de ore (in functie de specia microorganismului testat). Cresterea intervalului de timp intre
aplicarea discurilor pe suprafata mediului si inceputul perioadei de incubare (respectiv —
inceputul cresterii culturii de microorganisme) conduce la ,,predifuziunea” preparatului cu efect
antibacterian in agar si la o crestere a diametrului zonei de inhibitie.

Dupa incubare cutiile Petri sunt plasate pe hartie mata de culoare inchisa, astfel incat
lumina sa cada sub un unghi de 45°. Diametrul zonelor de inhibitie a cresterii se masoara cu o

precizie de pand la 1 mm, de preferintd cu ajutorul unui subler.
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b) metoda cilindrelor ori godeurilor

In cutii Petri 20x100 mm sau 20x90 mm, puse pe o masa cu suprafata strict orizontald, se
toarnd lichidul cultural intr-un strat ori in doud straturi. Pentru stratul inferior se utilizeaza
medii nepopulate, iar pentru stratul superior ori la aplicarea unui singur strat se foloseste mediu
agarizat populat cu test-microorganismul respectiv. Cultura se introduce in mediu cand acesta
atinge temperatura de 49 + 1 °C, daca se utilizeaza celule vegetative, ori 65-70 °C in cazul
utilizarii suspensiei de spori. La mediu se adaugd o asemenea cantitate de suspensie
microbiand, care asigurd cresterea optimd a test-microorganismului si claritatea zonelor de
inhibare constituind aproximativ 40 min celule/ml ori 20 min spori la 1 ml. Doza optima de
inoculum trebuie sa asigure valoarea diametrului zonei de inhibare a celei mai mici concentratii
de cel putin 14 mm.

In cazul metodei cilindrelor pe fiecare cutie Petri se aplica 6 cilindre sterile din inox ori
aluminiu cu indltimea de 10,0 £ 0,1mm si diametrul interior de 6,0 = 0,1 mm, astfel ca distantele
dintre cilindrele invecinate si pand la marginea cutiei sa fie egale. In cazul metodei godeurilor,
acestea se sfredelesc in agar cu sfredelul ori alt dispozitiv special steril. Diametrul godeurilor
trebuie sa fie de la 6 la 8 mm.

in cilindre ori godeuri se introduc volume egale ale solutiilor standard si ale solutiilor
testate — in cazul nostru acestea sunt solutiile compusilor coordinativi ori ale propenonelor
aromatice. Solutiile stoc se prepari in solventii respectivi sterili in concentratie de 1 mg/ml. in
continuare, in functie de metoda aplicatd (de 3 doze, ori de construire a curbei standard) se
prepara solutii de lucru de una sau trei concentratii ale solutiei de test si solutii de trei ori cinci
concentratii ale probei standard. Pentru a diminua diferentele cauzate de intervalele de timp la
care se fac introducerile de solutii, cutiile Petri sunt lasate la temperatura camerei timp de 1-2
ore, apoi sunt incubate la 36 = 1°C timp de 16-18 ore. Diametrul zonelor de inhibare a

cresterii test-microorganismelor se masoara cu ajutorul sublerului cu exactitate de 0,1 mm.

Determinarea activitdtii antimicrobiene prin aplicarea variantei de trei doze a difuziunii
in agar [240]. Pentru a efectua testarea se prepara trei solutii ale probei standard (Si, S, S3) si
trei solutii din proba testata (Ui, U,, Us). Concentratiile solutiilor care contin doza minima,
medie, maxima trebuie si se deosebeasca in raport multiplu. In caz de necesitate, acest raport
poate fi schimbat. Concentratia solutiei S; trebuie sa fie apropiata de concentratia martor a
solutiei standard recomandatd. Toate solutiile standard si probe se introduc in cilindre ori

godeuri astfel, ca solutiile cu concentratii mari sa fie indepartate unele de altele. Noi am utilizat
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varianta S;U3S;U;S3U,. Numarul minim de cutii in experienta este de 6, astfel ca sa fie asigurata
veridicitatea statistica.

Consecutivitatea adaugarii solutiilor standard si a probelor este urmatoarea: mai intai se
adaugd solutia standard cu cea mai micd concentratie (S1), apoi solutia testatd cu cea mai mica
concentratie (U;). Dupa aceasta se adauga solutiile cu concentratia medie (S; u Uy), ultimele
fiind introduse solutiile cu cea mai mare concentratie (S3 u Us).

Calculul activitatii si analiza dispersionald au fost efectuate in corespundere cu
recomandarile Farmacopeii Europene (experientd randomizatd in trei doze) si sunt expuse
detaliat in compartimentul 2.2.11. In baza rezultatelor obtinute se calculeazi urmatorii parametri
(Tabelul 2.5):

Tabelul 2.5. Sumele valorilor si contrastele

Proba standard S Proba testata U Suma
Doza mica (suma a 6 valori) Si= U=
Doza medie (suma a 6 valori) S, = U, =
Doza mare (suma a 6 valori) S3= Us =
Suma (suma a 18 valori si totala ) = = Z y=
Contrastul liniar L Ls=S;—S1= Lu=U;—-U;= z | =
Contrastul patrati — — — — —

Pentru a verifica corectitudinea realizarii procedurii de testare si de a calcula dispersia
acesteia se efectueaza analiza dispersionald a rezultatelor obtinute. Pentru aceasta se calculeaza
valorile dispersiei pentru 8 surse de dispersie (Tabelul 2.6), utilizand datele primare (diametrele
zonelor de inhibare masurate) si valorile din Tabelul 2.5. Initial se calculeaza coeficientul de

corectie (K), apoi suma patratelor surselor de dispersie.

>yf

Coeficientul de corectie K = N (2.1)
S? +U?

Preparatele = ?Tn -K; (2.2)
2

Regresia =%=E; (2.3)

: L5+ 15
Paralelismul =%—E; (2.4)
2
Patratul = % (2.5)
Q5 +Qf
Diferenta patratului = on - patratul (2.6)
SZ+S52+4S52+UZ4+UZ+U2
Corectii = Rr s 3-; ALkl 2 —K (2.7)
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Total = Z(YZ)—K;

Deviatia = Total — Corectii

(2.8)
(2.9)

Tabelul 2.6. Tabelul de sinteza al analizei dispersionale (test randomizat in trei concentratii)

sursasediperse | SeESe | suma | Pmwtmens o | o
) patratelor <f)

Preparate 1

Regresia 1 >7,13 (P=99 %)

Paralelism 1 <4,02 (P=95 %)

Patratul 1 <4,02 (P=95 %)

Diferensa 1 <4,02 (P=95 %)
atratului

gorec,tii k-1=f1

Deviatia N—-1-fl-m

Total N-1-m

n = numarul de date in grup;
N = numadrul total de date Tn experientd;

m = numarul de date pierdute si substituite;
k = numarul de preparate;
x=numarul de concentratii testate.

Semnificatia deviatiei variantelor se verifica aplicand criteriul Fisher. Este necesara

respectarea cerintelor fatd de parametrii Regresia, Paralelism, Patratul si Diferenta patratului.

Pentru Regresie valoarea criteriului Fisher determinata este mai mare ca valoarea critica (P =

99%), iar pentru ceilalti parametri — mai micéa ca cea critica (P = 95%).

Pentru a gasi valoarea Fge patratele medii ale parametrilor se Impart la patratul mediu al

parametrului Deviatie.

La respectarea conditiilor expuse, se poate trece la calculul activitatii biologice si limitelor

ei de fiducitate.

b:LS+LU__
| x4n '

S

=—"Y, —i'unde
* 3n""Y 3n’

| - logaritmul zecimal al ratiei progresiei geometrice a dilutiilor;

b — coeficientul unghiular;

L, S sin—vezi Tabelele 2.3 si 2.4.

U

My — logaritmul zecimal al activitatii biologice a preparatului testat

M' :yU_yS

Ay — activitatea biologica asteptata

‘M, =M, +1g A, =3,075,C = E/(E - s%?), unde

(2.10)

(2.11)

M'y — diferenta dintre logaritmii activitatii biologice si ai activitatii biologice asteptate.
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Intervalele logaritmice de fiducitate se calculeaza conform relatiei:

cM, +(C-1)oM,,” +8/3x17) (212)

. . R Ig 4, +CM,
Limitele intervalelor de incredere reale sunt egale cu 10 D

Conditiile obtinerii rezultatelor veridice cu aplicarea variantei metodei de difuziune in agar
cu 3 doze sunt urmaitoarele: raportul dintre doud doze consecutive trebuie sd fie constant,
numarul de dilutii de lucru trebuie sa fie acelasi, relatia dintre logaritmul dozelor si diametrul
zonelor de inhibare a cresterii trebuie sa fie reprezentatd prin linie dreapta pe diapazonul dozelor

testate, dreapta pentru proba testata si cea pentru proba standard trebuie sa fie paralele.

Determinarea activitatii antimicrobiene cu aplicarea curbei standard [240]. Din solutia
stoc a standardului se prepara cinci solutii de lucru S;, Sy, S3, Ss4, Ss cu concentratii, care se
maresc in progresic geometricd (Z), in raport multiplu. Concentratia medie (S3) este o
concentratie standard (martor), concentratia S; este cea mai mica, SsC — cea mai mare. Pentru
studiul fiecarei dintre concentratii (afard de martor) se utilizeaza cate trei cutii Petri. Solutia cu
concentratia martor S se adaugi in trei cilindre ori godeuri de pe fiecare cutie. In celelalte trei
cilindre ori godeuri se adauga solutia uneia dintre concentratiile probei standard in alternare cu
solutia de concentratie-martor. Astfel, pentru a obtine curba standard avem nevoie de 12 cutii
Petri.

Dupa incubare in termostat se masoard zonele de inhibare a cresterii microorganismelor-
test. In continuare se calculeazi media diametrelor zonelor de inhibare a solutiei de concentratie-
martor a probei standard in fiecare grup din trei cutii Petri, apoi media diametrelor zonelor de
inhibare a solutiei de concentratie-martor a probei standard in 12 cutii Petri (adicd media dintre
36 de zone de inhibare). Aplicand valoarea diferentei dintre media diametrelor zonelor de
inhibare a solutiei de concentratie-martor a probei standard in 12 cutii Petri si media diametrelor
zonelor de inhibare a solutiei de concentratie-martor a probei standard in fiecare grup din trei
cutii cu o anumitd concentratie, se calculeaza valoarea corectiei pentru diametrul zonei de
inhibare a acestei concentratii. Valoarea corectiei in functie de semn se adaugd ori se scade din
valoarea medie a diametrelor zonelor de inhibare a concentratiei date. Valorile obtinute pentru
cele patru concentratii (afara de martor) se noteaza dj, dy, d4, ds,

Pentru analiza probelor de testat se efectueaza cateva determinari, folosind pentru fiecare
cate 3 cutii Petri, in care se adauga solutia standard in concentratia-martor si solutia probei de
testat cu concentratie apropiata de cea a concentratiei-martor a standardului. Dupa incubare se

masoara zonele de inhibare a cresterii microorganismului-test care sunt generate de prezenta
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concentratiei-martor a solutiei standard si a solutiei de testat. Se calculeaza valoarea medie
pentru valorile zonelor din trei cutii.

Calculul activitdtii antimicrobiene a probelor de testat se efectueazd in doua moduri
diferite: grafic si prin calcul matematic.

Calculul activitatii solutiei testate cu aplicarea metodei grafice. Aplicand metoda celor
mai mici patrate, se calculeazad valorile zonelor de inhibare Dy, si Doy pentru cea mai mica si
cea mai mare concentratie a solutiei probei standard:

Dmin. = (3d; + 2d; + d3- ds) : 5; (2.13)

Dmax. = (3ds + 2d4 + d3-d3) : 5. (2.14)
in conformitate cu care in continuare se construieste curba standard. Pe axa absciselor se depune
valoarea diametrului zonelor calculate, iar pe axa ordinatelor se depune valoarea concentratiilor
corespunzatoare ale probei standard. Diferenta dintre valorile medii ale diametrului zonei de
inhibare a cresterii test-microorganismelor provocate de solutia probei de testat si diametrul
zonei de inhibare provocat de solutia standard cu concentratia-martor se adauga la valoarea
diametrului zonei de inhibare, care corespunde concentratiei-martor de pe curba (Ds3). Dupa
aceea, pe grafic se determina concentratia, care corespunde diametrului stabilit al zonei de
inhibare a cresterii. Concentratia gasitd este inmultitd cu valoarea dilutiei si se calculeaza
activitatea in 1 ml de solutie stoc ori in 1 mg de substanta a probei de testat.

Determinarea activitatii solutiei testate prin aplicarea calculului. Curba care reflecta
dependenta dintre activitatea antimicrobiana a substantei testate si dimensiunea zonei de inhibare
a cresterii microorganismului, dupa substituirea unitatilor de pe axa ordonatelor cu logaritmul
concentratiei (IgC) , se transforma intr-o dreapta descrisa prin formula:

D =a+ b x1gC, unde (2.15)

a — factor liber;

b — coeficient unghiular.

Dupa valorile corectate ale diametrelor zonelor dj, dz, ds, ds pentru solutiile probei
standard cu concentratiile Cy, Cy, Cs, Cs si valoarea medie totald a diametrului zonei ds, care
corespunde concentratiei martor Cs, se calculeaza valorile a si b cu ajutorul metodei patratelor
minime. Deoarece concentratiile C;, Cz, C3, Cy4, Cs constituie o progresie geometrica, formulele
care se aplica pentru calcul sunt urmatoarele:

b = (- 2d;-d, +ds+ 2d5)/10 X ng; (216)
a=d - blgCs, unde (2.17)

Z — ratia progresiei de dilutii; d_ =(dy + dy + d3 + dg + ds)/5.
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Daca in experienta cu o curba standard au fost efectuate n testdri ale probei, logaritmul

valorii medii a concentratiei solutiei testate se calculeaza conform formulei:

IgCU:IgC3+(au — as):b, unde

Cuy — valoarea medie a concentratiei de lucru a probei testate, obtinuta dupd rezultatul a n

testari;

(2.18)

du - valoarea medie a diametrului zonei de inhibare a cresterii, obtinuta in rezultatul a n

testari paralele ale probei (3n cutii);

d s — valoarea medie a diametrului zonei de inhibare pentru concentratia standard

obtinuta in rezultatul acestor testari (cate 3n cutii).

Marimea concentratiei Cy Se calculeaza ca antilogaritm:

C,= antilg (Ig Cu) .

(2.19)

Pentru a obtine valoarea activitatii probei testate (4,), valoarea Cy se inmulteste cu

valoarea dilutiei din experientd — }/ .

2.2.3. Metoda de determinare a biomasei microorganismelor

Pentru a evita necesitatea separdrii, uscarii si cantdririi culturilor patogene, masa

microorganismelor a fost calculatd indirect, prin aplicarea procedurii de calculare a volumului
mediu al celulei si aplicarea valorii de densitate p=1. Dimensiunile, volumele si masele medii ale

celulelor culturilor utilizate in studiu sunt trecute in Tabelul 2.7. De asemenea, in tabel este

trecuta si masa celulara continutd intr-un ml standard McFarland pentru fiecare cultura.

Tabelul 2.7. Parametrii de calcul al biomasei culturilor microbiene

Parametrii celulelor Masa Masa _(_mg)
unei culturii per
Cultura ul ml
r, um h,ym | V,um® | V, mm® celute, standard
My 0,5McE
Staphylococcus -10 -10
:t * *
aureus ATCC 25923 0,64+0,038 0 0,6200 | 6,2*10 6,2*10 0,093
gggé”“s cereus IMCK | 5440061 | 3.5402 | 27475 | 27%10° | 2.7%10° | 0,405
Escherichia coli 0,5540,036 | 27403 | 21195 | 2.12%10° | 2,12%10° | 0318
ATCC 25922 T T ’ ' ' '
iggselua SOMETATCC | 03740020 | 2.6+0.1 | 0,73476 | 7,3+10% | 7,3+107 |  0,1095
Salmonella enterica 9 9
:i: :|: * *
(S.abony FHCK03/03) 0,54 3,9+0,1 | 3,0301 | 3,03*10° | 3,03*10 0,4545
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2.2.4. Obtinerea extractelor celulare

Cantitatea necesard de biomasd se determind cu aplicarea metodei descrise 1n
compartimentul 2.2.3. Extractele celulare se obtin din biomasa dupa spalarea celulelor cu solutie
tampon fosfat (pH 7,0). Dupa aceasta biomasa (cantitatea de 100 mg) se resuspendeaza in
tampon fosfat pentru distrugerea peretelui celular si a membranei citoplasmatice. in acest scop se
aplica perlele de sticla cu dimensiunea 150-212 pm (Sigma) in cantitate de 0,1 g. Perlele se
amesteca cu suspensia celulard si se amesteca pe vortex timp de un minut cu intervalul de 5 min.
cu racire cu gheata. Lizatul se centrifugheaza la 8000 rpm, la temperatura de 4°C timp de 10

min., iar supernatantul se depoziteaza in frigider la 4°C pana la utilizare [205].

2.2.5. Determinarea capacititii antioxidante totale cu utilizarea radicalului cation ABTS"".

Metoda de determinare a capacitatii antioxidante totale cu aplicarea ABTS (2,2 azinobis 3-
etilbenzotiazolina-6- a acidului sulfonic) [192] este utilizatda in ultimii ani tot mai activ pentru
stabilirea activitatii antioxidante a substantelor de diferitd natura. A fost selectata aceasta
metoda, deoarece, in conformitate cu datele din literatura, ea se aplica cu succes la analiza
complexelor de substante si nu numai a substantelor pure.

Radicalul ABTS este generat prin oxidarea ABTS (2,2 azinobis 3-etilbenzotiazolina-6- a
acidului sulfonic). Reducerea radicalului format are loc prin mecanismul de aditionare de
electroni. In calitate de echivalent pentru calculul cantitativ in aceasti metodd se utilizeazi
troloxul, compus hidrosolubil cu activitate antiradicalica similarad tocoferolului. Rezultatele
testului pot fi exprimate in % inhibitie (pentru compararea rezultatelor in interiorul testului) si
TEAC (trolox equivalent antioxidant activity) pentru compararea cu antioxidantii de alta natura.

Oxidarea ABTS in scopul formarii radicalului cation ABTS™ se realizeazi cu utilizarea
persulfatului de potasiu. Pentru aceasta se prepara solutia stoc a reagentului ABTS de 7 mM in
apa deionizatd, la care se adaugd persulfatul de potasiu in concentratie de 2,45 mM 1n raport de
1:1. Reactia de formare a radicalului ABTS decurge la intuneric, la temperatura camerei, timp
de 16 ore. Solutia de lucru se prepara din solutia stoc de ABTS, care se dizolva in etanol sau apa
distilata pana la stabilizarea valorii absorbantei la 0,700 £ 0,020 unitati la lungimea de unda de
734 nm.

Pentru analiza se utilizeaza 0,3 ml extract bacterian si 2,7 ml solutie ABTS. Reactia de
reducere decurge la temperatura camerei timp de 6 min., iar procentul de inhibitie se calculeaza
conform ecuatiei:

% inhibitie =(Absi=o - AbSt=g min.)/AbSt=o * 100, (2.20)
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unde AbSi= min. este valoarea absorbantei de 0,700 + 0,020 la 734 nm a solutiei ABTS ™, iar
ADSi=6 min. este valoarea absorbantei dupa incubare.
Valoarea indicelui TEAC este exprimatd in uM Trolox/mg biomasd si se calculeaza

utilizand curba de calibrare pentru Trolox.

2.2.6. Metoda de determinare a activitatii catalazei

Pentru determinarea catalazei a fost aplicatd metoda spectrofotometrica propusa de Aeby
in 1984 [17]. Principiul metodei constd in determinarea vitezei de descompunere a peroxidului
de hidrogen de catre catalaza continutd in proba, in urma acestei reactii se formeaza apa si
oxigen.

Proba in cantitate de 100 mg se mojareaza la rece cu tampon extractiv (2 ml tampon K, Na-
fosfat, 50 mM, pH 7,8 + 20 pl solutie de felilmetilsulfonilfluorura de 100 mM). Omogenizatul se
trece in tub Ependorf si se centrifugheaza timp de 5 min. la 12 000 g. Amestecul reactant se
prepara prin adaugarea la proba (30 ul) a 2,95 ml tampon K, Na-fosfat, 50 mM, pH 7,0 si 20 ul
peroxid de hidrogen de 0,6M. Proba de control se pregiteste analog, dar nu contine peroxid de
hidrogen. Se efectueaza spectrofotometria probei in ultraviolet la 240 nm cu un interval de 100 s.

Calcului activitatii catalazei pe gram de substanta uscata se face conform formulei [148]:

A=(2,3t"1g(E1/E2)-X)/m, (2.21)

unde: A — activitatea catalazei in unitati conventionale pe g de substanta uscata; E1 si E2 —
valoarea densitatii optice initial si peste 100 s, X — dilutia probei; t — timpul de reactie; m —masa

probei.

2.2.7. Metoda de determinare a activitatii superoxiddismutazei

Determinarea activitdtii superoxiddismutazei (SOD) a fost realizatd in baza principiului
bazat pe capacitatea enzimei de a inhiba reactiile fotochimice de reducere a tetrazoliului
nitroalbastru in conformitate cu metoda propusa de Giannopolitis si Ries in 1977 [83], cu
modificarile ulterioare.

Proba in cantitate de 100 mg se mojareaza la rece cu tampon extractiv (2 ml tampon K, Na-
fosfat, 50 mM, pH 7,8 + 20 pl solutie de felilmetilsulfonilfluorura de 100 mM). Omogenizatul se
trece in tub Ependorf si se centrifugheaza timp de 5 min. la 12 000 g. Amestecul reactant se
pregateste cu utilizarea a 100 pl extract bacteria,n la care se adauga 0,5 ml solutie de 0,05%
tetrazoliu nitroalbastru, 0,9 ml tampon K, Na-fosfat, 50 mM, pH 7,8 si 20 ul solutie de 0,24%
EDTA. Pentru fiecare proba se prepara doud eprubete de lucru identice dupa cum este descris

mai sus. Una dintre eprubete se plaseaza la intuneric si serveste in calitate de martor de intuneric.
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Cea de-a doua eprubeta se expune la lumina. Afara de aceasta sunt preparate si probele martor,
din care lipseste extractul bacterian care sunt destinate pentru a efectua calculul cantitatii
maximale de formazan format. Eprubetele cu martorul contin in loc de extractul bacterian,
100 ul tampom K, Na-fosfat de 50 mM cu pH 7,8.

Reactia este initiatd prin addugarea a 20 pl de solutie de 0,025% riboflavina (se adauga in
toate eprubetele incluse in studiu). Eprubetele cu controlul de intuneric si cele cu martorul
experientei se plaseaza in loc ferit de razele de lumind. Celelalte eprubete se plaseaza sub 2
lampi luminiscente cu puterea de 18W pentru 15 min. Reactia este opritd prin deconectarea
luminii. Densitatea optica se citeste la lungimea de unda de 560 nm, imediat dupa deconectarea
luminii, iar 1n caz ca intre deconectare si masurari existd un interval de timp, probele se plaseaza
la Intuneric.

Drept unitate de activitate SOD este consideratd cantitatea de enzimd, care poate inhiba
reactia de reducere a tetrazoliului nitroalbastru la nivel de 50%. Pentru a calcula valoarea
densitatii optice corespunzatoare unei unitati de activitate SOD valoarea E care corespunde
nivelului maximal de formare a formazanului se imparte la 2 si se considera a fi egala cu 50%
inhibitie.

Calculul activitatii SOD la unitate de masa se efectueaza conform formulei:

A=(a-V-X)/m, unde (2.22)

a=1- (Eprobé'0,5)/(Eformazan/2), (2.23)

A — activitatea enzimei SOD; V — volumul extractului; X — dilutia extractului; Eprops —
densitatea opticd masuratd pentru proba; Efomazan — densitatea opticd a probei cu formarea
maximald de formazan.

De asemenea, calculul poate fi efectuat in valori de activitate a SOD dupa indicele
cantitativ de formare a formazanului. Pentru aceasta se aplica urmatoarea formula de calcul:

F=(AE-X)/7,2'm, unde (2.24)

F — cantitatea de formazan formata la unitate de masa; AE — diferenta dintre densitatea
opticd a probei cu formarea maximald a formazanului si cea a probei de cercetat; X — dilutia
extractului bacterian; 7,2 — valoarea coeficientului de extinctie al formazanului la lungimea de

undi de 560 nm, in mM ™ cm™; m — masa absolut uscati a probei.

2.2.8. Determinarea continutului de peroxid de hidrogen
Testul de determinare a peroxidului de hidrogen se referd la domeniul de monitorizare a
nivelului stresului oxidativ. Continutul de peroxid de hidrogen se determina in corespundere cu

metoda elaborata de Bellincampi si coautorii in anul 2000 [31]. Metoda este bazatd pe oxidarea
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ionilor Fe* cu peroxid de hidrogen cu formarea ionilor Fe®*". Acestia din urma formeaza
compusi colorati cu oranjul de xilen.

100 mg biomasd se mojareazi cu 1 ml de acetond ultrarece (-18°C). Omogenizatul se
centrifugeaza timp de 10 min. la 12 000 g, la 0,25 ml supernatant se adauga 0,25 ml oranj de
xilen (Mod de preparare: 260 pl acid sulfuric concentrat se dilueaza cu un volum mic de apa
distilata, se adauga 9,5 mg de sare Mohr (FeSO4:(NH4),SO4-6H,0). Intr-un alt volum de apa se
dizolva 7,6 mg oranj de xilen. Ambele solutii se amestecd. Se adauga 1,822 g sorbitol, iar
volumul se ajusteaza la 50 ml. Proba martor contine 0,25 ml acetona si 0,25 ml oranj de xilen.

Probele se mentin timp de 45 min. la temperatura camerei. Amestecul reactant se
centrifugheaza timp de 5 min. la 10 000 g, dupa care se masoara densitatea optica la lungimea
de unda de 560 nm. Calculele se realizeaza cu utilizarea curbei de calibrare obtinuta pentru
domeniul de concentratii de la 200 la 1500 ng peroxid de hidrogen pe ml [188]. Pentru obtinerea
valorii peroxidului de hidrogen in uM/g substanta uscata se aplica formula:

C=((K-V-X)/m))/880, unde (2.25)

C — concentratia de HyO, in uM/g substantd; K — concentratia de HyO, determinata
conform curbei de calibrare in ng/ml; V — volumul extractului; X — dilutia extractului; m — masa

uscatd a probei; 880 — coeficientul de transferare a ng de peroxid de hidrogen in pM.

2.2.9. Determinarea nivelului de peroxidare a lipidelor

Nivelul de peroxidare a lipidelor este determinat indirect, prin monitorizarea produsului
peroxidarii — dialdehidei malonice (DAM). Cantitatea de DAM este determinatd in baza
acumularii produsului de reactie al acesteia cu acidul tiobarbituric [129].

La 100 mg biomasd se adaugd 1 ml acid tricloracetic de 20% si se mojareaza la rece.
Omogenatul se centrifugheaza timp de 5 min. la 12 000 g. Cate 0,4 ml supernatant se transfera
in 2 eprubete cu dop. In prima eprubeti se adauga 0,4 ml acid tricloracetic de 20% — aceasta
eprubeti serveste in calitate de martor. In cealaltd eprubeti se adaugi 0,4 ml acid tiobarbituric de
0,5%. Probele se supun incubdrii pe baia de api la temperatura de 100°C timp de 30 min., dupa
care se racesc la temperatura camerei. Masurarile se efectueaza la spectrofotometru la lungimea
de unda de 532 nm si la 600 nm pentru corectarea absorbantei nespecifice [102].

Pentru efectuarea calculelor cantitatii de DAM se aplica coeficientul de extinctie
e=155 mM™cm™. Formula de calcul este urmatoarea:

C=(AE/155)-X-V)/m, unde (2.26)
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C — concentratia de DAM in mM/g substanta uscatd; AE — diferenta de densitate optica la
532 si 600 nm; 155 — coeficientul de extinctie (vezi mai sus); X — dilutia probei; V — volumul de

extract, masa uscata.

2.2.10. Analiza statistica a datelor

Toate rezultatele experimentale obtinute au fost supuse analizei statistice uzuale cu
aplicarea instrumentelor statisticii descriptive (calculul mediilor aritmetice, abaterii standarde,
coeficientului de variatie si limitelor fiduciale), statisticii inferentiale (testele de valabilitate si
testele de semnificatie) si analizei dispersionale (monofactorial). Calculul indicatorilor statistici a
testul Student si testul Fisher [11].

Pentru metodele de determinare a activitatii biologice antimicrobiene a preparatelor au fost
aplicate metode de analiza statisticd standard recomandate de monografiile farmacopeice pentru

astfel de teste, care sunt descrise in compartimentul 2.2.2 [240].

2.3. Concluzii la capitolul 2

1.  Pentru realizarea tezei de doctor in calitate de obiecte de studiu au fost utilizare 5 tulpini de
referintd de microorganisme patogene (doua Gram-pozitive si trei Gram-negative), si
tulpini izolate clinic, care au permis de a evidentia corect si la nivel metodologic adecvat
activitatea antimicrobiana a compusilor chimici noi.

2. In calitate de inhibitori ai cresterii si dezvoltdrii microorganismelor patogene au fost testati
numerosi compusi chimici, care au fost clasificati in patru grupuri: 1) compusi coordinativi
ai cuprului(IT) care contin 4-feniltiosemicarbazona 2-formilpiridinei si sulfanilamide; 2)
compusi coordinativi ai Cu(ll) cu 4-(dimetilfenil)tiosemicarbazone 2-formilpiridinei; 3)
compusi coordinativi ai Cu(ll), Co(ll), Zn(II) cu diferiti liganzi; 4) propenone aromatice cu
grupe tioamidice sau izotiocian.

3. Metodele microbiologice si protocoalele de calcul aplicate in cercetare sunt orientate spre
stabilirea parametrilor calitativi si cantitativi ai actiunii antimicrobiene a compusilor testati.

4. Pentru realizarea calculului corect al parametrilor biochimici raportati la masa microbiana
este propusa metoda indirectd de determinare a biomasei microbiene cu utilizarea metodei
bazate pe masurari dimensionale.

5. Metodele biochimice utilizate in cercetare sunt orientate spre elucidarea mecanismelor de

actiune antimicrobiand a compusilor testati in aceasta lucrare.
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3. ACTIVITATEA ANTIMICROBIANA A UNOR COMPUSI CHIMICI NOI

Progresul stiintei in ceea ce priveste studiul biologiei microorganismelor patogene,
acumularea de noi date despre genomul integru al acestora, particularitatile de expresie a genelor
de interes, mecanismele de protectie si rezistentd la preparatele antimicrobiene a condus la
grave cauzate de microorganisme rezistente la medicamente [226]. O directie de interes deosebit
in cercetareca modernd, de asemenea, in descoperirea de noi tinte, netraditionale, pe care pot
actiona preparatele sintetice si naturale, capabile de a manifesta efecte bacteriostatice si
bactericide. In aceastd ordine de idei putem mentiona Lipidul II, un precursor esential pentru
biosinteza peretelui celular, ancorat de membrana, care poate fi tintd pentru vancomicina, la
antibiotice, manopeptimicine si ramoplanine. In asemenea conditii acest compus ar putea fi
utilizat pentru tratamente antimicrobiene principial noi [35]. Astfel, studiile contemporane pun in
evidentd o gamad variatd de compusi-tintd pentru actiunea antibioticelor, dar si de enzime si
molecule cu efecte inhibitoare, care urmeazi a fi testate in calitate de remedii terapeutice
principial noi. in pofida faptului ci companiile sunt reticente in a investi in crearea si lansarea de
noi antibiotice, proces care ocupa in medie 5-8 ani, cu riscuri majore de esec la fiecare etapa de
cercetare si aprobare, cercetdtorii din domeniul biotehnologiei, microbiologiei, biologiei
moleculare, medicinei trebuie sa continue investigatiile in acest domeniu, tindnd cont atat de
traditiile vechi, cat si de cele principial noi.

In aceasta ordine de idei se evidentiazi o directie importanti de cercetare — proiectarea de
noi medicamente si obtinerea lor prin procedee de sinteza chimici [43]. In calitate de modele de

cercetare in aceasta lucrare au fost utilizati compusi chimici noi.

3.1. Premisele stiintifice ale cercetarii

Actualmente se observa cresterea interesului pentru compusii chimici sintetici, printre care
se evidentiazd mai multe categorii de perspectivd. Pe primul loc sunt compusii cu continut de
metale. Acestia sunt cunoscuti in calitate de substante cu efect antimicrobian: metalele distrug
filmele bacteriene rezistente la actiunea antibioticelor, exercita activitate bactericida sinergica cu
alte biocide, inhiba selectiv cdile metabolice bacteriene si distrug tulpinile multirezistente de
microorganisme patogene, dar mecanismele lor de actiune au fost un timp indelungat absolut
neclare. Studii recente indica asupra faptului ca diferite metale provoaca numeroase dezordini in
celulele microbiene. De cele mai multe ori cauza dezordinilor este stresul oxidativ, disfunctiile

proteice si deterioarea membranelor celulare — efecte generate de actiunea ionilor metalici [135].
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Stresul oxidativ provocat de metalele cu valentd variabila este determinat de implicarea
acestora in reactiile de formare a radicalilor liberi si speciilor reactive ale oxigenului in cadrul
reactiilor Fenton si Haber-Weiss. Diferite aspecte ale stresului oxidativ provocat de metale sunt
elucidate in capitolul urmator. Dezordinile la nivelul proteinelor microbiene sub influenta
metalelor de cele mai multe ori sunt produse in imediata apropiere de site-urile de legare a
metalelor. In reactie este implicat unul sau cateva reziduuri aminoacidice. Cei mai receptivi
aminoacizi sunt histidina, arginina, lizina si prolina, iar in urma oxidarii catalizate de prezenta
ionilor metalici, din acestia se formeaza derivatii carbonilici. Oxidarea aminoacizilor din
componenta lanturilor proteice conduce la pierderea proprietatilor catalitice ale acestora ori la
declansarea unui proces activ de degradare a proteinei [212]. Astfel, metalele pot determina
deteriorarea site-specifica a moleculelor proteice, iar aceste deteriorari, la randul lor, pot fi cauza
toxicitatii metalelor fatd de celulele microbiene [135].

Dezorganizarea membranelor bacteriene sub influenta actiunii metalelor este produsa pe
mai multe cdi. Una dintre ele este analoagd cu mecanismul descris anterior. In cazul cand
procesului de oxidare sunt supuse nu enzimele, ci proteinele structurale ale membranei
citoplasmatice, degradarea acestora conduce la aparitia breselor mecanice care perturbeaza
mecanismele de transport celular si permeabilitatea selectiva. Drept urmare, celulele por fi
distruse ca rezultat al unui proces eronat de comunicare cu mediul extracelular.

O alta cale de distrugere a membranelor celulare sub actiunea metalelor este procesul de
peroxidare a lipidelor, care constituie baza structurala si functionald a membranelor. Radicalii
liberi formati ca rezultat al reactiilor Fenton si Haber-Weiss, in special radicalul hidroxil, ataca
activ catenele acizilor grasi din componenta fosfolipidelor membranare, ceea ce conduce la
acumularea activa in mediul celular a produselor de reactie ale acidului tiobarbituric. Unii autori
insa, pun sub semnul intrebarii acest mecanism la procariote, deoarece membranele acestora
contin preferential acizi grasi mononesaturati, care sunt supusi peroxidarii induse Intr-o masura
redusa [110, 135].

Genotoxicitatea este un alt mecanism, care determina toxicitatea metalelor fata de celulele
bacteriene. Moleculele de ADN sunt atacate activ de radicalii liberi formati in urma implicarii
metalelor cu valentd variabild in reactia Fenton. Aparitia dezordinilor in structura acestor
biopolimeri este un factor determinant in moartea celulara [138].

Printre metalele de tranzitie cu efecte biologice pronuntate se regaseste si cuprul.
Activitatea lui biologicd este confirmata prin posibilitatea ionului de cupru de a se lega cu
biomoleculele, prioritar cu proteinele si acizii nucleici cu care formeaza diversi complecsi [91,

92].
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Interesul fatd de complecsii de Cu este generat de utilizarea lor potentialda ca agenti
antimicrobieni, antivirali, antiinflamatori, antitumorali, inhibitori ai diferitor enzime [109]. Este
cunoscut faptul ca complecsii de Cu (II) ai preparatelor antiinflamatoare nesteroide nu numai ca
prezinta activitate antiinflamatoare performanta, dar se caracterizeaza si prin toxicitate redusa
fatd de tesuturile sandatoase. Desi compusii cuprului sunt de perspectiva in calitate de preparate
cu efect antiinflamator, cercetdrile de ultima ora sunt concentrate asupra potentialelor proprietati
chimioterapeutice ale compusilor pe baza de cupru. Activitatea antivirala si antibacteriana a Cu
(IT) este incontestabila. Studiul in domeniul elaborarii teoretice, sintezei si testarii complexelor
de cupru se considera de perspectiva pentru obtinerea preparatelor antivirale si antimicrobiene,
active inclusiv fata de HIV, HIN1 si bacteriile ce manifesta rezistenta multipla [133, 169].

Complecsii de cupru prezinta o activitate biologica diversa in vitro, pornind de la efectele
lor antimicrobiene si antiinflamatoare, pana la cele citostatice si de inhibare a activitatii unor
enzime de interes. La nivel molecular compusii cuprului (prin ionul de cupru) interactioneaza
direct cu proteinele si ADN, ceea ce conduce la denaturarea structurii acestora. Un mod indirect
de actiune a compusilor de cupru constd in manifestarea acelorasi efecte asupra biopolimerilor,
ca si in cazul cuplarii directe, dar generate de prezenta speciilor reactive ale oxigenului, formate
cu participarea ionilor de Cu(ll) [109].

Compusii heterociclici cu continut de azot devin tot mai populari datoritd varietatii
efectelor biologice, pe care acestia le manifestd, inclusiv datoritd proprietdtilor antibacteriene
[111]. Aceste proprietati sunt atribuite prezentei functiei reactive keto o, f-nesaturate, care poate
fi alteratd in functie de tipul si pozitia substituentilor in inelul aromatic. Compusii din aceasta
categorie de diferita componenta si geometrie au demonstrat activitate antimicrobiana fata de
microorganismele Gram-pozitive: Staphylococcus aureus MTCC 96 si alte tulpini, Streptococcus
pyogenus MTCC 443 si bacteriile Gram-negative: Escherichia coli MTCC 442 si alte tulpini,
Pseudomonas aeruginosa MTCC 2488, precum si fata de fungii Candida albicans MTCC 227,
Aspergillus niger MTCC 282 si Aspergillus clavatus MTCC 1323 [91, 92, 179]. Varietatea
grupurilor distinctive de microorganisme asupra carora compusii heterociclici cu continut de azot
au efecte antibiotice trezeste interesul fata de cercetarile ulterioare in acest domeniu.

Cele expuse mai sus argumenteaza selectarea obiectului de studiu, si anume compusii
coordinativi ai cuprului (IT) cu diferiti liganzi si propenonele aromatice in calitate de substante cu
posibile efecte antimicrobiene asupra tulpinilor de referinta si tulpinilor izolate clinic ale
microorganismelor patogene. Patru grupuri de compusi au fost testate ca posibili agenti

antimicrobieni, iar rezultatele obtinute sunt expuse in compartimentele ce urmeaza.
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3.2. Activitatea antimicrobiand a compusilor chimici noi ai Cu(Il) care contin
4-feniltiosemicarbazona 2-formilpiridinei si sulfanilamide asupra tulpinilor de referinta

Compusii testati in calitate de substante cu efect bacteriostatic si bactericid, examinati in
acest compartiment al lucrarii, au fost sintetizati ca rezultat al interactiunii solutiilor etanolice
fierbinti (50-55°C) ale hidratilor clorurii sau nitratului de cupru (2%) cu 4-feniltiosemicarbazona
2-formilpiridinei si una din sulfanilamidele: Streptocid, sulfacil, norsulfazol, etazol, sulfazina si
sulfadimezina luate in raportul molar 1:1:1. Reactia decurge in 50-60 min. Mecanismul reactiei
date consta in deprotonizarea grupei tiolice a 4-feniltiosemicarbazonei 2-formilpiridinei in
prezenta azotului piridinic al azometinei si coordinarea anionului format la ionul de cupru(2*) ca
ligand N,N,S-tridentat monodeprotonizat. Formula generala si cele particulare ale compusilor
sunt prezentate in capitolul 2, compartimentul 2.1.7. Continutul de cupru constituie de la 9,62
pana la 12,16% din compusul integru.

Aprecierea activitdtii antimicrobiene a noilor compusi chimici a fost realizatd cu aplicarea
metodei dilutiilor succesive. Pentru a demonstra performanta acestora am inclus in experienta
compusii initiali, care au fost supusi reactiei, si antisepticul de referintd furacilina. Rezultatele
obtinute, de asemenea, au fost comparate cu rezultatele activitatii antimicrobiene caracteristice
complexului cuprului cu tiosemicarbazona 2-formilpiridinei — un compus cunoscut, care
manifesta cea mai inaltd activitate fata de bacteriile din specia Bacillus cereus dintre substantele
din sirul tiosemicarbazonic, cunoscute in literatura la momentul realizarii cercetarilor [Ello
2007]. Rezultatele obtinute la testarea celor 12 compusi noi ai cuprului (I1) cu 4-feniltiosemi-
carbazona 2-formilpiridinei si sulfanilamide cu utilizarea a doud tulpini de referintd de bacterii
Gram-pozitive — Staphylococcus aureus si Bacillus cereus sunt prezentate in Tabelul 3.1.

Concentratiile minime inhibitorii fata de tulpina de referinta Staphylococcus aureus ATCC
25923 s-au incadrat intre 0,018 si 18,75 pg/ml. Trei dintre compusii testati au demonstrat fata de
aceasta tulpina activitate mai joasa, comparativ cu antisepticul de referinta — furacilina, pentru
care concentratia minimd de inhibitie a culturii de referinta de stafilococ a fost de 2,34 pg/ml.
Cea mai performanta activitate antimicrobiana fata de Staphylococcus aureus ATCC 2592 a fost
inregistratd pentru compusul di(u-S)-bis{[2-(4-aminobenzensulfamido)-pirimidin]-nitrato-[2-
picoliden-4-feniltiosemicarbazido-(1-)]cupru}, CMI fiind de 18 ng/ml, iar CMB — de 70 ng/ml.

Rezultatele prezentate in Tabelul 3.1 demonstreaza o activitate antimicrobiana foarte Tnalta
a compusilor testati fatd de complexul cuprului cu tiosemicarbazona 2- formilpiridinei, care la
momentul cercetarii era considerat unul dintre compusii de acest tip cu cea mai nalta activitate
fata de specia Bacillus cereus. Compusii initiali, din care s-a realizat sinteza compusilor

coordinativi noi (clorura si azotatul de cupru (II); 4-feniltiosemicarbazona 2- formilpiridinei;
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streptocidul; sulfacilul; norsulfazolul; etazolul; sulfazina si sulfadimezina), au manifestat nivel
diferit de activitate antibacteriana, dar care pentru toate variantele a fost mai mare de 300 pg/ml.
Din aceasta cauza ele au fost trecute in tabel ca o singura pozitie, care demonstreaza, ca
proprietatile compusilor chimici noi testati se datoreaza structurii lor integre, si nu actiunii

anumitor precursori de sinteza din care acestia provin.

Tabelul 3.1. Activitatea antimicrobiana a compusilor coordinativi ai Cu(II) cu 4-feniltiosemi-

carbazona 2-formilpiridinei si sulfanilamide fata de microorganismele Gram-pozitive (ug/ml)

Microorganismele Gram-pozitive
Compusul Staphylococcus aureus ATCC | Bacillus cereus THCK 8035
25923
CMI CBM CMI CBM
CasgH33Cl2Cu2N1204S4 9,37 75,0 4,69 9,37
C3gH33Cu 2N14010S4 0,29 2,34 0,009 0,009
C42H42Cl2Cu2N1206S4 1,17 4,69 4,69 18,75
C2H42CuzN14012S4 0,07 0,58 0,29 2,34
Ca4H40Cl2CuU2N1404S6 18,75 > 300 0,07 0,58
Ca4H10CusN16010S6 9,37 75,0 > 300 > 300
C6H46Cl2CU2N1604S6 2,34 9,37 2,34 4,69
Ca6H16CU2N15010S6 0,14 0,29 0,58 0,58
CaeH42Cl1,.CUaN1604S4 1,17 1,17 2,34 3,34
C6H42CuzN15010S4 0,018 0,07 0,009 0,009
CsoHs0Cl2Cu2N1604S4 2,34 2,34 2,34 9,37
CsoHs0CuzN15010S4 0,58 4,69 18,75 > 300
Compusii initiali®” > 300 > 300 > 300 > 300
Furacilina 2,34 9,37 4,68 4,68
Compus cunoscut[67] 1250 40000 5000 40000

Nota: a)Compusii initiali — CuCl,*2H,0; Cu(NO3),*3H,0; 4-feniltiosemicarbazona 2- formil-
piridinei; streptocidul; sulfacilul; norsulfazolul; etazolul; sulfazina; sulfadimezina; compusul
cunoscut — complexul cuprului cu tiosemicarbazona 2- formilpiridinei [Ello 2007].

O situatie similara a fost depistatd si in cazul aprecierii efectului antimicrobian al celor 12
compusi noi asupra tulpinii de referinta Bacillus cereus TMCK 8035. Valoarea CMI pentru acesti
compusi a fost intre 0,009 si 18,75 pg/ml, doar doi dintre ei fiind mai putin activi fatd de
antisepticul de referinta furacilina, pentru care CMI fata de Bacillus cereus TUCK 8035 a fost de
4,69 pg/ml. Doi dintre compusii noi testati, si anume di(u-S)-bis{(4-aminobenzensulfamid)-
nitrato-[2-picoliden-4-feniltiosemicarbazido-(1-)]-cupru} si di(u-S)-bis{[2-(4-aminobenzensulfa-
mido)-pirimidin]-nitrato-[2-picoliden-4-feniltiosemicarbazido-(1-)Jcupru} au demonstrat o
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activitate foarte inalta fata de Bacillus cereus 'MCK 8035, CMI si CMB fiind de 9 ng/ml. Ambii
compusi s-au manifestat ca fiind foarte activi si fatd de cultura de stafilococ. Compusii initiali
utilizati pentru sintezd, precum si compusul cunoscut au demonstrat capacitati antimicrobiene
modeste fata de tulpina de referinta analizatd. Generalizand cele expuse mai sus, mentiondm, ca
fata de tulpinile de referinta ale bacteriilor Gram-pozitive (Staphylococcus aureus ATCC 2592
si Bacillus cereus TMCK 8035) evidentiem doi compusi cu activitate foarte inalta — di(u-S)-
bis{(4-aminobenzensulfamid)-nitrato-[2-picoliden-4-feniltiosemicarbazido-(1-)]-cupru} si di(u-
S)-bis{[2-(4-aminobenzensulfamido)-pirimidin]-nitrato-[2-picoliden-4-feniltiosemicarbazido(1)]
cupru}, ambii fiind sintetizati cu utilizarea precursorului Cu(NO3),*3H,0. In calitate de
sulfanilamidd primul compus contine streptocid, iar cel de-al doilea — sulfazina.

Rezultatele obtinute la testarea efectului antimicrobian al compusilor noi asupra bacteriilor

Gram-negative sunt prezentate in Tabelul 3.2.

Tabelul 3.2. Activitatea antimicrobiand a compusilor coordinativi ai Cu(II) cu 4-feniltiosemi-

carbazona 2-formilpiridinei si sulfanilamide fata de microorganismele Gram-negative (ug/ml)

Microorganismele Gram-negative
Compusul Escherichia coli Shigella sonnei Salmonella enterica
ATCC 25922 ATCC 25931 (S. abony ruck
03/03y)

CMI CBM CMI CBM CMI CBM

C3gH33Cl,CuaN1,04S, 9,37 75,0 9,37 18,75 18,75 75,0
C3gH33Cu 2N14010S4 1,17 1,17 0,58 1,17 1,17 2,34
C42H42Cl,CusN1,06S4 4,69 9,37 1,17 4,69 2,34 2,34
C42H42CusN 140158, 37,5 > 300 0,29 2,34 2,34 37,5
Cu4H20Cl,CusN1404S6 0,29 4,69 0,29 0,58 0,58 1,17
CasH40CusN16010Se > 300 > 300 9,37 75,0 9,37 75,0
C46H16C1,CUaN1604Ss 4,69 9,37 4,69 18,75 4,69 9,37
C46H16CU2N18010Se 0,58 0,58 1,17 2,34 2,34 4,69
C46H42C|2CU2N1604S4 2,34 9,37 2,34 9,37 1,17 2,34
C46H42CU2N18010Ss 0,58 4,69 1,17 9,37 1,17 4,69
Cs0Hs0Cl,CuaN1604S4 4,69 9,37 1,17 1,17 2,34 2,34
CsoHs0Cu,N18010S4 18,75 > 300 18,75 > 300 9,37 150,0
Compusii initiali® > 300 > 300 > 300 > 300 > 300 > 300
Furacilina 2,34 9,37 2,34 4,68 4,68 4,68

Compus cunoscut [67] 1250 40000 n/t n/t n/t n/t

Nota: a)Compusii initiali — CuCl,*2H,0; Cu(NO3),*3H,0; 4-feniltiosemicarbazona 2- formil-
piridinei; streptocidul; sulfacilul; norsulfazolul; etazolul; sulfazina; sulfadimezina; compusul
cunoscut — complexul cuprului cu tiosemicarbazona 2- formilpiridinei [Ello 2007]; n/t nu a fost
testat.
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Din cei 12 compusi noi testati, 4 au manifestat activitate antibacteriand mai 1nalta,
comparativ cu antisepticul de referinta — furacilina, fata de tulpina de referinta Escherichia coli
ATCC 25922. Acestia au fost di(u-S)-bis{(4-aminobenzen-sulfamid)-nitrato-[2-picoliden-4-
feniltiosemicarbazido-(1-)]-cupru}; di(u-S)-bis{[2-(4-aminobenzensulfamido)-pirimidin]-nitrato
-[2-picoliden-4-feniltiosemicarbazido-(1-)]cupru}; di(u-S)-bis{[2-(4-aminobenzensulfamido)
tiazol]-cloro-[2-picoliden-4-feniltiosemicarbazido-(1-)]cupru} si di(u-S)-bis{[2-(4-aminobenzen-
sulfamido)-5-etil-1,3,4-tiadiazol]-nitrato-[2-picoliden-4-feniltiosemicarbazido-(1)]-cupru}. CMI
inregistrata pentru acesti 4 compusi a constituit 0,29-1,17 pg/ml fata de 2,34 pg/ml la furacilina.

Activitatea antimicrobiana a compusilor din acest grup fata de Shigella sonnei ATCC
25931 a fost, de asemenea, inalta. Valorile CMI se inscriu intre 0,58 si 18,75 pg/ml. Opt dintre ei
au fost mai activi, comparativ cu furacilina, CMI constituind 2,34 pg/ml..

Aceleasi intervale pentru CMI au fost inregistrate si pentru tulpina de referintd Salmonella
enterica (S. abony TMCK 03/03y). Trebuie sa mentiondm, ca aceasta cultura este mai rezistenta
fatd de furacilind, CMI fiind de 4,68 pg/ml. Din numarul total de compusi ai Cu(II) cu 4-fenil-
tiosemicarbazona 2-formilpiridinei si sulfanilamide, doar doi au demonstrat activitate putin mai
joasd ca furacilina, restul fiind la nivelul acesteia sau depasind activitatea ei antimicrobiana.
Compusii initiali utilizati la sintezd si compusul cunoscut cu structurd asemanatoare au
demonstrat activitate antibacteriand redusa fata de bacteriile Gram-negative testate. Din lista
compusilor cu activitate fatd de microorganismele Gram-negative mentionam cei doi compusi,
care au fost foarte activi si fatd de bacteriile Gram-pozitive. Suplimentar se evidentiaza
compusul di(u-S)-bis{[2-(4-aminobenzensulfamido)tiazol]-cloro-[2-picoliden-4-feniltiosemicar-
bazido-(1-)]cupru}, la sinteza caruia a fost utilizatd clorura de cupru, iar in calitate de

sulfanilamida a fost luat norsulfarolul.

3.3. Activitatea antimicrobiania a compusilor coordinativi noi ai cuprului (II) care contin 4-
(dimetilfenil)tiosemicarbazonele 2-formilpiridinei fata de tulpinile de referinta

Compusii din acest grup au fost obtinuti la interactiunea solutiilor etanolice fierbinti (50-
55°C) a hidratilor clorurii sau nitratului de cupru (2%) cu 4-(2,6-dimetilfenil) sau 4-(2,5-
dimetilfenil) ori 4-(3,4-dimetilfenil) sau 4-(2,4-dimetilfenil) tiosemicarbazonele 2-formilpiridinei
luate 1n raport molar de 1:1. Reactia decurge in 50-60 min. La racire, din amestecul reactant se
depun cristale marunte, care se filtreaza printr-un filtru din sticla, se spala cu etanol, eter si se
usuci in aer. Cuprul constituie 14,3-16,1 % din masa totald a compusilor. In total, in cercetare au
fost inclusi 6 compusi de aceastd categorie. Descrierea lor este prezentatd in capitolul 2,

compartimentul 2.1.7.
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Activitatea antimicrobinand a compusilor noi ai cuprului(Il), care contin 4-(dimetil)
feniltiosemicarbazonele 2-formilpiridinei, s-a realizat prin metoda dilutiilor succesive, care a
permis stabilirea concentratiilor minime inhibitoare si bactericide. Activitatea noilor compusi a
fost comparata cu activitatea furacilinei, precursorilor de sinteza si a compusului di(u-O)-
bis(3,5-dibromosalicilidentiosemicarbazidocupru), care se caracterizeaza prin activitatea
antimicrobiana nalta fata de Staphylococcus aureus si Escherichia coli [1].

Rezultatele obtinute la testarea actiunii compusilor asupra bacteriilor Gram-pozitive sunt

expuse in Tabelul 3.3.

Tabelul. 3.3. Activitatea antimicrobiana a compusilor coordinativi ai Cu(II) cu 4-(dimetilfenil)

tiosemicarbazone 2-formilpiridinei fatd de microorganismele Gram-pozitive (ug/ml)

Microorganismele Gram-pozitive
Compusul Staphylococcus aureus Bacillus cereus
ATCC 25923 I'MCK 8035

CMI CBM CMI CBM
C15H19CICUN40,S 0,009 0,018 0,009 0,018
Cl5H19CUN5055 0,58 2,34 0,58 1,17
C15H17C|CUN4OS 0,018 0,018 0,009 0,03
C15H19CUN505S 0,018 0,018 0,03 0,03
C15H19CUN50sS 0,009 0,03 0,009 0,018
C15H19CUN50sS 0,009 0,009 0,018 0,018
Furacilina 2,34 9,37 4,68 4,68
HL” >300 >300 >300 >300

di(p-0)-bis(3,5- dibromosali- | ¢ 145 0,145 nit nit

cilidentiosemicarbazidocupru)

Nota:” HL' - 4-(2,6-dimetilfenil)tiosemicarbazona 2-formilpiridinei, HL? - 4-(2,5-dimetilfenil)
tiosemicarbazona 2-formilpiridinei, HL® - 4-(3,4-dimetilfenil)tiosemicarbazona 2-formilpiridinei;
HL* - 4-(2,4-dimetilfenil)tiosemicarbazona 2-formilpiridinei; n/t nu a fost testat.

Rezultatele obtinute aratd, ca toti compusii coordinativi ai Cu(Il) cu 4-(dimetilfenil)tio-
semicarbazonele 2-formilpiridinei inclusi in studiu se caracterizeaza prin activitate
antimicrobiana foarte inalta fatd de bacteriile Gram-pozitive. Un singur compus a inregistrat fata
de tulpina de referinta Staphylococcus aureus ATCC 25923 valoarea CMI de 0,58 pug/ml, ceea ce
constituie un rezultat bun — de 4 ori mai activ ca furacilina, dar cel putin de 38 ori mai mic fata
de rezultatele inregistrate de ceilalti cinci compusi din acest grup. Activitatea antimicrobiana fata
de Bacillus cereus T'MCK 8035 a compusilor noi ai cuprului se inscrie in aceleasi limite valorice

ca si la stafilococ. Astfel, cu exceptia compusului di(p-S)-bis{nitrato-[2-picoliden-4-(2,6-
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dimetilfenil)tiosemicarbazido-(1-)]cupru} tetrahidrat, compusii coordinativi ai Cu(Il) cu 4-
(dimetilfenil)tio semicarbazonele 2-formilpiridinei testati au CMI fatda de bacteriile Gram-
pozitive de 9-18 ng/ml, iar CMB — de 18-30 ng/ml. Astfel, acesti compusi s-au recomandat in
calitate de substante cu efect antibacterian pronuntat fata de bacteriile Gram-pozitive. In acelasi
timp, activitatea antibacteriand a precursorilor de sinteza, care constituie diferite forme ale 4-
(dimetilfenil)tiosemicarbazonei, este la un nivel ce cedeaza cu mult compusilor coordinativi,
CMI si CMB fiind mai mare de 300 pg/ml.

Rezultatele obtinute la testarea activitatii antimicrobiene a compusilor coordinativi ai Cu

(ID), clasificati in acest grup, fata de microorganismele Gram-negative sunt prezentate in Tabelul
3.4.

Tabelul. 3.4. Activitatea antimicrobiana a compusilor coordinativi ai Cu(II) cu 4-(dimetilfenil)

tiosemicarbazone 2-formilpiridinei fata de microorganismele Gram-negative (ug/ml)

Microorganismele Gram-negative
Compusul
Escherichia coli Shigella sonnei Salmonella
ATCC 25922 ATCC 25931 enterica (S. abony
T'UCK 03/03 y)
CMI CBM CMI CBM CMI CBM
C15H19CICUN40,S 9,37 37,5 0,07 0,07 9,37 9,37
C15H19CuNsOsS 37,5 75 0,58 0,58 37,5 75
C15H17CICUN4OS 9,37 18,75 0,018 0,018 9,37 9,37
C15H19CuNsOsS 37,5 75 0,07 0,029 37,5 75
C15H19CuNsOsS 37,5 75 0,009 0,009 9,35 18,75
C15H19CUN50sS 9,37 37,5 0,009 0,009 9,37 9,37
Furacilina 2,34 9,37 2,34 4,68 4,68 4,68
HL >300 | >300 >300 >300 | >300 | >300
di(p-0)-bis(3,5- dibromosali- | ;g 7 375 nit nit nit nit
cilidentiosemicarbazidocupru)

Nota:" HL' - 4-(2,6-dimetilfenil)tiosemicarbazona 2-formilpiridinei; HL? - 4-(2,5-dimetilfenil)
tiosemicarbazona 2-formilpiridinei; HL®- 4-(3,4-dimetilfenil)tiosemicarbazona 2-formilpiridinei;
HL* - 4-(2,4-dimetilfenil)tiosemicarbazona 2-formilpiridinei; n/t nu a fost testat.

In cazul culturilor de referinti a bacteriilor Gram-negative precursoare de sintezi au
manifestat activitate antimicrobiana la nivel de concentratii mai mari ca 300 pg/ml. CMI si BMB
fata de Escherichia coli ATCC 25922 si Salmonella enterica (S. abony TMCK 03/03 y) au fost
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mult mai joase fatd de cele Inregistrate pentru precursorii de sinteza (intre 9,37 si 37,5 pg/ml),
dar mai inalte ca valorile acestor parametri determinati pentru furacilina.

Tulpina de referinta Shigella sonnei ATCC 25931, spre deosebire de celelalte doud culturi
Gram-negative, s-a dovedit a fi foarte sensibila fata de actiunea compusilor coordinativi ai
Cu(ll) cu 4-(dimetilfenil)tiosemicarbazonele 2-formilpiridinei. Ca si in cazul bacteriilor Gram-
pozitive, compusul di(u-S)-bis{nitrato-[2-picoliden-4-(2,6-dimetilfenil)tiosemicarbazido-(1-
)]cupru}tetrahidrat a fost cel mai putin activ, concentratiile minime inhitorii $i minime
bactericide fiind de 0,58 pg/ml. Ceilalti cinci compusi testati au avut CMI in limitele de 9-18
ng/ml, iar CMB — in limitele de 9-29 ng/ml.

Din cele expuse mai sus, putem concluziona, cd compusii coordinativi ai Cu(II) cu 4-
(dimetilfenil)tio semicarbazonele 2-formilpiridinei poseda activitate antimicrobiana foarte inalta
fata de tulpinile de referinta Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus cereus T'MICK 8035
si Shigella sonnei ATCC 25931.

3.4. Activitatea antimicrobiana a compusilor coordinativi ai cuprului, zincului si cobaltului
cu diferiti liganzi asupra tulpinilor de referinta

In acest grup au fost inclusi mai multi compusi diferiti, care au fost testati cu privire la
activitatea lor antimicrobiana. Compusul di(u-S)-bis{cloro-[1-(piridin-2-il)etanon-4-metiltio-
semicarbazonato(1-)Jcupru} se caracterizeaza prin numarul marit de coordinare al atomului
central prin introducerea in sfera internd a complexului unui ion de clor prin inlocuirea
fragmentului 3,5-dibromosalicilidenic al tiosemicarbazonei cu 2-acetilpiridinic, iar atomul de
hidrogen al grupei NH,- marginale a azometinei este inlocuit cu grupa metilica [Brevet 2942].
Datorita acestor particularitati in structura compusului se realizeaza o combinare noua de legaturi
chimice deja cunoscute, care ii atribuie proprietati diferite de cele ale analogului de structura
[Brevet 4127].

Compusul [(2-carbamotioilhidrazon)propionato(2-)]-(4-aminobenzensulfamid) cupru se
obtine la interactiunea solutiei etanolice fierbinti (50-55°C) a acetatului de cupru(ll) monohidrat
cu tiosemicarbazona acidului piruvic si 4-aminobenzensulfamida (streptocid), luate in raportul
molar 1:1:1. Reactia decurge in 50-60 min. Mecanismul reactiei constd in deprotonizarea
grupelor carboxilice si tiolice ale tiosemicarbazonei in prezenta acetat-ionilor sarii initiale, care
joaca rolul de acceptor de protoni. Astfel obtinut, anionul (2-carbamotioilhidrazon)-propionat(2-)
coordineazi la ionul de cupru(2*) ca un ligand O,N,S-tridentat dublu deprotonizat. Al patrulea
loc in sfera interna a atomului central 1l ocupa atomul de azot al moleculei de streptocid. O astfel

de combinatie noud ofera proprietati noi compusului analizat [Brevet 4133].
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Urmatorii compusi testati sunt compusi coordinativi ai cuprului (1), nichelului (1),
cobaltului (II) si zincului (II) cu N-piridin-2-iltiosemicarbazona-2-piridincarboxialdehidei (HLY),
N-piridintiosemicarbazona 2-acetilpiridinei (HL? si N-piridin-2-iltiosemicarbazona 2-
benzoilpiridinei (HL®) [Lozan-Tirsu 2012]. Pentru obtinerea acestor compusi mai intdi au fost
sintetizati liganzii: la suspensia alcoolica care contine 0,03 moli de tiosemicarbazidd s-au
adaugat 20-25 ml alcool etilic, incalzit la 80-90°C pe baia de apd, dupa care s-a adaugat o
cantitate echimolara de aldehida sau cetona. Balonul, in care s-a efectuat sinteza, a fost ajustat
cu un refrigerent ascendent. Astfel de conditii s-au mentinut timp de 1-2 ore, apoi substanta
solida obtinuta a fost filtrata si spalata cu o cantitate minima de etanol. Compusii coordinativi
CuL® NO3 , cuL? 3 Cl, Col? 3 CI2 si ZnL? 2 Cl au fost sintetizati Tn modul urmator: la
suspensia care contine 2 mmol de sare de metal in 20 ml etanol s-au adaugat 2 mmol de ligand.
Amestecul reactant a fost agitat continuu, cu ajutorul unui agitator magnetic, la temperatura de
50-60°C, timp de 30 min. Dupa racire precipitatul format a fost filtrat pe filtru de sticla, spalat cu
o cantitate minimd de etanol si uscat la aer. Pentru compusii cobaltului raportul molar de
combinare a fost de 2:1 [Lozan-Tirsu 2012].

Activitatea antimicrobiand a compusilor descrisi a fost comparatd cu activitatea
antisepticului de referintd furacilina. Rezultatele obtinute in cazul tulpinilor de referinta de

bacterii Gram-pozitive sunt prezentate in Tabelul 3.5.

Tabelul 3.5. Activitatea antimicrobiand a compusilor coordinativi ai Cu(Il) , Zn(II) si Co(II) cu

diferiti liganzi fatd de microorganismele Gram-pozitive (ug/ml)

Compusul Staphylococczzl;sé;; reus ATCC Bacillus cereus T'HCK 8035
CMI CBM CMI CBM
C18H22ClL,CuyNsgS; 0,00056 0,0018 0,14 0,14
CyH1;CICUN,S 0,03 0,07 0,14 0,58
C10H13CUN504S; 37,5 75 0,03 0,14
C12H190 CuNgO3S 60,0 250,0 8,00 60,0
C13H12CuNgO3S 60,0 250,0 30,0 30,0
C18H14N6CU03S 500 - 250 500
C36H28N10C0C|52 - - 250 -
C13H12CIN5SZn 250 - 250 -
Furacilina 2,34 9,37 4,68 4,68

Compusi coordinativi ai cuprului (II), nichelului (II), cobaltului (II) si zincului (II) cu N-
piridin-2-iltiosemicarbazona-2-piridincarboxialdehidei (HL'), N-piridintiosemicarbazona 2-ace-

tilpiridinei (HL?) si N-piridin-2-iltiosemicarbazona 2-benzoilpiridinei (HL®) nu au aratat
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rezultatele asteptate, CMI si CMB fiind mult mai ridicate comparativ cu substanta de referinta.
Ceilalti trei compusi s-au dovedit a fi foarte activi fatd de cultura de referinta Bacillus cereus
['MCK 8035. Astfel, CMI fata de aceasta cultura variaza intre 0,03 si 0,14 pg/ml fatd de CMI a
furacilinei de 4,68 ng/ml, iar CMB — intre 0,14-0,58 pg/ml fata de CMB a furacilinei de 4,68
pg/ml.

Compusul  [(2-carbamotioilhidrazon)propionato(2-)]-(4-aminobenzensulfamid)cupru  a
manifestat o actiune antibacteriana mai slaba fata de cultura de referintd Staphylococcus aureus
ATCC 25923 comparativ cu furacilina (CMI 37,5 pg/ml fatd de 2,34 pg/ml la furacilind si CMB
75 pg/ml fata de 9,37 pg/ml la furacilina).

Compusii  di(u-S)-bis{cloro-[1-(piridin-2-il)etanon-4-metiltiosemicarbazonato(1-)]cupru}
si  cloro-[N-etil-2-(piridin-2-ilmetilen)hidrazincarbotioamido]cupru au inregistrat o activitate
antimicrobiana foarte inalta fatd de tulpina de referinta Staphylococcus aureus ATCC 25923,
remarcanduse primul din ei, pentru care CMI este de 0,56 ng/ml, iar CMB — 1,8 ng/ml.

Rezultatele obtinute in cazul tulpinilor de referinta de microorganisme Gram-negative sunt

prezentate in Tabelul 3.6.

Tabelul 3.6. Activitatea antimicrobiand a compusilor coordinativi ai Cu(Il) , Zn(II) si Co(II) cu

diferiti liganzi fata de microorganismele Gram-negative (ug/ml)

Escherichia coli Shigella sonnei Salmonella enterica
Compusul ATCC 25922 ATCC 25931 (s. agg;gé I; flCI(
CMI CBM CMI CBM CMI CBM
C1gH2,CI,CuyNgS, 0,58 0,58 0,58 2,34 9,37 75
CyH11CICUN,S 1,17 4,69 1,17 2,34 2,34 9,37
C10H13CUN504S; >300 >300 >300 >300 150 300
C12H10 CuNgO3S 30,0 120 10,0 60,0 50,0 120,0
C13H12CuNgO3S 4,0 60,0 500 500 30,0 60,0
C1sH14NsCuO3S 250 500 500 - 500 500
C36H28N10C0C|52 - - 120 - - -
C13H12CINsSZn 120 - 250 - 250 -
Furacilina 2,34 9,37 2,34 4,68 4,68 4,68

Ca si in cazul bacteriilor Gram-pozitive compusii coordinativi ai Cu(Il), Zn(II) si Co(II) cu
n-piridin-2-iltiosemicarbazona 2 piridincarboxi-aldehidei si derivatii ei s-au dovedit a fi compusi
antimicrobieni cu activitate joasd (CMI intre 4 si 500 pg/ml fata de 2,34-4,68 pg/ml la furacilind
si CMB intre 50 si 500 pg/ml fata de 4,68-9,37 ng/ml la furacilind). La fel de joase performante
a demonstrat compusul [(2-carbamotioilhidrazon)propionato(2-)]-(4-aminobenzensulfamid)

cupru, pentru care CMI si CMB au fost mai mari ca 300 pg/ml.
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Compusii  di(pu-S)-bis{cloro-[1-(piridin-2-il)etanon-4-metiltiosemicarbazonato(1-)]cupru}
si  Cloro-[N-etil-2-(piridin-2-ilmetilen)hidrazincarbotioamido]cupru au inregistrat o activitate
antibacteriand fata de Escherichia coli ATCC 25922 si Shigella sonnei ATCC 25931 apropiata
de cea a furacilinei sau mai inalta.

Astfel, din totalitatea compusilor grupati in aceasta categorie di(pu-S)-bis{cloro-[1-(piridin-
2-il)etanon-4-metiltiosemicarbazonato(1-)]cupru}se caracterizeaza prin activitate antibacteriana
foarte inalta fata de tulpina de referinta Staphylococcus aureus ATCC 25923 si prin activitate
antibacteriana inaltd fata de Bacillus cereus TMCK 8035, Escherichia coli ATCC 25922 si
Shigella sonnei ATCC 25931, iar compusul Cloro-[N-etil-2-(piridin-2-ilmetilen)hidrazincarbo-
tioamido]cupru — prin activitatea antibacteriand inaltd fatd de toate culturile de referintd cu

exceptia salmonelei.

3.5. Actiunea antimicrobiana a propenonelor aromatice cu grupe tioamidice sau izotiocian
asupra tulpinilor de referinta

Prin condensarea in cataliza acida sau bazica a 4-(dimetilamino)benzaldehidei 4-Hidroxi-
3-metoxibenzaldehidei si furan-2-carbaldehidei cu 3-(4-acetilfenil)-1,1dimetiltioureea au fost
obtinute propenone aromatice cu grupari -NHCSN(CHj3), , care la tratare termica sau in prezenta
agentilor cu caracter acid (HCIl, H,;SO4, (CH3CO),0, CH3;COCI) elimina dimetilamina,
transformanduse 1n izotiocianatopropenon cu randamentul de 54-92%. La tratarea
izotiocianatopropenonelor cu amine primare au fost obtinuti derivati cu grupdri tioamidice -
NHCSNH. Activitatea antibacteriand a acestor compusi a fost comparatd cu activitatea
furacilinei. Rezultatele inregistrate fatd de tulpinile de referintd de bacterii Gram-pozitive sunt
prezentate in Tabelul 3.7.

Concentratia minima de inhibitie a compusilor din acest grup fata de Staphylococcus
aureus ATCC 25923 s-a inscris intre valorile de 9,37-75,0 pg/ml, iar valorile CMB au fost mai
mari de 300 pg/ml. Fata de cultura Bacillus cereus THCK 8035 CMI a fost de 9,37-18,75 pg/ml,
iar CMB - >300 pg/ml. Pentru un compus (C3H20N20,S) au fost stabilite valori CMB de 37,5
ug/ml fata de ambele culturi Gram-pozitive.

Rezultatele obtinute in cazul tulpinilor de referinta din categoria bacteriilor Gram-negative
sunt prezentate in Tabelul 3.8. Doi dintre compusii aromatici testati au avut CMI mai mare de
300 pg/ml fata de toate cele trei tulpini de referinta Gram-negative. Cu exceptia acestora, CMI a
propenonelor aromatice fata de tulpina de referinta Escherichia coli ATCC 25922 a avut valori
care se incadreaza intre 4,69 si 37,5 pg/ml fatd de 2,34 pg/ml la furacilina. CMB a compusilor

aromatici testati fatd de Escherichia coli a fost mai mare ca 300 pug/ml si doar un singur compus

83



a manifestat efect bactericid la concentratia de 37,5 pg/ml. Acest compus este 1-(4-(3-(4-

Hydroxy-3-methoxy-phenyl)acryloyl) phenyl)3-(4-hydroxyphenyl) tiouree.

Tabelul 3.7. Activitatea antimicrobiana a propenonelor aromatice cu grupe tioamidice sau cu

izotiocian fata de microorganismele Gram-pozitive (ug/ml)

Staphylococcus aureus ATCC | Bacillus cereus THCK 8035
Compusul 25923

CMI CBM CMI CBM
Ca0H23N30S 18,75 >300 37,5 >300
C16H16N205S 75,0 >300 37,5 >300
C1gH16N20OS 9,37 >300 18,75 >300
C17H13NO3S 9,37 >300 9,37 >300
C14HgNO,S 37,5 >300 >300 >300
C20H23N30,S 37,5 >300 18,75 >300
C24H23N30,S 37,5 >300 18,75 >300
C24H23N302S 37,5 >300 >300 >300
CasH25N30,S 9,37 >300 18,75 >300
Co3H20N20,4S 9,37 37,5 9,37 37,5
C16H16N203S 18,75 >300 >300 >300
Furacilina 2,34 9,37 4,68 4,68

Tabelul 3.8. Activitatea antimicrobiana a propenonelor aromatice cu grupe tioamidice sau

izotiocian fata de microorganismele Gram-negative (ug/ml)

Escherichia coli ATCC Shigella sonnei Salmonella enterica
Compusul 25922 ATCC 25931 (S. agg;gé I}; fICK
CMI CBM CMI CBM CMI CBM
C20H23N30S 18,75 >300 37,5 >300 37,5 >300
C16H16N202S 37,5 >300 >300 >300 18,75 >300
C1gH16N20S 4,69 >300 18,75 300,0 9,37 >300
C17H13NO3S >300 >300 >300 >300 >300 >300
C14HgNO,S 37,5 >300 37,5 >300 37,5 >300
C20H23N30,S 37,5 >300 37,5 >300 75,0 300,0
C24H23N30,S 18,75 >300 18,75 >300 18,75 >300
C24H23N30,S 18,75 >300 9,37 >300 9,37 >300
CasH2sN50,S 37,5 >300 >300 >300 9,37 >300
C23H20N204S 9,37 37,5 >300 >300 >300 >300
C16H16N203S >300 >300 >300 >300 >300 >300
Furacilina 2,34 9,37 2,34 4,68 4,68 4,68
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Cinci dintre compusii aromatici testati au marcat o concentratie minima inhibitorie fata de
tulpina de referinta Shigella sonnei ATCC 25931 mai mare decat 300 pg/ml, iar pentru ceilalti
compusi CMI a avut valori intre 9,37 si 37,5 pg/ml, ceea ce este de minim 4 ori mai mult fatd de
CMI pentru furacilina fata de aceastad culturd. Activitate antibacteriand maxima In aceasta serie
de substante fata de Shigella sonnei a avut compusul 1-(4-(3-(4-(Dimethylamino)phenyl)
acryloyl) phenyl)-3-(4-hydroxyphenyl)thiourea.

Fatd de tulpina de referintda Salmonella enterica (S. abony I'MCK 03/03 y) trei dintre
compusii CU propenone aromate au avut valori CMI mai mari ca 300 pg/ml. Doi compusi - 1-(4-
(3-(4-(Dimethylamino)phenyl)acry-loyl)phenyl)-3-(3-methoxyphenyl)tiouree si 3-(4-(Dimethyl-
amino)phenyl)-1-(4-isothiocyanatophenyl)prop-2-en-1-one au avut CMI egald cu 9,37 3 pg/ml.
Pentru ceilalti compusi din acest grup CMI a fost intre 18,75 si 75,0 pg/ml.

Desi unii dintre acesti compusi au inregistrat actiune antiproliferativd apropiata de cea a
doxorubilinei fata de linia celulard de leucemie umana HL-60 [Barba 2014], rezultatele obtinute
la testarea grupului de propenone aromatice nu au permis de a evidentia compusi cu proprietati
antibacteriene suficient de pronuntate. Totodatd compusul 3-(4-Hydroxy-3-methoxyphenyl)-1-
(4-isothiocyanatophenyl)prop-2-en-1-one a avut cea mai joasa activitate din grup fata de tulpinile
bacteriilor Gram-negative si cea mai inaltd activitate fatd de tulpinile bacteriilor Gram-pozitive
luate in cercetare, ceea ce ar fi un indiciu in depistarea diferentelor de mecanisme de actiune pe
cele doua tipuri de bacterii si o posibild directie de elaborare a preparatelor antimicrobiene cu
specificitate inaltd. Pentru aceasta sunt necesare investigatii suplimentare atdt in domeniul

sintezei noilor compusi, cat si al depistarii efectelor lor biologice.

3.6. Activitatea antimicrobiani comparativi a compusilor chimici noi selectati si a
antisepticului de referinta — furacilina fata de tulpinile de referinta

In toate experientele expuse anterior, rezultatele au fost obtinute in cadrul aplicarii metodei
dilutiilor succesive. In cadrul acestei metode se opereazi cu o singura variabild — concentratia
compusului testat. Rezultatul obtinut este inscris in doua variante — prezenta sau lipsa cresterii.
Ca rezultat, varianta metodei aplicatd de noi permite de a exprima activitatea antibacteriand a
compusilor testati printr-o singurad valoare a CMI si o singurd valoare a CMB. Este evident, insa,
ca efectele observate se realizeaza nu la o anumita valoare a variabilei, ci intr-un anumit interval
de concentratii. Scopul cercetarilor, care sunt descrise n acest compartiment al lucrarii este de a
realiza experientele corespunzatoare, care permit aplicarea unui instrument de calcul, orientat
spre aprecierea corectitudinii cercetdrii si calcularii intervalelor de concentratii, In limitele cérora

se observa efectul bacteriostatic. Pentru realizarea scopului pus am aplicat metoda difuziunii in
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agar de determinare a activitdtii antimicrobiene In doud variante — experienta randomizata in 3
concentratii si experienta in 5 concentratii. Atdt metodele de cercetare aplicate, cat si metodele
de calcul sunt aplicate pentru determinarea activitatii antibacteriene a antibioticelor utilizand
substanta de referinta standard [240]. Modul de lucru si procedura de calcul sunt descrise detaliat
in capitolul 2, compartimentul 2.2.2.

Pentru fiecare dintre tulpinile de referintd au fost selectati cei mai eficienti compusi din
grupurile testate. In continuare, CMI, observati pentru fiecare dintre ei, a fost considerata drept
concentratia 2 pentru proba in experienta randomizatd cu 3 concentratii, sau concentratia 3 la
experienta cu calcul conform curbei standard. In rest, toate investigatiile si calculele au fost
efectuate conform metodologiei descrise in capitolul 2.

Activitate antibacteriana pronuntatd fata de tulpina de referintda Staphylococcus aureus
ATCC 25923 au manifestat patru compusi din primul grup, toti compusii din grupul al doilea si
doi compusi din cel de-al treilea grup. Din categoria propenonelor aromate nu am inclus in
studiu niciun compus, deoarece valorile observate ale activitatii biologice au fost mult mai inalte
ca cele inregistrate pentru compusii selectati din primele 3 grupuri. Rezultatele obtinute sunt
trecute in Tabelul 3.9.

Rezultatele obtinute n experientele cu aplicarea metodei de difuziune in agar au confirmat
eficacitatea compusilor selectati in calitate de agenti antimicrobieni fatd de tulpina de referinta
Staphylococcus aureus ATCC 25923. Cea mai inaltd activitate fatd de stafilococ a fost
determinata in cazul compusului di(u-S)-bis{cloro-[1-(piridin-2-il)etanon-4-metiltiosemicarba-
zonato(1-)Jcupru}. Activitatea biologicd a concentratiei de lpg/ml a acestui compus este
echivalentd cu activitatea biologica a unei concentratii de 3,5-4,8 mg/ml de furacilind, adica de
cel putin 3500 ori mai inalta.

Un compus coordinativ al cuprului cu 4-feniltiosemicarbazona 2-formilpiridinei si
sulfanilamide (di(p-S)-bis{[2-(4-aminoben-zensulfamido)-pirimidin]-nitrato-[2-picoliden-4-fenil
-tiosemicarbazido-(1-)]Jcupru}) si compusii cuprului cu 4-(dimetilfenil)tiosemicarbazonele 2-
formilpiridinei (cu exceptia compusului di(p-S)-bis{nitrato-[2-picoliden-4-(2,6-dimetilfenil)
tiosemicarbazido-(1-)]cupru} tetrahidrat) au demonstrat activitate biologica fata de stafilococ de
93-302 ori mai mare decat fata de furacilina. Activitatea concentratiei de 1 pg/ml a celorlalti
compusi selectati cu activitate antibacteriand fatd de stafilococ a fost echivalentd cu activitatea a
3-95 pg/ml de furacilind. Rezultatele expuse permit sa concluzionam despre activitatea foarte
inaltd a compusilor coordinativi ai cuprului (II) cu liganzii descrisi fatd de tulpina de referinta

Staphylococcus aureus ATCC 25923.
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Tabelul 3.9. Activitatea biologica (CMI) a compusilor chimici noi selectati fata de tulpina de

referinta Staphylococcus aureus ATCC 25923 calculata in baza rezultatelor obtinute la aplicarea

metodei de difuziune 1n agar*

Activitatea Echivalent de furacilina egal cu
Compusil | oot coit, | Eaperients ] Gonfor caroa
ng/ml randomizata standard
C3gH3sCu 2N14010S4 0,29 6,24-9,13 7,55-8,9
C2H42CUzN14012S4 0,07 28,15-42,46 30,57-36,29
Ca6Ha6CU2N18010S6 0,14 10,02-19,21 15,50-17,93
C6H42CU2N18010S4 0,018 92,58-152,80 133,33-146,67
C15H19CICUN4O,S 0,009 220,45-283,30 250,12-270,34
C15H19CUNsOsS 0,58 3,03-5,12 3,86-4,21
C15H17CICuN4OS 0,018 118,40-141,12 122,22-137,78
C15H19CUNsOsS 0,018 124,20-152,34 120,55-139,44
C15H19CUNsOsS 0,009 235,35-290,67 241,11-278,89
C15H19CUNsOsS 0,009 226,56-302,34 239,48-286,64
C1gH2Cl,CuzNgS; 0,00056 3502,20-4836,52 3803,45-4553,57
CgH1;CICUN,S 0,03 62,47-94,85 75,00-81,00

*Nota: In cazul calculului efectuat pentru experienta randomizati in tabel au fost trecute
rezultatele, pentru care deviatia a fost apreciata ca semnificativd (respectarea conditiilor:
valoarea Feaicular pentru regresie>7,13 (Fcr 1a P=99 %); valorile Feaculat pentru paralelism, caracter
patratic si diferenta patraticitatii <4,02 (Fc la P=95%).

Activitate antimicrobiana pronuntata fatd de tulpina de referintd Bacillus cereus T'MCK
8035 au manifestat patru compusi din primul grup, toti compusii din grupul al doilea si trei
compusi din cel de-al treilea grup. Rezultatele obtinute sunt prezentate in Tabelul 3.10. Dintre
compusii selectati, doi compusi coordinativi ai Cu(ll) cu 4-fenil tiosemicarbazona 2-
formilpiridinei si sulfanilamide si cei cu 4-(dimetilfenil)tiosemicarbazona 2-formilpiridinei (cu
exceptia compusului di(u-S)-bis{nitrato-[2-picoliden-4-(2,6-dimetilfenil) tiosemicarbazido-(1-
)]cupru} tetrahidrat) au demonstrat activitate biologicd fatd de tulpina de referintda Bacillus
cereus 'MICK 8035, care este de 112-686 de ori mai mare ca activitatea furacilinei fata de acest

agent patogen.
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Tabelul 3.10. Activitatea biologica a compusilor chimici noi selectati fata de tulpina de referinta
Bacillus cereus TMCK 8035 calculata in baza rezultatelor obtinute la aplicarea metodei

de difuziune in agar*

Activitatea Echivalent de furacilina egal cu activitatea
biologica 1 pg compus/ml
Compusul 0bservat§, CM1, Experienta Conform curbei

ng/ml randomizati standard
C3sH3sCU 2N14010S4 0,009 395,5-602,15 467,78-572,22
C42H42CU2N1401284 0,29 11,76-19,24 14,38-17,90
Ca6Ha6CU2N18010S6 0,58 5,58-10,05 7,43-8,31
Ca6H42CU2N15010S4 0,009 480,33-539,47 478,89-561,11
C15H19CICUN4O,S 0,009 495,48-526,39 440,00-600,00
C15H19CUN50s5S 0,58 5,33-9,48 6,82-9,31
C15H17CICUN4OS 0,009 420,59-649,30 479,77-590,22
C15H19CUN50s5S 0,03 112,47-185,32 138,00-174,00
C15H19CUN50s5S 0,009 398,15-686,12 430,00-610,00
C15H19CUN50s5S 0,018 220,40-305,82 235,00-285,00
C1gH2,Cl,CuzNsS; 0,14 21,45-44,24 29,28-37,57
CyH11CICuUN,S 0,14 22,30-41,52 28,43-38,43
C10H13CuN504S; 0,03 120,58-201,43 138,33-173,67

*Nota: In cazul calculului efectuat pentru experienta randomizati in tabel au fost trecute
rezultatele, pentru care deviatia a fost apreciatd ca semnificativd (respectarea conditiilor:
valoarea Feaicular pentru regresie>7,13 (Fcr 1a P=99 %); valorile Feaculat pentru paralelism, caracter

patratic si diferenta patraticitatii <4,02 (Fe la P=95%).

Compusul [(2-Carbamotioilhidrazon)propionato(2-)]-(4-aminobenzensulfamid) cupru, de
asemenea, s-a manifestat ca substanta antimicrobiand, activitatea concentratiei de 1pg/ml care
este echivalentd cu activitatea concentratiei de 120-201 pg/ml. Aplicarea metodei de difuziune in
agar cu aplicarea ulterioard a sistemelor de calcul matematic recomandate a confirmat activitatea
compusilor selectati in calitate de produse cu efect antibacterian fatd de tulpina de referinta
Bacillus cereus TMCK 8035. Compusii recomandati ca antimicrobieni specifici fata de bacilul
cereus sunt: di(u-S)-bis{(4-aminobenzensulfamid)-nitrato-[2-picoli-den-4-feniltiosemicarbazido-
(1-)]-cupru}, di(u-S)-bis{[2-(4-aminobenzensulfamido)-pirimidin]-nitrato-[2-picoliden-4-fenil-
tiosemicarbazido-(1-)Jcupru}, [(2-Carbamotioil-hidrazon) propionato (2-)]-(4-aminobenzen-

sulfamid) cupru si compusii Cu(I) cu 4-(dimetilfenil)tio semicarbazonele 2-formilpiridinei.
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Dintre compusii celor patru grupuri testate au fost selectati sase compusi cu activitate
antimicrobiana care o depaseste pe cea a furacilinei fata de tulpina de referinta Escherichia coli

ATCC 25922. Rezultatele obtinute sunt prezentate in Tabelul 3.11.

Tabelul 3.11. Activitatea biologica a compusilor chimici noi selectati fata de tulpina de referinta
Escherichia coli ATCC 25922 calculata in baza rezultatelor obtinute la aplicarea metodei

de difuziune in agar*

Activitatea Echivalent de furacilini egal cu activitatea
Compusul biologicaiu . lvug compus/ml .
observata, Experienta Conform curbei
CMI, pg/ml randomizati standard
C3gH3sCU 2N14010S4 1,17 1,91-2,10 2,05- 2,38
Ca4H40Cl2CuN1404S6 0,29 6,05-12,10 7,10-9,03
CasH16CU2N18010S6 0,58 2,99-6,44 3,72-4,21
C46H42CU2N1801084 0,58 2,64-6,34 3,61-4,19
C1gH22Cl,CuzNsS; 0,58 3,01-6,58 3,64-4,43
CoH11CICUN,S 1,17 1,84-2,26 2,10-2,42

*Nota: In cazul calculului efectuat pentru experienta randomizati in tabel au fost trecute
rezultatele, pentru care deviatia a fost apreciata ca semnificativa (respectarea conditiilor:
valoarea Feyicuiae pentru regresie>7,13 (Fcr la P=99 %); valorile Feaculat pentru paralelism, caracter

patratic si diferenta patraticitatii <4,02 (Fc la P=95%).

Patru dintre acesti compusi fac parte din grupul compusilor coordinativi ai Cu(ll) cu 4-
feniltiosemicarbazona 2-formilpiridinei si sulfanilamide, iar activitatea lor la concentratia de
1 ng/ml este echivalenta cu activitatea concentratiei de 1,9-6,1 pg/ml furacilina. Compusul di(p-
S)-bis{cloro-[1-(piridin-2-il)etanon-4-metiltiosemicarbazonato(1-)]cupru} are o activitate antimi-
crobiana fatd de Escherichia coli ATCC 25922 care o depaseste de minimum 3 ori pe cea a
furacilinei. Cu toate cad printre compusii noi inclusi in studiu au fost depistati cativa cu efect
antibacterian asupra tulpinii date, performantele lor sunt incomparabile cu efectele inregistrate
anterior fata de tulpinile de referinta de stafilococ si bacilus. Daca in cazul culturii de referintd de
Bacillus cereus T'MCK 8035 avem compusi ce depasesc dupa activitatea antibacteriana furacilina
de sute de ori, iar in cazul culturii de referintd de Staphylococcus aureus ATCC 25923 — chiar
de mii de ori, Escherichia coli s-a dovedit a fi mai rezistenta. Totodata, nivelul de activitate al
compusilor selectati este acceptabil si la nivelul cerintelor fatd de substantele antiseptice.

Fata de tulpina de referinta Gram-negativa Shigella sonei ATCC 25931 au fost identificati

11 compusi, activitatea antibacteriand a carora o depaseste pe cea a furacilinei, acestia
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reprezentand primele trei grupuri de compusi testati. Printre propenonele aromatice nu au fost
depistati compusi cu activitate antibacteriand fatd de aceastd culturd. Rezultatele obtinute la
determinarea intervalelor de activitate a compusilor selectati fata de cultura Shigella sonei ATCC

25931 sunt prezentate in Tabelul 3.12.

Tabelul 3.12. Activitatea biologica a compusilor chimici noi selectati fata de tulpina de referinta
Shigella sonnei ATCC 25931 calculata in baza rezultatelor obtinute la aplicarea metodei

de difuziune in agar*

Activitatea Echivalent de furacilina cu activitate
biologica egala cu activitatea 1 pg compus/ml
Compusul observata, CMI, Experienta Conform curbei
ng/ml randomizati standard
C38H33CU 2N1401084 0,58 2,45-5,11 3,86-4,21
Ca2H42CusN 140125, 0,29 5,87-11,35 7,59-8,55
Ca4H40Cl2CuaN1404Se 0,29 6,22-9,76 7,66-8,38
C15H19CICUN40,S 0,07 24,43-41,38 30,57-36,29
C15H19CUN50sS 0,58 2,44-6,02 3,81-4,26
C15H17CICuN4OS 0,018 101,20-155,32 117,78-142,22
C15H19CUN50sS 0,07 24,16-38,19 29,40-35,12
C15H19CUN50sS 0,009 216,76-304, 87 235,56-284,44
C15H19CUN50s5S 0,009 205,65-290,56 241,11-278,89
C18H22Cl2CuzNsS; 0,58 1,94-5,78 3,76-4,04
CyH11CICuUN,S 1,17 1,22-4,18 1,97-2,07

*Nota: In cazul calculului efectuat pentru experienta randomizati in tabel au fost trecute
rezultatele, pentru care deviatia a fost apreciatd ca semnificativa (respectarea conditiilor:
valoarea Feyicuiar pentru regresie>7,13 (Fcr la P=99 %); valorile Feaculat pentru paralelism, caracter

patratic si diferenta patraticitatii <4,02 (Fcn la P=95%).

Trei compusi coordinativi ai Cu(ll) cu 4-(dimetilfenil)tiosemicarbazonele 2-formilpiridinei
au activitate antimicrobiana fata de Shigella sonnei ATCC 25931, care o depaseste de sute de ori
pe cea a furacilinei. Concentratia de 1 pg/ml a compusului di(p-S)-bis{cloro-[2-picoliden-4-(2,5-
dimetilfenil)tiosemicarbazido-(1-)]Jcupru} dihidrat are activitate echivalentd cu cea a
concentratiei de 101,2-155,32 pg/ml furacilind. O activitate antibacteriana si mai inaltd a fost
inregistratd pentru alti doi compusi din acelasi grup — di(pu-S)-bis{nitrato-[2-picoliden-4-(3,4-
dimetilfenil)tiosemicarbazido-(1-)]cupru} tetrahidrat si di(u-S)-bis{nitrato-[2-picoliden-4-(2,4-

dimetilfenil)tiosemicarbazido-(1-)]cupru} tetrahidrat, care au o activitate ce o depaseste de 205-
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304 ori pe cea a furacilinei. Alti doi compusi din acest grup — di(u-S)-bis{nitrato-[2-picoliden-4-
(2,6-dimetilfenil)tiosemicarbazido-(1-)]cupru} tetrahidrat si di(p-S)-bis{nitrato-[2-picoliden-4-
(2,5-dimetilfenil)tiosemicarbazido-(1-)]cupru} tetrahidrat au manifestat activitate de 22-41 de
ori mai mare ca cea a furacilinei fatd de cultura de referintda Shigella sonnei ATCC 25931.
Ceilalti compusi au manifestat activitate antimicrobiana fata de cultura data de 1,9-11,3 ori mai
pronuntata ca cea a furacilinei.

Pentru tulpina de referinta Salmonella enterica (S. abony I'MCK 03/03 y) au fost depistate
cele mai putine variante de compusi cu activitate antibacteriand mai inaltd ca activitatea
furacilinei — antisepticul utilizat in calitate de martor in aceste experiente. Doar doi compusi
coordinativi ai Cu(ll) cu 4-feniltiosemicarbazona 2-formilpiridinei si sulfanilamide, si anume:
di(u-S)-bis{(4- aminobenzensulfamid)-nitrato-[2-picoliden-4-feniltiosemicarbazido-(1-)]- cupru}
si  di(u-S)-bis{[2-(4-aminobenzensulfamido)tiazol]-cloro-[2-picoliden-4-feniltiosemi-carbazido-

(1-)Jcupru}. Rezultatele obtinute la testarea acestora sunt prezentate in Tabelul 3.13.

Tabelul 3. 13 Activitatea biologica a compusilor chimici noi selectati fata de tulpina de referinta
Salmonella enterica (S. abony T'HCK 03/03 y) calculata in baza rezultatelor obtinute la aplicarea

metodei de difuziune in agar

Activitatea Echivalent de furacilina cu activitate
Compusul biologica observata, egala cu activitatea 1 ng compus/ml
CMI, pg/ml Experienta Conform curbei
randomizati standard
CagH3sCU 2N14010S4 1,17 2,22-6,05 3,72-4.27
CasH40Cl,CuaN1404S6 0,58 4,24-12,34 6,95-9,19

Ca si in cazul culturii de Escherichia coli rezultatele obtinute pentru Salmonella enterica
sunt destul de modeste, dar acceptabile, deoarece nivelul de activitate al compusilor selectati este
de 2,2-12,3 ori mai mare ca activitatea furacilinei.

Generalizand asupra celor expuse, putem mentiona, cad compusii testati au manifestat
activitate antibacteriand inalta, in special fatd de tulpinile de referintd ale bacteriilor Gram-
pozitive Staphylococcus aureus ATCC 25923 si Bacillus cereus THCK 8035. De asemenea, au
fost evidentiati compusii cu activitatea antibacteriana nalta fata de tulpina de referinta Shigella
sonnei ATCC 25931, care au activitate de pana la 304 ori mai mare ca cea a furacilinei. Tulpinile
de referinta Escherichia coli ATCC 25922 si Salmonella enterica (S. abony 'HCK 03/03 y) au
manifestat un grad mai Inalt de rezistentd fata de actiunea compusilor noi testati in cadrul acestei

lucrari. Din totalitatea compusilor testati putem evidentia compusul di(u-S)-bis{(4-aminobenzen-

91



sulfamid)-nitrato-[2-picoli-den-4-feniltiosemicarbazido-(1-)]-cupru}, care are actiune antibacte-
riand universala fata de tulpinile de referinta testate, precum si compusii care s-au recomandat
prin actiune antibacteriana specifica fatd de anumite tulpini de referinta, in special asupra celor
Gram-pozitive. Astfel, cel mai indicat pentru inhibarea si eliminarea Staphylococcus aureus
ATCC 25923 este compusul di(u-S)-bis{cloro-[1-(piridin-2-il)etanon-4-metiltiosemicarbazonato
(1-)]cupru}, iar pentru tulpinile Bacillus cereus T'MCK 8035 si Shigella sonnei ATCC 25931-

compusii Cu (I) cu 4-(dimetilfenil)tiosemicarbazonele 2-formilpiridinei.

3.7. Activitatea antimicrobiana a compusilor chimici noi asupra tulpinilor izolate de
Escherichia coli si Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus este inclus in lista speciilor de microorganisme patogene, rezistenta
carora fatd de antibiotice este supravegheata la nivel european. Aceastd specie de patogen, cu
aparitia oricaror agenti antimicrobieni noi dezvolta rezistenta la acesta, fie prin mutatia propriilor
gene, fie prin achizitionarea genelor striine. In prezent numeroase tulpini de S. aureus prezinti
rezistentd la antibioticele f-lactamice, iar multe dintre ele se caracterizeaza prin rezistenta
multiplda (MDR). Situatia se agraveaza si prin faptul ca toate tulpinile de S. aureus au un imens
arsenal de factori de virulenta. Astfel, industria farmaceutica pare a nu fi in stare sa tind pasul cu
ritmul dezvoltarii mecanismelor de rezistenta a tulpinilor de stafilococ auriu la antibiotice. Exista
o serie de medicamente noi eficiente impotriva tulpinilor de S. aureus (ceftarolina, ceftobiprol,
dalbavancin, iclaprim, tigeciclind), dar cercetatorii exprima convingerea ca in scurt timp vor
aparea forme rezistente la actiunea preparatelor numite [194].

In continuarea cercetarilor descrise in compartimentele anterioare, au fost testati trei dintre
compusii selectati la primele etape, activi fatd de tulpinile de referinta, pe tulpinile de
Staphylococcus aureus izolate din coproculturd. In lucru au fost luate 30 de tulpini izolate, iar
pentru fiecare dintre ele au fost determinate CMI si CMB pentru compusul cercetat si pentru
furacilitd. In Figura 3.1 este reprezentati repartizarea tulpinilor izolate pe grupuri in functie de
valoarea CMI a fiecarui compus in parte. Grupul 1 include tulpinile izolate, pentru care CMI este
pana la 1,17 ug/ml, cel de-al doilea grup — intre 2,34 -4,69 pg/ml, iar cel de-al treilea grup — CMI
mai mare sau egala cu 9,37 pg/ml.

Fata de 80-93% dintre tulpinile de stafilococ izolate clinic toti trei compusi testati au
demonstrat un nivel al CMI de pana la 1,17 pg/ml si fata de 7-17% dintre tulpinile izolate —
CMI intre 2,34-4,69 pg/ml. Compusul di(pu-S)-bis{cloro-[1-(piridin-2-il)etanon-4- metiltiosemi-

carbazonato (1-)Jcupru} nu a inregistrat valori ale CMI mai mari sau egale cu 9,37 ug/ml, iar
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ceilalti doi compusi au manifestat astfel de activitate antibacteriana fata de 3% dintre tulpinile de
stafilococ izolate clinic.
Rezultatele generalizate si analizate statistic, obtinute la testarea celor trei compusi, sunt

prezentate in Tabelele 3.14 - 3.16.

3%

17% r

m<1,17 m2,34-4,69 m<1,17 m2,34-4,69 m2>9,37

14% 3%

m<1,17 m2,34-4,69 29,37

C

Fig.3.1. Repartizarea tulpinilor de Staphylococcus aureus izolate in grupuri in functie de

valorile CMI (ng/ml) a compusilor testati:
A — di(pu-S)-bis{cloro-[1-(piridin-2-il) etanon- 4- metiltiosemicarbazonato(1-)]cupru};
B — cloro-[N-etil-2-(piridin-2-ilmetilen) hidrazincarbotioamido] cupru;
C — di (u-S)- bis {[2 - (4- aminobenzensulfamido) - pirimidin]- nitrato - [2-picoliden-4-

feniltiosemicarbazido-(1-)]cupru}.

Din Tabelul 3.14 se vede ca, comparativ cu rezultatele obtinute pe tulpina de referinta
pentru  compusul di(u-S)-bis{cloro-[1-(piridin-2-il)etanon-4-metiltiosemicarbazonato(1-)]
cupru}, cele inregistrate pe tulpinile izolate clinic sunt mai joase.

Activitatea antimicrobiana a compusului testat, dar si cea a furacilinei au fost mai joase ca
in cazul tulpinii de referinta de stafilococ. In acelasi timp, atat pentru CMI, cét si pentru CMB

ale compusului si ale furacilinei sunt diferente esentiale, statistic veridice.

93



Tabelul 3.14. Activitatea antimicrobiana a compusului di(u-S)-bis{cloro-[1-(piridin-2-il)etanon-
4-metiltiosemicarbazonato(1-)]cupru}asupra tulpinilor de Staphylococcus aureus izolate clinic

(analiza statistica descriptiva si dispersionala a rezultatelor) (C1gH22Cl,Cu;NgS,)

Parametrul C1sH22Cl,CuyNgS; (C) Furacilina (F)
CMI CMB CMI CMB
Numarul de masurari, N 30 30 30 30
Media, M 0,699 1,500667 12,65233 28,76167
Mediana 0,58 1,17 9,37 18,75
Dispersia, S° 0,366285172 1,08882 68,45703 362,8183
Abaterea standard, S 0,60521498 1,043465 8,273876 19,04779
Valoarea max 2,34 4,69 37,5 75
Valoarea min 0,07 0,29 4,68 9,37
Pc.rcm) 9,31432E-09 <0,001
Pc.rcve)) 1,3735E-08 <0,001

Prin urmare, putem afirma, ca compusul di(u-S)-bis{cloro-[1-(piridin-2-il)etanon-4-
metiltiosemicarbazonato(1-)] cupru} poseda activitate biologica inaltd atat fata de cultura de
referinta Staphylococcus aureus ATCC 25923, cat si fata de tulpinile de Staphylococcus aureus
izolate clinic. CMI manifestata de compus este de 18 ori mai joasa, iar CMB — de 19,2 ori mai
joasa decat parametrii respectivi obtinuti pentru furacilina. Aceste rezultate permit recomandarea
compusului dat pentru testarea ulterioara in calitate de preparat antimicrobian activ fata de
Staphylococcus aureus.

Rezultatele generalizate pentru testele efectuate cu utilizarea compusului Cloro-[N-etil-2-
(piridin-2-ilmetilen)hidrazincarbotioamido]cupru (Tabelul 3.15) demonstreaza aceleasi tendinte
ca si primul compus.

CMI manifestata de compus este 6,88 ori mai joasd, iar CMB — de 4,2 ori mai joasa decat
parametrii respectivi obtinuti pentru furacilina. Diferentele inregistrate intre rezultatele pentru
compus si pentru furacilind sunt statistic semnificative. Aceste rezultate permit recomandarea
compusului dat pentru testarea ulterioara in calitate de preparat antimicrobian activ fata de

Staphylococcus aureus.
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Tabelul 3.15. Activitatea antimicrobiana a compusului cloro-[N-etil-2-(piridin-2-ilmetilen)

hidrazincarbotioamido]cupru asupra tulpinilor de Staphylococcus aureus izolate clinic (analiza

statistica descriptiva si dispersionala a rezultatelor) (CgH1;CICUN,S)

C9H11C|CUN4S (C)

Furacilina (F)

Parametrul CMI CMB CMI CMB
Numirul de masurari, n 30 30 30 30
Media, M 1,836667 6,895 12,65233 28,76167
Mediana 1,17 4,69 9,37 18,75
Dispersia, S° 11,41744 179,7907 68,45703 362,8183
Abaterea standard, S 3,37897 13,40861 8,273876 19,04779
Valoarea max 18,75 75 37,5 75
Valoarea min 0,03 0,07 4,68 9,37
P(C,F(CMI)) 3,4026E-07 <0,001
P(C,F(CMB)) 6,50696E-06 <0,001

Compusul di(u-S)-bis{[2-(4-aminobenzensulfamido)-pirimidin]-nitrato-[2-picoliden-4-

feniltiosemicarbazido-(1-)]Jcupru} (Tabelul 3.16) a demonstrat niveluri ale CMI mai joase

comparativ cu cele obtinute la aplicarea furacilinei.

Tabelul 3.16. Activitatea antimicrobiana a compusului di(u-S)-bis{[2-(4-aminoben-

zensulfamido)-pirimidin]-nitrato-[2-picoliden-4-feniltiosemicarbazido-(1-)]cupru} asupra

tulpinilor de Staphylococcus aureus izolate clinic (analiza statistica descriptiva si dispersionala

arezu Itatelor) (C46H42CU2N1801084)

C46H42CuU2N15010S4 (C) Furacilina (F)
Tulpina izolata CMI CMB CMI CMB

Numarul de masurari, n 30 30 30 30
Media, M 1,433767 4,085 12,65233 28,76167
Mediana 1,17 2,34 9,37 18,75
Dispersia, S° 3,603888 51,85776 68,45703 362,8183
Abaterea standard, S 1,898391 7,201233 8,273876 19,04779
Valoarea max 9,37 37,5 37,5 75
Valoarea min 0,015 0,03 4,68 9,37
P(c.rcm) 1,36736E-09 <0,001

P(c.rccms)) 1,34849E-09 <0,001

Valoarea P pentru CMB si CMI obtinuta la compararea datelor obtinute la aplicarea

compusului testat si a furacilinei arata o diferenta statistic veridicd, efectele compusului fiind de

8,8 mai pronuntate in cazul aprecierii CMI si de 7,0 ori mai pronuntate in cazul CMB. Astfel, si
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acest compus poate fi recomandat pentru testari suplimentare in calitate de produs cu efecte
antimicrobiene fata de tulpinele de Staphylococcus aureus izolate clinic.

Pentru a compara activitatea antibacteriana a celor trei preparate, intre ele a fost efectuata
analiza dispersionald monofactoriala cu aplicarea testului t (cazul a doud siruri independente).
La compararea efectelor compusului C1gH2,Cl,CuzNgS; cu cele ale compusului CoH13CICUN,S
valoarea P=0,077542839, ceea ce indicda un nivel scazut de semnificatie. Valoarea P la
compararea efectelor compusului C1gH2,Cl,Cu,NgS, cu efectele compusului C4sH42CuzN18010S4
este de P=0,048083896 (P<0,05), deci intre activitatea biologica a acestor doi compusi exista o
diferenta statistic veridicd, compusul CigH22Clo,CuaNgS, fiind mai activ. Totodata, intre
activitatea compusului  CgHp;CICUNsS  si compusului  CasHa2CU2N15010S4 valoarea
P=0,591670406, ceea ce denota lipsa diferentelor semnificative. Astfel, nu putem evidentia cert
careva dintre cei trei compusi testati, toti trei fiind indicati pentru realizarea testelor suplimentare
pentru aplicarea lor ulterioara in calitate de produse cu efect antibacterian.

Pentru oamenii de stiintd Escherichia coli este un obiect de importanta incontestabila. In
prezent existd numeroase biotehnologii bazate pe aplicarea acestui microorganiSm in calitate de
gazda a proceselor de interes, iar in domeniul tehnologiei ADN-ului recombinat E.coli este cel
mai utilizat microorganism [236]. Aceasta se datoreaza usurintei de manipulare in conditii de
conditii aerobe, cat si anaerobe. In acelasi timp, acest microorganism este cauza unor infectii
bacteriene la om, asa ca enteritele, infectiile tractului urinar, septicemia si alte infectii clinice,
cum ar fi meningita nou-nascutilor.

Tratamentul terapeutic al infectiilor cu E. coli este adesea compromis de aparitia
rezistentei la antibiotice. Prevalenta tulpinilor multirezistente de E. coli este in crestere la nivel
mondial, in principal din cauza rdspandirii elementelor genetice mobile. Aceastd specie, in
special tulpinile multirezistente care se raspandesc vertiginos, este cauza infectiilor nosocomiale
si comunitare. Prin urmare, raspandirea rezistentei E. coli este o preocupare tot mai importanta in
domeniul sanatatii publice a tarilor europene [21].

Ca si in cazul tulpinilor de stafilococ izolate, in continuare au fost testati aceiasi trei
compusi, activi fatd de tulpinile de referinta, pe tulpinile de Escherichia coli izolate clinic din
coproculturd. In lucru au fost luate 30 de tulpini izolate, iar pentru fiecare dintre ele au fost
determinate CMI si CMB pentru compusul cercetat si pentru furaciliti. In Figura 3.2. este
reprezentata repartizarea tulpinilor izolate pe grupuri in functie de valoarea CMI a fiecarui

compus in parte. Grupul 1 include tulpinile izolate, pentru care CMI este pana la 4,69 pg/ml, cel
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de-al doilea grup — intre 9,37-37,5 ng/ml, iar cel de-al treilea grup — CMI 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 antimicrobiana exprimata in valori — CMI intre 9,37-37,5 ng/ml. Astfel,
esantionul de date obtinute pe cele 30 de tulpini izolate clinic studiate a fost omogen. Fata de
compusul  cloro-[N-etil-2-(piridin-2-ilmetilen)hidrazincarbotioamido]cupru  la  90% dintre
tulpinile izolate clinic au fost inregistrate valori similare cu cele ale compusului precedent.
Astfel, pentru 27 de tulpini izolate CMI a acestui compus a fost de 9,37-37,5 ug/ml si doar
pentru 3 tulpini izolate CMI a compusului a fost <4,69 pg/ml. In cazul compusului di (u-S)-
bis{[2-(4- aminobenzensulfamido) - pirimidin]- nitrato - [2-picoliden-4-feniltiosemicarbazido-
(1-)]cupru} printre tulpinile izolate clinic au fost depistate toate cele drei grupuri delimitate
initial. Astfel, fatd de 17% dintre tulpinile izolate CMI a compusului a fost <4,69 pug/ml, fata de
27% dintre tulpinile izolate CMI a compusului a avut valori intre 9,37-37,5 ug/ml, iar fata de

56% dintre tulpinile izolate CMI a compusului a fost mai mare de 75 pg/ml.

10%

m9,37-37,5 m<4,69 m9,37-37,5

17%

l

\ 56%

m<4,69 m9,37-37,5 275

C

Fig.3.2. Repartizarea tulpinilor de Escherichia coli izolate in grupuri in functie de valorile CMI

(ng/ml) a compusiilor testati:
A — di(u-S)-bis{cloro-[1-(piridin-2-il) etanon- 4- metiltiosemicarbazonato (1-)]cupru};
B — cloro-[N-etil-2-(piridin-2-ilmetilen)hidrazincarbotioamido]cupru;
C —di (u-S)- bis {[2 - (4- aminobenzensulfamido) - pirimidin]- nitrato - [2-picoliden-4-fenil-

tiosemicarbazido-(1-)]cupru}.
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Rezultatele generalizate si analizate statistic obtinute la testarea celor trei compusi fatd de
tulpinile de Escherichia coli izolate clinic sunt prezentate in Tabelele 3.17-3.19.

Din analiza comparata a datelor expuse in Tabelele 3.6 si 3.11 constatam, ca, comparativ
cu rezultatele obtinute pe tulpina de referinta de Escherichia coli ATCC 25922 pentru compusul
di(u-S)-bis{cloro-[1-(piridin-2-il) etanon-4-metiltiosemicarbazonato(1-)]cupru}, cele inregistrate
pe tulpinile izolate clinic sunt mai joase. Activitatea antimicrobiand a compusului testat, dar si a
furacilinei au fost mai joase ca in cazul tulpinii de referinta. In acelasi timp, atat pentru CMI, cat
si pentru CMB ale compusului si ale furacilinei sunt diferente esentiale, statistic veridice
(P<0,001). Astfel, compusul di(u-S)-bis{cloro-[1-(piridin-2-il)etanon-4-metiltiosemicarbazo-
nato(1-)Jcupru} poseda activitate biologica inalta atat fata de cultura de referinta Escherichia coli
ATCC 25922, cat si fata de tulpinile de Escherichia coli izolate clinic. CMI manifestata de
compus este 4 ori mai joasd, iar CMB — de 2,6 ori mai joasd decat parametrii respectivi obtinuti
pentru furacilind. Aceste rezultate permit recomandarea compusului dat pentru testarea ulterioara

in calitate de preparat antimicrobian activ fata de Escherichia coli.

Tabelul 3.17. Activitatea antimicrobiana a compusului di(p-S)-bis{cloro-[1-(piridin-2-il)etanon-
4-metiltiosemicarbazonato(1-)]cupru}asupra tulpinilor de Escherichia coli izolate clinic (analiza

statistica descriptiva si dispersionala a rezultatelor) (C1gH22Cl,CuzNgS»)

Parametrul %f\'/l'lsz'zCUzNggz'\gI%) CNIIZIuramIlna (l;)MB
Numarul de masurari, n 30 30 30 30
Media, M 28,749 80,9373 116,25 211,25
Mediana 28,125 75 75 150
Dispersia, s? 290,584 2451,77 5658,94 7805,5
Abaterea standard, S 17,0465 49,5153 75,226 88,3487
Valoarea max 9,37 9,37 37,5 37,5
Valoarea min 75 150 300 300
P(c.rcmiy 4,31145E-08 p<0,001
P(C,F(CMB)) 5,31054E-12 p<0,001

Rezultatele generalizate pentru testele efectuate cu utilizarea compusului cloro-[N-etil-2-
(piridin-2-ilmetilen)hidrazincarbotioamido]cupru asupra tulpinilor izolate clinic (Tabelul 3.18)
demonstreaza aceleasi tendinte ca si primul compus.

Pentru tulpinile izolate clinic valorile medii calculate din 30 de experiente ale CMI si CMB
ale compusului cloro-[N-etil-2-(piridin-2-ilmetilen)hidrazincarbotioamido]cupru sunt semnifi-

cativ mai inalte decat fatd de cultura de referinta Escherichia coli ATCC 25922. Mentionam

98



aceeasi crestere si pentru CMI si CMB ale furacilinei fatd de tulpinile respective izolate.
Rezultatele analizei dispersionale monofactoriale ne-au permis sa constatam diferente statistic
veridice dintre rezultatele obtinute la testarea compusului respectiv si a furacilinei a 30 de tulpini
de Escherichia coli izolate clinic. Astfel, valoarea medie a CMI a compusului este de 4,35 ori

mai joasa fata de CMI a furacilinei, iar CMB — respectiv de 2,99 ori.

Tabelul 3.18. Activitatea antimicrobiana a compusului cloro-[N-etil-2-(piridin-2-ilmetilen)
hidrazincarbotioamido]cupru asupra asupra tulpinilor de Escherichia coli izolate clinic (analiza
statistica descriptiva si dispersionala a rezultatelor) (CgH11CICUN,4S)

CyH1:CICuUN,S (C Furacilina (F
Parametrul CMI C(M)B CMI (C)MB

Numarul de masurari, n 30 30 30 20
Media, M 26,718 70,9373 116,25 211,25
Mediana 18,75 75 75 150
Dispersia, S 325,586 2542,01 5658,94 7805,5
Abaterea standard, S 18,044 50,4183 75,226 88,3487
Valoarea max 1,17 2,34 37,5 37,5
Valoarea min 75 150 300 300
P(C,F(CMI)) 3,03282E-07 p<0,001

P(C,F(CMB)) 1,03172E-08 p<0,001

Rezultatele generalizate pentru testele efectuate cu utilizarea compusului di(p-S)-bis{[2-(4-
aminobenzensulfamido)- pirimidin]- nitrato-[2- picoliden-4-feniltiosemicarbazido- (1-)] cupru}

sunt prezentate in Tabelul 3.19.

Tabelul 3.19. Activitatea antimicrobiana a compusului di(u-S)-bis{[2-(4-aminoben-
zensulfamido)-pirimidin]-nitrato-[2-picoliden-4-feniltiosemicarbazido-(1-)]cupru} asupra
tulpinilor de Escherichia coli izolate clinic (analiza statistica descriptiva si

dispersionala a rezultatelor) (C4sH42CuU2N18010S4)

C4sH42CusN15010S4 (C Furacilina (F
Parametrul CMI CI\/I(B) CMI (C)MB

Numarul de masurari, n 30 30 30 30
Media, M 58,0127 169,463 116,25 211,25
Mediana 75 150 75 150
Dispersia, S 1369,94 10091,6 5658,94 7805,5
Abaterea standard, S 37,0127 100,457 75,226 88,3487
Valoarea max 0,14 0,29 37,5 37,5
Valoarea min 150 300 300 300
Pc.remi 0,000502191 p<0,001

P(C,F(CMB)) 0,081760899 p<0,1




Din analiza comparata a datelor prezentate in Tabelele 3.2 si 3.11 cu cele din Tabelul 3.19,
putem mentiona, ca activitatea compusului examinat fata de tulpinile de Escherichia coli izolate
clinic este redusa considerabil fatad de activitatea lui fata de cultura de referinta. Aici se respecta
aceeasi tendintd ca si In cazul primilor doi compusi examinati in acest compartiment. Valoarea
medie a CMI pentru compus fata de tulpinile izolate clinic este de 2,0 ori mai joasa comparativ
cu CMI a furacilinei, aceasta diferenta fiind sustinutd prin veridicitate statistica (p<0,001).
Valoarea medie a CMB pentru compus nu se deosebeste veridic din punct de vedere statistic de
CMB pentru furacilina (p>0,05). Deci, acest compus nu poate fi recomandat pentru testari
ulterioare in calitate de compus cu activitate biologica fata de Escherichia coli.

In continuare a fost comparati activitatea antibacteriand (CMI) a celor trei preparate intre
ele fatd de tulpinile de Escherichia coli izolate clinic in baza rezultatelor analizei dispersionale
monofactoriale cu aplicarea testului t (cazul a doud siruri independente). La compararea
efectelor compusului CigH22Cl,CusNgS,; cu cele ale compusului CgH13CICUN,4S valoarea
P=0,649777659, ceea ce indicad lipsa diferentelor veridice din punct de vedere statistic intre
valorile CMI pentru acesti doi compusi fata de 30 de tulpini de Escherichia coli izolate clinic.
Valoarea P la compararea efectelor compusului CigH2,Cl,Cu,NgS, cu efectele compusului
CasH42CUaN15010S, este de P=0,000357898 (P<0,001), deci intre activitatea biologica a acestor
doi compusi exista o diferenta statistic veridica, compusul CygH2,Cl,Cu,NgS; fiind veridic mai
activ. In acelasi timp, intre activitatea compusului CoHi;CICUN,S si compusului
Ca6H42CUN13010S,  valoarea P=2,41927E-05 (P<0,001), ceea ce denotd, de asemenea, 0
diferenta veridica intre nivelul activitatii antibacteriene a acestor doi compusi. Astfel, calculul
dispersional indicd asupra elimindrii compusului di(u-S)-bis{[2-(4-aminobenzensulfamido)-
pirimidin]-nitrato-[2-picoliden-4-feniltiosemicarbazido-(1-)]Jcupru} din lista compusilor cu

activitate inalta fata de tulpinile de Escherichia coli izolate clinic.

3.8. Concluzii la capitolul 3

1. Compusii di(p-S)-bis{(4-aminobenzensulfamid)-nitrato-[2-picoliden-4-feniltiosemicarbazido-
(1-)]-cupru}; di(u-S)-bis{[2-(4-aminobenzensulfamido)- pirimidin] —nitrato -[2- picoliden -4-
feniltiosemicarbazido-(1-)]cupru}, care au in calitate de precursor de sinteza azotatul de cupru
(IT), poseda activitate antimicrobiana inalta fata de toate tulpinile de referinta testate.

2. Compusul di(u-S)-bis{[2-(4-aminobenzensulfamido)tiazol]-cloro-[2-picoliden-4-feniltiosemi-
carbazido-(1-)]cupru}, la sinteza caruia a fost utilizatd clorura de cupru, poseda activitate

antimicrobiana inalta fata de microorganismele Gram-negative si fata de Bacillus cereus.
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3. Compusii coordinativi ai Cu(Il) cu 4-(dimetilfenil)tio semicarbazonele 2-formilpiridinei
poseda activitate antimicrobiana foarte 1nalta fatd de tulpinile de referinta Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Bacillus cereus 'MCK 8035 si Shigella sonnei ATCC 25931.

4. Compusul di(u-S)-bis{cloro-[1-(piridin-2-il)etanon-4-metiltiosemicarbazonato(1-)]cupru}se
caracterizeaza prin activitate antibacteriand foarte inaltd fatd de tulpina de referinta
Staphylococcus aureus ATCC 25923 si prin activitate antimicrobiana inalta fata de Bacillus
cereus 'MCK 8035, Escherichia coli ATCC 25922 si Shigella sonnei ATCC 25931, iar
compusul cloro-[N-etil-2-(piridin-2-ilmetilen)hidrazincarbotioamido]cupru — prin activitatea
antibacteriana inalta fatd de toate culturile de referinta cu exceptia salmonelei.

5. Compusul 3-(4-Hydroxy-3-methoxyphenyl)-1-(4-isothiocyanatophenyl)prop-2-en-1-one din
grupul protenonelor aromatice a avut cea mai joasa activitate din grup fatd de tulpinile
bacteriilor Gram-negative si cea mai inaltd activitate fata de tulpinile bacteriilor Gram-
pozitive luate in cercetare, ceea ce ar fi un indiciu in depistarea diferentelor de mecanisme de
actiune pe cele doua tipuri de bacterii si o posibild directie de elaborare a preparatelor
antimicrobiene cu specificitate Tnalta.

6. Compusii testati au manifestat activitate antimicrobiana inalta, in special fata de tulpinile de
referinta ale bacteriilor Gram-pozitive Staphylococcus aureus ATCC 25923 si Bacillus cereus
I'MCK 8035. De asemenea, au fost evidentiati compusi cu activitate antimicrobiana inalta fata
de tulpina de referinta Shigella sonnei ATCC 25931, aceasta fiind de pana la 304 ori mai mare
ca cea a furacilinei. Tulpinile de referintd Escherichia coli ATCC 25922 si Salmonella
enterica (S. abony 'MCK 03/03y) au manifestat un grad mai inalt de rezistentd fata de
actiunea compusilor chimici noi.

7. 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} au fost recomandati in
calitate de preparate cu efecte antimicrobiene performante fata de tulpinile de Staphylococcus
aureus izolate clinic in calitate de preparate cu activitate antimicrobiana inalta fata de tulpinile

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

Stabilirea particularitdtilor de actiune a compusilor antimicrobieni noi este un imperativ
atat din punctul de vedere al aprecierii efectelor curative, cat si din cel al promovarii produsului
farmaceutic de la idee la medicament implementat in practica terapeuticd. Existd numeroase
publicatii, care descriu variate modificdri ale continutului biochimic al celulelor de
microorganisme patogene supuse actiunii toxice a preparatelor antimicrobiene. Studiul
bibliografic realizat pe durata elaborarii prezentei teze de doctorat demonstreaza, ca unul dintre
mecanismele generale si comune practic pentru toate preparatele antimicrobiene este inducerea
stresului oxidativ 1n celulele patogenului, exprimat in supraacumularea radicalilor liberi. Acestia,
la randul lor, mediaza intreaga gama de mecanisme clasice ale actiunii antimicrobiene, observate
de cercetatori.

Astfel, a devenit oportuna realizarea unui studiu, care ar elucida unele modificari
biochimice, ce reflecta statutul antioxidant al culturilor de microorganisme patogene sub

influenta compusilor chimici noi selectati in calitate de substante cu potential antibacterian Inalt.

4.1. Premisele stiintifice ale cercetarii

Succesul microorganismelor patogene in generarea infectiilor in organismul-gazda este
direct proportional cu capacitatea acestora de a contracara efectele stresului oxidativ exogen,
care este determinat de includerea mecanismelor de protectie imund a macroorganismului
afectat. Celulele sistemului imun al gazdei (in special macrofagii) se caracterizeaza prin
activitatea inalta a enzimei specifice NADH-oxigenaza, care in urma activitatii sale catalitice de
transfer al electronilor de pe HADH pe oxigen produce radicalul superoxid. Reactia de
dismutatie a radicalului superoxid, catalizata de superoxiddismutaza, se finalizeaza cu formarea
peroxidului de hidrogen. Moleculele de H,0, reactioneaza intens cu proteinele care contin
Fe(Il), provocand modificari ireversibile ale acestora — carbonilarea si formarea agregatelor
proteice [57, 81].

Aminoacizii cisteina, metionina, triptofanul sunt deosebit de vulnerabili in fata actiunii
oxidative a peroxidului de hidrogen, care poate conduce atat la modificari reversibile, exprimate
prin formarea acidului sulfenic si prin tiolare, cat si la modificari ireversibile, care intervin la

formarea acizilor sulfinic si sulfonic [47].
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Astfel, ca raspuns la actiunea diferitor specii reactive ale oxigenului (SRO) in celulele
bacteriene are loc modificarea radicala a proteomului, care poate fi nu neapdrat malefica pentru
bacterii. Modificarea posttranslationald conduce la includerea mecanismelor de protectie celulara
prin activarea anumitor cai specifice ale transductiei de semnal [24].

Stresul oxidativ in culturile bacteriene poate fi cauzat de interactiunea celulelor cu solutii,
care contin ioni metalici. De exemplu, in cultura bacteriana de Staphylococcus aureus ionii de
argint (I) induc stresul oxidativ care este exprimat prin scdderea capacititii de reducere a
radicalilor in biomasa. Intensitatea stresului oxidativ creste proportional cu cresterea
concentratiei de ioni in mediu [48]. Sub actiunea glabridinei in culturile de Staphylococcus
aureus cu rezistenta multipla la antibiotice se observa cresterea esentiala a continutului de
peroxid de hidrogen si radicali ai oxidului nitric. Cantitatea acestor specii reactive creste odata cu
cresterea dozei de glabridina, iar in continuare, ele pot afecta macromoleculele de ADN, lipide si
proteine [208].

Stresul oxidativ exogen in culturile bacteriene survine odata Cu cresterea activa a cantitatii
de SRO. La prima etapa are loc supraacumularea de superoxid radical, care in continuare, prin
intermediul reactiilor enzimatice, este transformat in peroxid de hidrogen si cel mai periculos
radical liber — hidroxil-radicalul. Pentru a supravietui, bacteriile activeaza mecanismele de
detoxicare, mediate de enzimele antioxidante, cele mai importante fiind superoxiddismutaza,
catalaza si peroxidaza. Superoxiddismutaza este inclusd foarte activ in reactiile de protectie a
ADN-ului bacterian [161, 162, 170]. De exemplu, Escherichia coli produce variantele
citoplasmatice ale superoxiddismutazei Mn-SOD (sodA) si Fe-SOD (sodB), care protejeaza
ADN-ul si proteinele de procesul de oxidare, precum si varianta periplasmatica Cu/Zn-SOD
(sodC), care protejeaza componentele peretelui celular si membrana citoplasmatica de
deteriorarea oxidativa. Producerea activa a factorilor reglatori in biomasa microorganismelor
patogene in conditii de stres oxidativ a fost inregistrata pentru majoritatea culturilor. Astfel, la
speciile din genul Salmonella are loc inducerea regulonului soxRS, la speciile de Pseudomonas
este initiatd formarea compusilor redox-cycling, codificati de gena pqrCBAR, la speciile de
Bacillus a fost depistata inducerea perR si Ohr ca raspuns la stresul oxidativ [170].

Expunerea culturii de stafilococ la vancomicind sau ciprofloxacind este asociatd cu
formarea de radicali hidroxil in cantitati veridic superioare in comparatie cu nivelul observat in
celule bacteriene netratate. In aceste conditii se inregistreazi o corelare stransi intre cresterea
continutului de radicali hidroxil si expresia redusa a katA, precum si cu activitatea scazuta a

catalazei. Cercetatorii exprima parerea, ca actionand asupra culturii de S. aureus, antibioticele
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bactericide moduleaza expresia catalazei, care la randul sdu influenteaza formarea de radicali
liberi [228].

Astfel, substantele cu efect antibacterian, actionand asupra culturilor de microorganisme
patogene, produc in acestea o stare de stres oxidativ asociat cu acumularea de radicali liberi,
scaderea capacitatii antioxidante totale, reducerea expresiei si activitatii enzimelor antioxidante
de protectie. Monitorizarea acestor procese in biomasa de bacterii poate furniza informatie utila
atat despre eficienta substantelor testate, cat si despre posibilele mecanisme de actiune ale
acestora asupra microorganismelor patogene.

Reiesind din cele expuse, consideram utila cuantificarea parametrilor care exprima statutul
antioxidant al celulelor in culturile de microorganisme patogene expuse actiunii noilor compusi
chimici si In cele care nu au fost tratate. Estimarea modificarilor produse poate servi in calitate

de instrument de apreciere a eficientei noilor substante in calitate de produsi antimicrobieni.

4.2. Modificarea capacitatii antioxidante totale a culturilor de microorganisme patogene
sub influenta compusilor chimici noi

Capacitatea antioxidantd totald a celulelor vii este determinatd de totalitatea compusilor
micro- si macromoleculari, care poseda proprietati antioxidante. In acest compartiment al lucririi
vor fi luate in considerare componentele care previn formarea radicalilor liberi si inlaturd
radicalii deja formati, fiind omisd componenta antioxidantd ce asigura repararea sistemelor
biologice deteriorate de stresul oxidativ.

Componentele celulare cu efect antioxidant includ antioxidantii enzimatici, care se
clasifica in antioxidanti de protectie primara si secundard. Protectia primard este asiguratd de un
grup din trei enzime cu formele lor specifice — catalaza, peroxidaza si superoxiddismutaza, care
neutralizeaza direct radicalii liberi. Protectia secundara este asiguratd de reductaze si
dehidrogenaze, care participa la reactivarea enzimelor din prima categorie.

Antioxidantii nonenzimatici includ proteinele de chelare a metalelor, pigmentii (de
exemplu, carotenoizii la Stahpylococcus), compusii fenolici, aminoacizii si peptidele
antioxidante (de exemplu, glutationul), vitaminele (cum sunt vitaminele A, E, C), cofactorii
enzimelor (de exemplu, cunoscutul Q1p), minerale (in principal, zincul si seleniul) s.a.

In acest compartiment, pentru determinarea activititii antioxidante a fost aplicat testul
ABTS (2,2 azinobis 3-etilbenzotiazolina-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 de fapt lizatul celular

analizat de noi.
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Culturile bacteriene care corespund standardului de turbiditate de 0,5 dupa McFarland sunt
supuse actiunii compusilor chimici noi selectati in concentratie egala cu CMI pentru fiecare
compus si culturd de referintd. Timpul de contact al culturii cu compusii a fost de 2 ore, dupa
care se ajusteaza concentratia celulelor conform standardului de turbiditate. Biomasa se
colecteazi si se prelucreazi conform metodelor descrise in capitolul 2. In lucru au fost luati
compusii care au aratat cele mai bune rezultate, descrise in capitolul precedent. Valorile testului
ABTS au fost exprimate in procente de inhibitie a radicalului cation ABTS .

Rezultatele obtinute la testarea compusilor chimici noi cu actiune antimicrobiand fata de

tulpina de referinta Staphylococcus aureus ATCC 25923 sunt prezentate in Figura 4.1.
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Fig. 4.1. Modificarea capacititii antioxidante totale in tulpina Staphylococcus aureus
ATCC 25923 sub influenta compusilor chimici noi selectati: 1 - C3gH3sCU 2N14010S4;

2 - C42H42CU2N14012S4; 3 - CasHa6CU2N18010Sg; 4 - CasHa2CUN18010S4; 5 - C15H19CICUNLO,S;
6 - C15H19CUN505S; 7 - C15H17C|CUN4OS; 8- C15H19CUN5O5S (2,5), 9- C15H19CUN505S (3,4),
10 - C15H19CuN505S (2,4); 11 - C1gH2,CIl,CuysNgS,; 12 - CoH11CICUN4S; M- cultura netratata.

Este evidentd diminuarea semnificativa a capacitatii antioxidante totale la stafilococ, atat la
tratarea celulelor cu furacilind, cat si la tratarea acestora cu compusii chimici noi selectati. In
cazul furacilinei procente de inhibitie a radicalului cation ABTS constituie 59,1% din capacitatea
extractului celular de stafilococ neprelucrat cu substante antibacteriene. Activitatea antioxidanta
totald a extractelor celulare obtinute din biomasa de stafilococ tratatd cu cei 12 compusi chimici
noi selectati a constituit de la 6,1 la 30,5% din capacitatea antioxidantd a martorului. Majoritatea
compusilor cu efect maximal in diminuarea capacitatii antioxidante la stafilococ fac parte din
grupul compusilor coordinativi de Cu(ll) cu 4-(dimetilfenil)tio semicarbazone 2-formilpiridinei
(compusii 5, 6, 8-10). De asemenea, a produs o diminuare importantd a capacitatii antioxidante

compusul di(u-S)-bis{cloro-[1-(piridin-2-il)etanon-4-metiltiosemicarbazonato(1-)]cupru}.
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Avand 1n vedere ca acesti compusi au demonstrat un nivel inalt de activitate antibacteriana
fata de cultura de referinta Staphylococcus aureus ATCC 2592, valorile CMI si CMB fiind
destul de scazute, aceastd diminuare semnificativa a capacitdtii antioxidante este fireascd. Am
mentionat in compartimentul anterior, cd actiunea compusilor cu efect antimicrobian este
asociatd cu generarea SRO. Diminuarea activitatii antioxidante totale a culturii sub actiunea
compusilor testati lipseste, de fapt, celulele de posibilitatea de a se proteja de actiunea
deterioranta a radicalilor liberi. Acest lucru este evident si in cazul furacilinei, desi diminuarea
capacitatii antioxidante totale la actiunea furacilinei este mai putin pronuntata.

Pentru cultura de referinta Bacillus cereus I'MMCK 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 4.2.
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Fig. 4.2. Modificarea capacitatii antioxidante totale in cultura standard Bacillus cereus s THCK
8035 sub influenta compusilor chimici noi selectati:
1- C3gH38CU 2N14010S4; 2 - C2H42CU2N14012S4; 3 - CagHasCU2N18010S6; 4 - CagHa2CU2N18010S4;
5- Cl5H19C|CUN402S; 6 - C15H19CUN505S; 7 - C15H17C|CUN4OS; 8- C15H19CUN505S (2,5), 9-
C15H19CUN505S (3,4), 10 - C15H19CUN505S (2,4), 11 - ClgszclchZNSSQ; 12 - C9H11C|CUN4S;
13 - C10H13CUN504S,; M — martor.

Capacitatea antioxidanta totald in lizatul celular din cultura de Bacilus cereus netratata este
de 43,8% inhibitie radical cation ABTS. Acest indicator este destul de Tnalt chiar si pentru
extractele din plante, care se considera cele mai active. Tratarea culturii de Bacillus cereus cu
furacilina 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 antioxidanta a lizatelor constituie 14,5-40,4% din

capacitatea totald a probei martor. Cel mai pronuntat efect de diminuare a capacitatii

antioxidante a tulpinii de referintd Bacillus cereus TMCK 8035 au avut compusii di(u-S)-
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bis{nitrato-[2-picoliden-4-(2,6-dimetilfenil)tiosemicarbazido-(1-)]cupru} tetrahidrat si di(u-S)-
bis{nitrato-[2-picoliden-4-(3,4-dimetilfenil)tiosemicarbazido-(1-)]cupru}tetrahidrat.

Ambii fac parte din grupul compusilor coordinativi ai Cu(ll) cu 4-(dimetilfenil)tio
semicarbazone 2-formilpiridinei. In cazul tulpinii de referintd Bacillus cereus TCK 8035 se
observa o scadere importantd a capacitati de inlaturare a radicalilor formati in sistemul biologic,
ceea ce denotd incapacitatea culturii de a se proteja eficient in conditiile stresului oxidativ
determinat de actiunea deterioranta a compusilor chimici noi.

Rezultatele obtinute la testarea capacitatii antioxidante totale a lizatelor din Shigella sonnei
ATCC 25931 supuse tratarii cu dozele egale valorilor CMI a compusilor chimici noi sunt

prezentate in Figura 4.3.
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Fig.4.3. Capacitatea antioxidanta totald in cultura standard Shigella sonnei ATCC 25931 sub
influenta compusilor chimici noi selectati: 1- C3gHzgCu 2N14010S4; 2 - C4pH42CU2N14012S4;
3- C44H4oC|2CU2N140486; 4- C15H190|CUN4028; 5- C15ngCUN505S; 6 - C15H17C|CUN4OS;
7- C15H19CUN505S(2,5); 8- C15H19CUN505S(3,4); 9- C15H19CUN505S(2,4);

10 - C1gH22CloCusNgSs; 11 - CgH11CICUN4S; M- cultura netratata.

Si in culturile bacteriene Gram-negative 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 circa 40%,
fiind un indicator foarte bun. Nivelul de activitate antioxidantd in biomasa tratata 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. Printre cei mai activi
compusi cu activitate antibacteriana fata de tulpina de referinta Shigella sonnei ATCC 25931 se

numara di(u-S)-bis{nitrato-[2-picoliden-4-(3,4-dimetilfenil)tiosemicarbazido-(1-)]cupru}
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tetrahidrat si di(u-S)-bis{nitrato-[2-picoliden-4-(2,4-dimetilfenil)tiosemicarbazido-(1-)]cupru}
tetrahidrat, ambii reprezentanti ai grupului de compusi ai Cu(ll) cu  4-(dimetilfenil)
tiosemicarbazone 2-formilpiridinei. Valorile testului ABTS pentru acesti doi compusi constituie
4,7 si 3,9% inhibitie radical cation ABTS respectiv. In cazul lor reducerea capacititii
antioxidante totale a culturii este de 88-90%, ceea ce inseamna practic blocarea tuturor reactiilor
de protectie celulara si deteriorarea structurala a componentelor micromoleculare cu proprietati
antioxidante. Este clar, ca In asemenea conditii stresul oxidativ in cultura analizata este maxim si
incompatibil cu realizarea proceselor de asigurare a vitalittii celulelor de patogen.

Rezultatele obtinute la testarea actiunii compusilor selectati asupra activitatii antioxidante a

culturii de referinta Escherichia coli ATCC 25922 sunt prezentate in Figura 4.4,
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Fig.4.4. Capacitatea antioxidanta totald in cultura standard Escherichia coli ATCC 25922 sub
influenta compusilor chimici noi selectati:1 - C3gH3gCu 2N14010S4; 2 - CaqHa0Cl2CU2N1404Se;
3 - C4sHasCU2N18010S6; 4 - Ca6Ha2CU2N18010Ss; 5 - C18H22CloCUoNgSy;

6 - CgH11CICuN,S; M-cultura netratata.

Capacitatea de reducere a radicalului cation ABTS de catre cultura de Escherichia coli in
conditii normale constituie 36% inhibitie. In cultura tratati cu furacilini se inregistreazi o
scadere practic dublda a capacitatii antioxidante totale, valoarea procentului de inhibitie
constituind 18,9 in valori absolute si 52,5%, comparativ cu activitatea probei martor. La tratarea
culturii de referintd Escherichia coli ATCC 25922 cu compusii chimici selectati, de asemenea,
avem o scadere veridica a activitatii antioxidante, dar nu atat de spectaculoasd ca in cazul
culturii de Shigella sonnei. Asadar, capacitatea de reducere a radicalului cation ABTS in lizatul
bacterian obtinut din culturile tratate cu compusi chimici noi scade cu 57,6-68,6% fatd de
capacitatea lizatului obtinut din biomasa martor. Aceasta reducere este tipicd pentru compusii

activi fata de cultura de Escherichia coli. Este necesar de a mentiona, ca majoritatea lor fac parte
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din categoria compusilor Cu(II) cu 4-feniltiosemicarbazona 2-formilpiridinei si sulfanilamide. Si
in cadrul testarilor cu alte tulpini de referinta valorile testului ABTS au fost la nivele
comparabile. Astfel, la cultura de referintd Shigella sonnei ATCC reducerea capacitatii
antioxidante totale indusa de acesti compusi a constituit 28,4-36,4% fata de martor.

Cultura de referinta Escherichia coli pastreaza partial capacitatea de protectie antioxidanta,
ceea ce se confirma si prin experientele anterioare, in care valorile CMI si CBI ale compusilor
activi fatd de aceasta culturd au fost mai Inalte comparativ cu alte culturi luate in studiu. Cu toate
acestea, reducerea cu cel putin 57,3% a capacitdtii antioxidante totale a lizatului bacterian
obtinut dupa tratarea culturii cu compusi noi antibacterieni denota stres oxidativ profund, care
afecteaza serios vitalitatea culturii.

Rezultatele obtinute la tratarea culturii de referinta Salmonella enterica (S. abony I'HCK
03/03 y) cu dozele respective ale celor doi compusi activi fatd de cultura data sunt prezentate in

Figura 4.5.
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Fig.4.5. Capacitatea antioxidanta totald in cultura standard Salmonella enterica (S. abony T'HCK
03/03 y) sub influenta compusilor chimici noi selectati:1 - C3gH3gCu 2N14010S4;
2 - C44H40CloCusN1404Se; M — cultura netratata.

Activitatea antioxidanta totala a culturii de salmoneld in conditii normale constituie 28%
inhibitie radical cation ABTS, ceea ce este inferior culturilor analizate anterior. Actiunea
furacilinei asupra culturii conduce la reducerea capacitatii antiradicalice cu 25% fata de martor.
Compusii selectati au o influentd mai pronuntatd, provocand o reducere a capacitatii antioxidante
cu 30,7-56,8% fatd de proba martor. Din rezultatele obtinute putem presupune, ca cultura de
salmonela este capabild de a asigura homeostazia statutului antioxidant, ceea ce o face mai putin
vulnerabila la actiunea compusilor, care fatd de alte tulpini de referintd se manifesta ca substante

antibacteriene performante.
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Din analiza rezultatelor prezentate mai sus putem mentiona, cd compusii selectati produc o
reducere substantiala a capacitatii antioxidante totale in culturile de referinta luate in studiu. Cele
mai vulnerabile din punctul de vedere al instalarii stresului oxidativ de inalta intensitate sunt
culturile de referintd Staphylococcus aureus ATCC 2592 si  Bacillus cereus THCK 8035, cea
mai rezistenta fiind cultura de referintda Salmonella enterica (S. abony THCK 03/03 y).

4.3. Modificarea indicatorilor stresului oxidativ in culturile de microorganisme patogene
sub influenta compusilor chimici noi

La instalarea conditiilor de stres oxidativ de intensitate inaltd in sistemele vii incep
numeroase procese de denaturare a biopolimerilor, multe dintre ele fiind ireversibile. Astfel,
procesul de peroxidare a lipidelor, care decurge dupa modelul reactiilor in lant, este una dintre
reactiile, care conduc la moartea culturii celulare. Lipidele constituie baza structuralda si
functionald a membranelor biologice, iar oxidarea lor conduce la deteriorarea mecanica a
barierelor biologice si membranelor functionale, ceea ce afecteazd procesul de comunicare a
celulei cu mediul Inconjurator, dar si reactiile metabolice normale. Acumularea in mediul de
reactie a produselor finale ale degradarii lipidelor denotd despre modificari ireversibile in starea
celulelor, foarte des incompatibile cu viata acestora. Dialdehida malonica este unul dintre
produsele finale ale procesului de oxidare in lant a lipidelor, iar nivelul ei este un marker al starii
de stres oxidativ suportat de celula. In cercetarile noastre acesta este, de asemenea, un indicator
foarte important, care in corelare cu diminuarea capacitdtii antioxidante totale indica asupra
intensitatii stresului oxidativ.

De asemenea, a fost monitorizat si nivelul peroxidului de hidrogen format sub influenta
compusilor testati. Am mentionat in compartimentul 4.1, ca formarea excesiva a peroxidului de
hidrogen este primul pas in generarea stresului oxidativ sub influenta compusilor cu efecte
antibacteriene. Testul respectiv este destul de dificil din punct de vedere tehnic, pornind de la
reactivitatea inaltd a produsului format si de la durata scurta de viata. Obtinerea unor rezultate
veridice necesiti omogenizarea si sincronizarea perfectd a tuturor etapelor de analiza. In lucrare
sunt prezentate datele obtinute cu referire la nivelul de peroxid de hidrogen in culturile afectate
de actiunea compusilor chimici selectati, dar si in culturile mentinute in conditii normale.

Rezultatele care reflecta nivelul DAM si H,O; in cultura de referintda Staphylococcus
aureus ATCC 25923 sunt prezentate in Figura 4.6.

Nivelul peroxidului de hidrogen in cultura tratata cu furacilind a crescut cu 17,2% fata de
nivelul respectiv in proba martor, in timp ce cresterea cantitativa a dialdehidei malonice a fost de

44,3%. Diferentele fatd de martor sunt statistic veridice, ceea ce confirma actiunea antibacteriana
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a antisepticului de referinta. In variantele experimentale obtinute la tratarea culturii de stafilococ
cu compusii chimici noi selectati a fost obtinut un nivel al peroxidului de hidrogen care il
depaseste pe cel din proba martor cu pana la 37,7%. Pentru doi dintre compusii testati (compusul

8 s19) diferenta fata de proba martor nu este veridica din punct de vedere statistic.
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Fig.4.6. Cantitatea dialdehidei malonice si a peroxidului de hidrogen in cultura standard
Staphylococcus aureus ATCC 25923 sub influenta compusilor chimici noi selectati:
1 - C38H38CU 2N14010S4; 2 - C42H42CU2N14012S4; 3 - Ca6HasCU2N18010Se; 4 - CasHa2CU2N18010S4;
5- C15H190|CUN4OZS (2,5), 6 - C15H19CUN505S (3,4); 7 - C15H17C|CUN4OS (2,4);
8- C15H19CUN505S; 9- C15H19CUN5058; 10 - C15H19CUN5058; 11 - C18H22C|2CU2N882;
12 - C9H11C|CUN4S.

Nivelul dialdehidei malonice la tratarea cu furacilind in cultura de stafilococ a crescut cu
44,3% fata de martor, iar in culturile tratate cu dozele respective de compusi chimici noi — Cu
50,4-106,1% fata de martor. Toate probele experimentale se deosebesc veridic de proba martor
la nivelul intervalului de incredere de 99%. Astfel, rezultatele testului de determinare a DAM
confirma instalarea unei stari de stres oxidativ pronuntat in cultura de stafilococ sub influenta
compusilor chimici noi cu efect antibacterian.

Rezultatele testelor H,O, si DAM obtinute in experientele asupra culturii de referinta
Bacillus cereus TMCK 8035 sunt prezentate in Figura 4.7.

Spre deosebire de cultura de stafilococ, la Bacillus cereus pentru toti compusii luati in
studiu se Inregistreazad o crestere statistic veridica fatd de proba martor a continutului de peroxid
de hidrogen in lizatul celular. In cazul furacilinei cresterea constituie 21,4%, iar in cazul
compusilor noi testati valorile ce depasesc martorul constituie 26,8-58,3%. Si continutul

dialdehidei malonice creste veridic comparativ cu martorul. In cazul furacilinei cantitatea de
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DAM creste cu 52,4%, iar in cazul compusilor noi testati peroxidarea lipidelor a fost cu 45,0-

95,5% mai intensa decat in cazul martorului.
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Fig.4.7. Cantitatea dialdehidei malonice si a peroxidului de hidrogen in cultura standard Bacillus
cereus 'MCK 8035 sub influenta compusilor chimici noi selectati:
1 - C3gH38Cu 2N14010S4; 2 - C42H42CU2N14012S4; 3 - Ca6HasCU2N18010Se;
4 - C46H42CU2N1801()S4; 5- C15H19C|CUN4OQS; 6 - C15H19CUN505S; 7 - C15H17C|CUN4OS;
8- C15H19CUN505S (2,5), 9- C15H19CUN505S (3,4), 10 - C15H19CUN505S (2,4),
11 - C1gH2,CloCusNgSy; 12 - CoH11CICUN,S; 13 - C1gH13CuN504S,; M- cultura netratata.

Cultura de referinta Shigella sonnei ATCC 25931 s-a manifestat asemanator celei de

Bacillus cereus. Rezultatele sunt prezentate in Figura 4.8.
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Fig.4.8. Cantitatea dialdehidei malonice si a peroxidului de hidrogen in cultura standard Shigella
sonnei ATCC 25931 sub influenta compusilor chimici noi selectati: 1 - C3gHzgCu 2N14010Ss;
2 - C42H12Cu2N14012S4; 3 - CasHaoCl2CUN1404Ss; 4 - C15H19CICUNLO,S; 5 - C15H19CUNsOsS;
6 - C15H17C|CUN4OS; 7 - C15H19CUN505S(2,5); 8- C15H19CUN505S(3,4);
9- C15H19CUN5058(2,4); 10 - C1gH2,CIl,Cu,sNgS,; 11 - CgH11CICUN4S; M - cultura netratata.
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Nivelul peroxidului de hidrogen in biomasa de Shigella sonnei ATCC 25931 creste la
actiunea furacilinei cu 26%, iar la actiunea compusilor chimici noi testati — cu 26,3-57,3%.
Diferenta dintre valorile probelor experimentale si proba martor pentru peroxidul de hidrogen
sunt veridice la nivelul intervalului de Incredere de 99% (compusii 7-9) si 95% pentru ceilalti.
Nivelul dialdehidei malonice in biomasa de Shigella sonei la tratarea cu furacilinad creste cu
42,9% ,comparativ cu martorul, iar in cazul compusilor chimici noi testati — cu 49,6-211,0%.

Compusii cu activitate maximald fac parte din grupul compusilor de Cu (II) cu 4-
(dimetilfenil)tio semicarbazona 2-formilpiridinei. In cazul lor procesul de peroxidare a lipidelor
si acumularea produselor finale practic se dubleaza. Aceasta indica asupra unei stari de stres
oxidativ pronuntat, fapt confirmat atat de testele de stabilire a activitatii antimicrobiene, cat si de
testul ABTS, care aratd o diminuare drastica a capacitatii antioxidante a culturi.

Din sirul compusilor chimici noi testati au manifestat activitate antibacteriand la un nivel
suficient de nalt fatd de cultura de Escherichia coli ATCC 25922 sase compusi noi. Rezultatele
ce reflecta acumularea produselor de peroxidare lipidica si a peroxidului de hidrogen in cultura

respectiva sub actiunea agentilor antibacterieni sunt prezentate in Figura 4.9.
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Fig.4.9. Cantitatea dialdehidei malonice si a peroxidului de hidrogen in cultura standard
Escherichia coli ATCC 25922 sub influenta compusilor chimici noi selectati:
1 - C3sH33CU 2N14010S4; 2 - CagH40Cl2CU2N1404Sg; 3 - CasH16CU2N18010S;
4 - C46H42CUsN15010S4; 5 - C18H22CloCuUsNgS,; 6 - CogH11CICUN4S; M - cultura netratata.

Sub actiunea furacilinei nivelul peroxidului de hidrogen creste cu 39%, iar cel al
dialdehidei malonice — cu 52% fata de proba martor. Si in variantele cu adaos ale compusilor

chimici noi selectati in toate variantele se inregistreaza o crestere substansiald a nivelului de
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peroxid de hidrogen (cu pana la 62%) si de dialdehida malonica (cu pana la 81%). Diferentele
inregistrate intre fiecare dintre probele experimentale si proba martor sunt veridice din punct de
vedere statistic la nivelul intervalului de incredere de 95%.

InF igura 4.10 sunt prezentate rezultatele ce reflectd modificarea nivelui DAM si H,0; in

cultura de Salmonella enterica la actiunea compusilor noi antibacterieni.
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Fig.4.10. Cantitatea dialdehidei malonice si a peroxidului de hidrogen in cultura standard
Salmonella enterica (S. abony THCK 03/03 y) sub influenta compusilor chimici noi selectati:
1 - C3gH3sCuU 2N 14010S4; 2 - C44H49CloCuUsN1404Ss; M - cultura netratata.

Sub actiunea furacilinei are loc o crestere a nivelului de peroxid de hidrogen cu 35,7% fata
de martor, iar a DAM — cu 52,4%. Sub influenta compusilor testati continutul peroxidului de
hidrogen este cu 62,3 si 65,2% mai mult, iar continutul DAM — cu 50,5 si 76,4% mai mult decat
in cultura martor.

Astfel, 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. Pentru a confirma acest lucru a fost realizatd analiza corelationala dintre
rezultatele testului ABTS si testului DAM. Corelarea negativa inalta dintre acesti doi parametri
ar confirma cu certitudine prezenta stresului oxidativ generat de prezenta compusilor chimici noi
testati in culturile de referinta studiate. Analiza corelationala nu a fost realizata pentru cultura de
salmonela din cauza numarului mic de variante de compusi incluse in studiu.

Rezultatele analizei corelationale dintre valorile testului de reducere a radicalului cation
ABTS si valorile testului DAM pentru cultura de Staphylococcus aureus ATCC 25923 sunt

prezentate in Figura 4.11.
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Din figura se vede ca intre acesti doi parametri existd o corelare negativa stransa. Ecuatia
de regresie obtinutd 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 sigurantd, cd in prezenta compusilor chimici noi testati in cultura
de Staphylococcus aureus ATCC 25923 se atestd 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 stafiloc pierde capacitatea de a contracara procesul de acumulare exacerbatd a radicalilor
liberi, iar deteriorarea ireversibila a structurilor membranare ia amploare si genereaza distrugerea

culturii de patogen.
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Fig. 4.11. Corelarea dintre valoarea capacitatii antioxidante totale si nivelul dialdehidei malonice

in cultura la Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Rezultatele analizei corelationale dintre valorile testului de reducere a radicalului cation
ABTS si valorile testului DAM pentru cultura de Bacillus cereus TUCK 8035 sunt prezentate in
Figura 4.12. Din figura se vede ca intre acesti doi parametri exista o corelare negativa stransa.
Ecuatia de regresie obtinuta si valoarea coeficientului de determinare R = 0,7714 ce provine din
coeficientul de corelare r=0,8782 denotd modificarea in tandem a celor doi indicatori.

Astfel, putem afirma cu sigurantd, ca in prezenta compusilor chimici noi testati in cultura
de Bacillus cereus TUCK 8035 se atesta 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 Shigella sonnei ATCC 25931 sunt prezentate in
Figura 4.13. Din figura se vede ca intre acesti doi parametri existd o corelare negativa stransa.
Ecuatia de regresie obtinuta si valoarea coeficientului de determinare R? = 0,7935 ce provine din
coeficientul de corelare r=0,8908 denota modificarea In tandem a celor doi indicatori.
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Astfel, putem afirma cu sigurantd, ca in prezenta compusilor chimici noi testati in cultura de

Shigella sonnei ATCC 25931 se atesta o stare de stres oxidativ pronuntat.
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Fig. 4.12. Corelarea dintre valoarea capacitatii antioxidante totale si nivelul dialdehidei malonice
in cultura la Bacillus cereus T'MCK 8035.
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Fig. 4.13. Corelarea dintre valoarea capacitatii antioxidante totale si nivelul dialdehidei malonice
in cultura la Shigella sonnei ATCC 25931.

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 4.14.

Din figura se vede cd intre acesti doi parametri existd o corelare negativa stransd. Ecuatia
de regresie obtinutd si valoarea coeficientului de determinare R? = 0,8209 ce provine din
coeficientul de corelare r=0,9060 denota modificarea in tandem a celor doi indicatori. Astfel,
putem afirma cu siguranta, ca in prezenta compusilor chimici noi testati in cultura de Escherichia

coli ATCC 25922 se atesta o stare de stres oxidativ pronuntat.
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Fig. 4.14. Corelarea dintre valoarea capacitatii antioxidante totale si nivelul dialdehidei malonice
in cultura la Escherichia coli ATCC 25922.

La finele analizei prezentate mai sus mentionam, cd sub actiunea compusilor chimici noi
testati in toate culturile de referintd se atestd o diminuare pronuntatd a capacitatii antioxidante
totale si o crestere semnificativd a nivelului de acumulare a produselor peroxidarii lipidice.
Corelarea inversa stransa cu valori Tnalte a coeficientului de determinare dintre acesti doi
parametri confirma starea de stres oxidativ de intensitate inalta, cauzat de actiunea antibacteriand

a compusilor noi testati.

4.4. Activitatea enzimelor antioxidante in culturile de referinti la actiunea compusilor
chimici noi

Enzimele antioxidante primare — superoxiddismutaza (SOD), catalaza (CT) sunt compusi
proteici care se implica direct in procesul de inlaturare a radicalilor liberi formati in celule.

SOD are drept functie neutralizarea radicalului superoxid. Rolul protector al SOD la
culturile de microorganisme patogene este demonstrat atat in procesul de protectie a celulelor pe
durata realizarii proceselor aerobe, cét si pe durata infestarii macroorganismelor. Sinteza activa a
SOD si cresterea activitdtii asigura supravietuirea organismului in conditii de stres oxidativ.
Continutul inalt al SOD in biomasa este un marker biologic al unei stari de stres oxidativ
moderat, iar reducerea nivelului enzimei sub cel normal este un indicator al unui stres oxidativ
profund. Activitatea catalazei asigura eliminarea peroxidului de hidrogen format atat ca urmare a
proceselor normale, cat si ca rezultat al influentei factorilor nocivi. Catalaza este una dintre
enzimele pentru care concentratia substratului nu este un factor limitativ pentru activitatea CT.
Chiar si in conditii de supraacumulare a peroxidului CT continui sa fie activa. In conditiile

stresului oxidativ moderat in celule se inregistreaza o crestere semnificativa a actiunii CT si
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doar in conditii de stres oxidativ foarte intens, de degradare a moleculelor proteice are loc o
scadere a nivelului de activitate a CT.

Pentru a aprecia modificarile statutului antioxidant al culturilor de microorganisme
patogene sub influenta compusilor noi testati a fost determinatd activitatea enzimelor SOD si

CT. Rezultatele pentru Staphylococcus aureus ATCC 25923 sunt prezentate in Figura 4.15.
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Fig. 4.15. Modificarea activitatii enzimelor antioxidante in tulpina Staphylococcus aureus
ATCC 25923 sub influenta compusilor chimici noi selectati: 1 - C3gH33CU 2N14010S4;
2 - C42H12CUzN14012S4; 3 - CagHasCU2N18010Ss; 4 - CasHa2CU2N18010S4; 5 - C15H19CICUNLO,S;
6 - C15H19CUN505S; 7 - C15H17C|CUN4OS; 8 - C15H19CUN5058(2,5); 9- C15H19CUN505S (3,4),
10 - C15H19CUN505S(2,4); 11 - C1gH2,CloCusNgSy; 12 - CoH11CICUN4S; M - cultura netratata.

Sub actiunea furacilinei are loc o reducere cu 42,2% a activitatii catalazei si cu 30,3% a
superoxiddismutazei comparativ cu biomasa de stafilococ obtinuta in conditii normale. Nivelul
de activitate a SOD in culturd la actiunea compusilor chimici noi constituie 51,5-63,5% din
activitatea normald caracteristica stafilococului. Diferenta dintre valoarea activititii SOD in
cultura martor si cultura tratatd cu concentratiile minime inhibitorii ale compusilor testati (in
cazul tuturor celor 12 compusi testati) este veridica din punct de vedere statistic la nivelul de
semnificatie de 99%, la fel se deosebeste de martor si cultura tratati cu furacilini. In acelasi
timp, intre activitatea SOD in cultura tratata cu furacilina si cele tratate cu compusi chimici noi
nu existd diferente semnificative din punct de vedere statistic.

Nivelul de activitate al catalazei in culturile tratate cu compusi chimici noi este si mai jos
decat cel al supeoxiddismutazei si constituie 21,7-44,6% din nivelul tipic de activitate in cultura

intactd. Diferentele dintre activitatea catalazei la cultura martor si la culturile tratate (cu
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furacilind si compusi) este statistic veridica la nivelul de semnificatie 95-99% in functie de caz.
in cazul compusilor di(u-S)-bis{cloro-[1-(piridin-2-il)etanon-4-metiltiosemicarbazonato(1-
)]cupru}, cloro-[N-etil-2-(piridin-2-ilmetilen)hidrazincarbotioamido]cupru asupra si di(u-S)-
bis{cloro-[2-picoliden-4-(2,6-dimetilfenil)tiosemicarbazido-(1-)]cupru}tetrahidrat exista difere-
nta statistic veridica (95%) intre activitatea catalazei in lizatul celular al culturii tratate cu
furacilind si lizatul celular al culturilor tratate cu CMI a compusilor respectivi. Fluctuatiile
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.

Rezultatele care reflectd nivelul de activitatea a enzimelor antioxidante SOD si CT la
actiunea compusilor chimici noi asupra culturii de referinta Bacillus cereus T'MCK 8035 sunt

prezentate in Figura 4.16.
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Fig.4.16. Modificarea activitatii enzimelor antioxidante in cultura standard Bacillus cereus s
I'MCK 8035 sub influenta compusilor chimici noi selectati:
1 - C3gH38CU 2N14010S4; 2 - C42H12CU2N1401S4; 3 - CasHasCU2N18010Se;
4 - C45H42CU2N1801084; 5- C15H19C|CUN4OZS; 6 - C15H19CUN5058; 7 - C15H17C|CUN4OS;
8- Cl5H19CUN505S (2,5), 9- C15H190UN5058 (3,4); 10 - C15H19CUN505S (2,4);
11 - C1gH2,Cl,CusNgS,; 12 - CgH11CICUN,S; 13 - C19gH13CuN504S,. M- cultura netratata.

Sub actiunea furacilinei are loc o reducere cu 38,4% a activitatii catalazei si cu 29,8% a
superoxiddismutazei, comparativ cu biomasa de stafilococ obtinuta in conditii normale. Nivelul
de activitate a SOD in culturd la actiunea compusilor chimici noi constituie 52,6-72,4% din

activitatea normala caracteristica culturii de Bacillus. Diferentele inregistrate intre activitatea
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SOD la martor si la variantele tratate cu compusii selectati cu activitate antibacteriana fata de
cultura de bacili sunt semnificative din punct de vedere statistic, la fel si fata de activitatea SOD
in cultura tratata cu furacilina.

Nivelul de activitate al catalazei in biomasa patogenului tratat cu concentratiile MI ale
celor 13 compusi selectati constituie 16,3-37,2% din nivelul tipic de activitate in cultura intacta.
Diferenta dintre acticitatea CT in biomasa martor si cea tratatd este semnificativa statistic la
nivelul de semnificatie 99%. Aceste fluctuatii sunt o confirmare a unui stres oxidativ de
intensitate inaltd pentru cultura de Bacillus cereus TMCK 8035 in conditiile influentei
compusilor chimici noi cu activitate antibacteriana.

Rezultatele care reflecta nivelul de activitate a enzimelor antioxidante SOD si CT la
actiunea compusilor chimici noi asupra culturii de referinta Shigella sonnei ATCC 25931 sunt

prezentate in Figura 4.17.
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Fig.4.17. Modificarea activitatii enzimelor antioxidante in cultura standard Shigella sonnei
ATCC 25931 sub influenta compusilor chimici noi selectati: 1 - C3gHzgCu 2N14010S4;
2 - C42H42CuzN14012S4; 3 - Ca4HaoCl2CU2N1404S6; 4 - C1sH19CICUNLO,S; 5 - C15H19CUNsOsS;
6 - Cl5H17C|CUN4OS; 7 - C15H19CUN5058(2,5); 8- C15H19CUN505S(3,4);
9- C15H19CUN505S(2,4); 10 - C13H22C|2CU2N882; 11 - C9H11C|CUN4S; M - cultura netratata.

Sub actiunea furacilinei are loc o reducere cu 41,4% a activitatii catalazei si cu 50,0% a
superoxiddismutazei, comparativ cu biomasa de Shigella sonnei obtinutd in conditii normale.
Nivelul de activitate a SOD in cultura la actiunea compusilor chimici noi constituie 17,9-48,7%
din activitatea normala caracteristica patogenului. Nivelul de activitate a catalazei constituie

19,5-44,8% din nivelul tipic de activitate in cultura intactd. Valorile activitatii enzimelor
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antioxidante primare in lizatul celular obtinut din cultura tratatd cu furacilind si cu CMI ale
compusilor chimici noi selectati sunt o confirmare a unui stres oxidativ de intensitate inalta
pentru cultura de Shigella sonnei ATCC 25931 in conditiile influentei compusilor chimici noi cu
activitate antibacteriana. In special se evidentiaza doi compusi, si anume di(p-S)-bis{nitrato-[2-
picoliden-4-(3,4-dimetilfenil)tiosemicarbazido-(1-)]cupru} tetrahidrat si di(u-S)-bis{nitrato-[2-
picoliden-4-(2,4-dimetilfenil)tiosemicarbazido-(1-)]cupru} tetrahidrat, la actiunea carora are loc
cea mai semnificativa reducere atat a activitatii SOD, cét si a activitdtii CT. Valorile obtinute la
tratarea culturii de patogen cu acesti doi compusi sunt de 5 ori mai joase decat activitatea
enzimelor antioxidante in lizatul culturii martor.

Rezultatele care reflecta nivelul de activitate a enzimelor antioxidante SOD si CT la
actiunea compusilor chimici noi asupra culturii de referinta Escherichia coli ATCC 25922 sunt

prezentate in Figura 4.18.
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Fig.4.18. Modificarea activitatii enzimelor antioxidante in cultura standard Escherichia coli
ATCC 25922 sub influenta compusilor chimici noi selectati:1 - C3gH3gCu 2N14010S4;
2 - C44H10C12CU2N1404Sg; 3 - C46Ha6CU2N18010S6; 4 - CagHa2CU2N18010S4;
5 - C13H25CloCusNgS,; 6 - CgH11CICUN4S; M- cultura netratata.

Sub actiunea furacilinei are loc o reducere cu 45,2% a activitatii catalazei si cu 37,5% a
superoxiddismutazei, comparativ cu biomasa de Escherichia coli obtinuta in conditii normale.
Nivelul de activitate a SOD in cultura la actiunea compusilor chimici noi constituie 41,7-56,3%
din activitatea normald caracteristica pentru E.coli, diferenta veridicd din punct de vedere
statistic (p<0,01). Nivelul de activitate a catalazei este si mai jos si constituie 30,4-44,8% din
nivelul tipic de activitate in cultura intactd. Ca si In cazul SOD diferentele dintre activitatea
enzimei in biomasa martor si biomasa tratatd cu furacilind ori compusii selectati este veridica la

acelasi nivel al semnificatiei. Rezultatele obtinute sunt o confirmare a unui stres oxidativ de
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intensitate inalta pentru cultura de Escherichia coli ATCC 25922 in conditiile influentei
compusilor chimici noi cu activitate antibacteriana. In cazul acestei culturi de referinta nu putem
evidentia careva dintre cei 6 compusi selectati, deoarece influenta lor asupra activitatii enzimelor
antioxidante este foarte apropiata de la caz la caz.

Rezultatele care reflectd nivelul de activitate a enzimelor antioxidante SOD si CT la
actiunea compusilor chimici noi asupra culturii de referinta Salmonella enterica (S. abony 'HCK

03/03 y) sunt prezentate in Figura 4.19.
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Fig.4.19. Modificarea activitatii enzimelor antioxidante in cultura standard Salmonella enterica
(S. abony 'MCK 03/03 y) sub influenta compusilor chimici noi selectati:
1 - C3gH3sCuU 2N 14010S4; 2 - C44Ha9CloCusN1404Ss; M- cultura netratata.

Sub actiunea furacilinei are loc o reducere cu 56,7% a activitatii catalazei si cu 47,8% a
superoxiddismutazei, comparativ cu biomasa de salmonela obtinuta in conditii normale. Nivelul
de activitate a SOD in culturd la actiunea compusilor chimici noi constituie 51,3 si 62,5% din
activitatea normald caracteristica stafilococului. Nivelul de activitate a catalazei este si mai jos si
constituie 43,0 si 36,4% din nivelul tipic de activitate in cultura intacta. Aceste fluctuatii sunt o
confirmare a unui stres oxidativ de intensitate inaltd pentru cultura de Salmonella enterica (S.
abony I'HCK 03/03 y) in conditiile influentei compusilor chimici noi cu activitate antibacteriana.

Este cunoscut faptul ca enzimele catalaza si superoxiddismutaza se implica activ in
protectia celulelor de microorganisme patogene contra factorilor biochimici produsi de
macrofagi in vivo pentru a stopa infectia. Astfel, producand o cantitate marita de catalaza si
superoxiddismutaza, microorganismele patogene neutralizeaza peroxidul de hidrogen si

superoxid radicalul eliminati de celule imune, evitand astfel scenariul letal [54].

122



Scaderea semnificativa a nivelului de activitate a acestor doi factori importanti de
protectie conduce la marirea nivelului de vulnerabilitate a culturilor in vivo, ceea ce ar fi un
argument pentru realizarea cercetarilor biomedicale in promovarea ulterioara a acestor compusi
valorosi.

Rezultatele obtinute sugereaza si ideea unui posibil mecanism particular de actiune a
compusilor chimici noi selectati. Este cunoscut faptul ca, spre deosebire de alte enzime
antioxidante, care sunt active doar la concentratii limitate ale substratului specific, catalaza este
activa si la concentratii sporite de peroxid de hidrogen, deci reglarea activitatii acesteia nu are
loc prim mecanismul feedbackului negativ. Estimarile teoretice demonstreaza, ca o molecula de
catalaza poate sa scindeze 44.000 de molecule de peroxid de hidrogen pe secunda. Pentru
realizarea reactiei catalitice cu participarea CT este necesara existenta a doud molecule de HyO»,
dintre care una actioneaza ca donor, iar alta ca acceptor de electroni. Viteza de actiune a CT este
limitata doar de viteza de difuziune a substratului spre centrul activ al enzimei. A fost stabilit, ca
in cazul stresului oxidativ in diferite tipuri de celule se inregistreaza o crestere semnificativa, de
zeci de ori, a actiunii catalazei [198].

In experientele efectuate a fost observati o crestere semnificativa a nivelului de peroxid de
hidrogen in culturd, dar nu am inregistrat o crestere a activitatii catalazice, ci din contra 0
diminuare semnificativd a acesteia in comparatie cu martorul netratat. Acelasi lucru a fost
observat si in cazul tratarii microorganismelor patogene cu furacilind. Despre aceastd substanta
se cunoaste cert, cd mecanismul ei de actiune antibacteriana consta in formarea derivatelor
aminice ca rezultat al reducerii 5-nitrogrupul nitrofuralului sub influenta activitatii flavonoizilor
bacterieni. Derivatele aminice formate modificd conformatia spatiald a proteinelor si conduce in
cele din urma la moartea celulelor. Deoarece are loc scaderea activitatii atat a catalazei, cat si a
superoxiddismutazei, putem presupune modificarea conformatiei specifice a proteinelor, inclusiv

a enzimelor mentionate. Pentru a confirma acest lucru sunt necesare, insa, cercetari suplimentare.

4.5. Concluzii la capitolul 4
1. La actiunea compusilor chimici noi cu proprietati antimicrobiene asupra culturilor de
referintd Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus cereus T'MICK 8035, Escherichia
coli ATCC 25922, Shigella sonnei ATCC 25931 si Salmonella enterica (Salmonella
abony TMCK 03/03) in culturi se creecaza 0 stare de stres oxidativ, confirmat prin
acumularea peroxidului de hidrogen si a produselor peroxidarii lipidelor, scaderea

capacitatii antioxidante totale si reducerea activitatii enzimelor antioxidante primare.
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Compusii selectati produc o reducere substantiald a capacititii antioxidante totale in
culturile de referinta luate in studiu. Cele mai vulnerabile din punctul de vedere al instalarii
stresului oxidativ de inalta intensitate sunt culturile de referinta Staphylococcus aureus
ATCC 2592 si Bacillus cereus TMCK 8035, iar cea mai rezistenta fiind cultura de referinta
Salmonella enterica (S. abony F'HCK 03/03 y).

Sub actiunea compusilor chimici noi testati in toate culturile de referintd se atestd o
crestere semnificativa a nivelului de acumulare a produselor peroxidarii lipidelor, ceea ce
indicd asupra modificarilor oxidative ireversibile si confirmd 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 inalta, cauzat de actiunea antimicrobiana a compusilor noi
testati.

Sub influenta compusilor chimici noi in toate culturile de referintd testate are loc o
reducere  semnificativa a nivelului de activitate a enzimelor antioxidante
superoxiddismutaza si catalaza, ceea ce indica asupra unui stres oxidativ intens generat de
compusii testati.

Actiunea specifica a compusilor chimici noi asupra enzimelor antioxidante primare, care
constituie unul dintre factorii de patogenitate a agentilor infectiosi, permite presupunerea
unui efect benefic in vivo al noilor substante autohtone si recomandarea compusilor

selectati pentru teste biomedicale.
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CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI

Aspectele elucidate pe parcursul realizarii tezei de doctorat ,,Efecte antimicrobiene ale

unor substante chimice din produse autohtone” pot fi exprimate prin urmatoarele concluzii:

1. Compusii coordinativi ai Cu(ll) care contin 4-feniltiosemicarbazona 2-formilpiridinei si
sulfanilamide manifestd activitate antibacteriand competitiva fatd de tulpinile de referinta testate.
Concentratiile minime inhibitorii fata de tulpina de referinta Staphylococcus aureus ATCC
25923 s-au 1incadrat intre 0,018 si 18,75 pg/ml (7 compusi fiind mai activi ca furacilina;
p<0,001); fata de Bacillus cereus TUCK 8035 — intre 0,009 si 18,75 pg/ml (8 compusi mai activi
ca furacilina); fata de tulpina Escherichia coli ATCC 25922 — intre 0,58 si 38,5 pg/ml (4
compusi mai activi ca furacilina; p<0,001); fata de Shigella sonnei ATCC 25931 si Salmonella
enterica (S. abony 'MCK 03/03 y) — intre 0,58 si 18,75 pg/ml (8 compusi mai activi fatd de
antisepticul de referinta; p<0,001) [4, 23]. Doi dintre cei mai activi compusi cu activitate foarte
inalta fata de toate tulpinile de referina luate in studiu — di(u-S)-bis{(4-aminobenzensulfamid)-
nitrato-[2-picoliden-4-feniltiosemicarbazido-(1-)]-cupru} si di(u-S)-bis{[2-(4-aminobenzensulfa-
mido)-pirimidin]-nitrato-[2-picoliden-4-feniltiosemicarbazido-(1-)]cupru}, au fost sintetizati cu
utilizarea precursorului Cu(NO3),*3H,0.

2. Compusii coordinativi ai Cu(ll) cu 4-(dimetilfenil)tiosemicarbazona 2-formilpiridinei au
demonstrat activitate antibacteriana inaltd fatd de trei dintre tulpinile de referinta. Astfel,
concentratiile minime inhibitorii fatd de tulpinile de referinta Staphylococcus aureus ATCC
25923, Bacillus cereus TMCK 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 pg/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 piridincarboxi-
aldehida si derivatii se caracterizeaza prin actiune antibacteriand performanta fata de tulpinile de
referinta Staphylococcus aureus ATCC 25923 si Bacillus cereus T'MICK 8035. Fata de tulpina de
referintd Staphylococcus aureus ATCC 25923 s-au manifestat compusii di(p-S)-bis{cloro-[1-
(piridin-2-il)etanon-4-metiltiosemicarbazonato(1-)]cupru} 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 pg/ml fata de Bacillus cereus T'MCK 8035 (fata de 4,68 in cazul antisepticului de
referintd; p<0,001) [1, 2, 15].
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4. Compusii chimici noi selectati au manifestat activitate antimicrobiana fatd de tulpinile
de referinta care depaseste de 2-3500 de 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 inalta cauzeaza in celulele microorganismelor
patogene un stres oxidativ pronuntat, exprimat prin scaderea semnificativi a capacitatii
antioxidante totale si prin marirea esentiald a continutului produsului peroXidarii lipidelor —
dialdehidei malonice. Prezenta stresului oxidativ este confirmata prin gradul inalt de corelare
negativa dintre acesti doi parametri (coeficientul de determinare variaza in functie de tulpina
intre 0,77 si 0,82). Cele mai vulnerabile din punctul de vedere al instalarii stresului oxidativ de
inalta intensitate sunt culturile de referinta Staphylococcus aureus ATCC 2592 si Bacillus cereus
I'MCK 8035, iar cea mai rezistentd fiind cultura de referinta Salmonella enterica (S. abony
T'MCK 03/03 y).

6. Unul dintre mecanismele de actiune a compusilor noi testati se bazeaza pe scaderea
semnificativd a activitdtii enzimelor antioxidante de prima linie — superoxiddismutaza 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 netratatd. Acest lucru permite sa
presupunem pastrarea efectului antibacterian observat in vivo, enzimele mentionate fiind
elementele-cheie in protectia microorganismelor 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 microorganisme 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 reflecta continutul brevetelor de inventie autoarei ii
revine cota-parte in corespundere cu lista autorilor. Toate celelalte rezultate obtinute, analiza lor,
generalizdrile si concluziile apartin autoarei.

Recomandari practice
1.  Se recomanda compusii coordinativi ai Cu(II) cu 4-feniltiosemicarbazona 2-formilpiridinei

si sulfanilamide in calitate de substante cu activitate antibacteriana fata de microorga-

nismele Gram-pozitive Staphylococcus aureus si Bacillus cereus.
2.  Se recomanda compusii coordinativi ai Cu(Il) cu 4-(dimetilfenil)tiosemicarbazone 2-

formilpiridinei in calitate de substante cu efecte antibacteriene fata de microorganismele
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Gram-pozitive Staphylococcus aureus si Bacillus cereus si fata de microorganismul Gram-
negativ Shigella sonnei.

Se recomanda compusii di(p-S)-bis{cloro-[1-(piridin-2-il)etanon-4-metiltiosemicarbazo-
nato(1-)Jcupru} si di(u-S)-bis{cloro-[1-piridin-2-il-4-etiltiosemicarbazono - (1-)] cupru} in
calitate de substante cu efecte antibacteriene pronuntate fata de tulpinile de Staphylococcus
aureus izolate si substante cu activitate antibacteriana inaltd fatd de tulpinile de
Escherichia coli izolate.

Sugestii privind cercetiri de perspectiva

1. Sunt necesare testari biomedicale ale substantelor chimice noi selectate pentru a

verifica eficienta lor in vivo.
2. Sunt necesare cercetdri suplimentare pentru confirmarea mecanismului de actiune a

compusilor chimici noi, care poseda activitate antibacteriand pronuntata.
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din specia Bacillus cereus

Titular: UNIVERSITATEA DE STAT DIN MOLDOVA,
M |
Data depozit: 2011.05.23

& DESCRIEREA INVENTIEL, REVENDICARILE SI DESENELE CONSTITUIE PARTE |
INTEGRANTA A PREZENTULUI BREVET DE INVENTIE

CONFIRM PRIN SEMNARE $1 APLICAREA SIGILIULUI

DIRECTOR GENERAL
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MD 4179 C1 2013.02.28

WA

MD 4179 C1 2013.02.28
REPUBLICA MOLDOVA
1)

(19) Agen;ia de Stat an 4179 (13) C1
pentru Proprietatea Intelectuali (51) Int.CI: CO7F 1/08 (2006.01)

C07C 337/08 (2006.01)
CO07D 213/48 (2006.01)
C07C 311/38 (2006.01)
C07C 311/39 (2006.01)
C07C 311/43 (2006.01)
AG6IK 31/30 (2006.01)
AG6IK 31/63 (2006.01)
A61P 31/04 (2006.01)

(12) BREVET DE INVENTIE

(21) Nr. depozit: a 2011 0051 (45) Data publicirii hotirarii de
(22) Data depozit: 2011.05.23 acordare a brevetului:
2012.07.31, BOPI nr. 7/2012

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

(72) Inventatori: GULEA Aurelian, MD; LOZAN- TIRSU Carolina, MD; TAPCOV Victor, MD;
COTOVAIA Aliona, MD; GHICAVII Victor, MD

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

(54) Compusi coordinativi ai cuprului(Il), care contin 4-feniltiosemicarbazona

2-formilpiridinei si sulfanilamide, care manifesta activitate antimicrobiana
fatd de bacteriile din specia Bacillus cereus

(57) Rezumat:
1 2
Inventia se referd la chimie §i medicina, i unde: X = CI (1, 111, V, VII, IX, XI), NO; (II,
anume la compusii coordinativi ai cuprului(II), 1V, VI, VIII, X, XII);

care contin 4-feniltiosemicarbazona 2-formil- 5 o 9
piridinei i sulfanilamide, care pot fi utilizati in s“"‘"‘@‘ﬁ_"“’ 0.m; S"‘“’”‘@“ﬁ‘""“ﬂ‘“" v
calitate de preparate antimicrobiene in medi- O g 0

3 N o o . Q9 9

cina si medlflna vetennaré., B sr‘.n,u@-—::wn—n/sjl (v.vn;SI‘-N,N@gmnm/s\"—c,u,(vu.vul):
Compusii, conform inventiei, corespund o N 0 N—N

formulei generale: 10 o

CH;
N o N
'M O sf= n,N-@—%—nn—(@ (X,X); 5= u,N-@—%—Nn—{@ (X1, X1
N’N\[ N ® ; '

CHy
@ x_C" N
"N s\n/ P . . . ..

15 Compusii mentionati manifesta activitate
@ < *‘N antimicrobiana fata de bacteriile din specia
Bacillus cereus.

Revendicari: 2

146



= REPUBLICA MOLDOVA

. BREVET
: DE INVENTIE
v 4127

IN TEMEIUL LEGII PRIVIND PROTECTIA INVENTIILOR, AGENTIA DE STAT PENTRU
PROPRIETATEA INTELECTUALA ELIBEREAZA PREZENTUL BREVET DE INVENTIE

Utilizare a di(p-S)-bis{cloro-[1-(piridin-2-il)etanon-4-
metiltiosemicarbazonato(1-)|cupru} in calitate de
substanti cu activitate antimicrobiana fati de
Staphylococcus aureus

Titular: UNIVERSITATEA DE STAT DIN MOLDOVA,
MD

Data depozit: 2010.10.06

N , DESCRIEREA INVENTIEI, REVENDICARILE SI DESENELE CONSTITUIE PARTE
- INTEGRANTA A PREZENTULUI BREVET DE INVENTIE

CONFIRM PRIN SEMNARE $1 APLICAREA SIGILIULUI

DIRECTOR GENERAL

CHISINAU |
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O

MD 4127 C1 2012.04.30
REPUBLICA MOLDOVA
"

e
) oea!
Gt PR Tarlectuilh an 4127 13 C1
L (51) Int.Cl: CO7D 213/50 (2006.01)
C07C 337/08 (2006.01)
CO7F 1/08 (2006.01)
AG6IK 31/30 (2006.01)
AG61P 31/04 (2006.01)
(12) REVET DE INVENTIE
(21) Nr. depozit: a 2010 0109 (45) Data publicarii hotararii de
(22) Data depozit: 2010.10.06 acordare a brevetului:

2011.09.30, BOPI nr. 9/2011

(71) Solicitant: UNIVERSITATEA DE STAT DIN MOLDOVA, MD
(72) Inventatori: GULEA Aurelian, MD; LOZAN-TIRSU Carolina, MD; TAPCOV Victor, MD
(73) Titular: UNIVERSITATEA DE STAT DIN MOLDOVA, MD

(54) Utilizare a di(n-S)-bis{cloro-[1-(piridin-2-il)etanon-4-metiltiosemicarba-
zonato(1-)]cupru} in calitate de substanta cu activitate antimicrobiana fata

de Staphylococcus aureus
(57) Rezumat:

1 2
Inventia se referd la chimie si medicind, si 5
anume la un compus coordinativ al cuprului bio- O
logic activ din clasa tiosemicarbazonatilor meta- H;C=NH (" CH;
lelor de tranzitie, care poate fi utilizat in calitate S—}?lu’N\

de substanta cu activitate antimicrobiana fata de N
Staphylococcus aureus. 10 WG

Esenta inventiei consta in utilizarea in calitate HiC anN HN-CH;
de substanta cu activitate antimicrobiana fata de O
Staphylococcus aureus a di(pu-S)-bis{cloro-[1-
(piridin-2-il)etanon-4-metiltiosemicarbazonato(1-

)]cupru}cu formula: 15  Revendicari: |
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Compusi coordlnatlw ai cuprulul cu 4a(dlmet|lfcml)-
tiosemicarbazonele 2-formilpiridinci

Titular: UNIVERSITATEA DE STAT DIN MOLDOVA,
MD

Data depozit: 2010.05.17

\ %) ESCRIEREA mvnmml REVENDICARILE $1 DESENELE CONSTITUIE PARTE
: TEGRANTA A PREZENTULUI BREVET DE INVENTIE

CONFIRM PRIN SEMNARE $I APLICAREA SIGILIULUI
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MD 4112 C1 2011.12.31

O

MD 4112 C1 2011.12.31

REPUBLICA MOLDOVA
1)

0

(19) Agentia de Stat
pentru Proprietatea Intelectuala

bk

[

4

an 4112 a3 C1

(51) Int.Cl: CO7F 1/08 (2006.01)

C07C 337/08 (2006.01)
AGIK 31/30 (2006.01)
AGIP 31/04 (2006.01)
CO7D 213/48 (2006.01)

12) BREVET DE INVENTIE

(21) Nr. depozit: a 2010 0067
(22) Data depozit: 2010.05.17

(45) Data publicarii hotararii de
acordare a brevetului:

2011.05.31, BOPI nr. 5/2011

(71) Solicitant: UNIVERSITATEA DE STAT DIN MOLDOVA, MD
(72) Inventatori: LOZAN-TIRSU Carolina, MD; GULEA Aurelian, MD; TAPCOV Victor, MD; RUDIC

Valeriu, MD

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

(54) Compusi coordinativi ai cuprului cu 4-(dimetilfenil)-tiosemicarbazonele 2-

formilpiridinei
(57) Rezumat:
1

Inventia se referd la chimie, si anume la
compusii coordinativi ai cuprului biologic
activi din clasa tiosemicarbazonatilor metalelor
de tranzitie, care pot fi utilizati in calitate de
preparate antimicrobiene in medicina §i veteri-
nérie.

Compusii, conform inventiei, se refera la
compusii coordinativi ai cuprului cu 4-
(dimetilfenil)-tiosemicarbazonele 2-formilpiri-
dinei cu formula generala:

150

1-VI
I:R'=R°=CH3; R*=R’=R‘'=H; X=Cl;n=4.
I:R'=R*=CHy; R’ =R’=R‘=H; X=NOj; n=4.
II:R'=R‘=CH; R*=R*=R*=H; X=Cl;n=2.
IV:R'=R'=CHz;; R*=R’=R°=H; X=NO3;n=4.
V:R*=R’=CHz;R'=R*'=R°=H; X=NO3;n=4.
VI:R'=R’=CH;; R*=R‘=R°=H; X=NOy;n=4.

care manifestd activitate antimicrobian.

Revendiciari: 2



Anexa 2
Act de implementare

INSTITUTUL DE MICROBIOLOGIE $I BIOTEHNOLOGIE

IDNO 1006600031731
MD-2028 Republica Moldova, Chisinau, str.Academiei 1. Tel: (373 22)72 55 24, fax:(373 22)72 57 54,

e-mail: microbiotech@imb.asm.md

RCAVEM/
FIAGEION.

nr. 74
28 mai 2015

ACT DE IMPLEMENTARE

Denumirea propunerii pentru implementare:
Metodi de determinare a biomasei microbiene in baza standardului de turbiditate.

Autor:
Lozan-Tirsu Carolina

Locul si perioada desfasurarii lucririlor de implementare

Institutul de microbiologie si Biotehnologie al Academiei de Stiinte a Moldovei, Colectia
Nationala de Microorganisme Nepatogene,

Perioada 16-28 martie 2015.

Obiectul lucrarilor de implementare:
Implementarea metodei de determinare a cantitatii de biomasa a bacteriilor in baza standardului
de turbiditate si dimensiunile celulelor cu aplicare la tulpinile de colectie

Continutul lucrarilor de implementare si rezultatele obtinute: .

Metoda propusa a fost testata pentru 16 culturi de bacterii, caracterizate prin diferita forma si
dimensiuni ale celulelor. In calitate de test de control a fost aplicata metoda gravimetrica,
realizata dupa procesul de uscare pana la masa constanta a biomasei bacteriene.

Concluzie:
Metoda de elaboratda este reproductibila si ofera informatii veridice referitor cantitatea de
biomasa prezenta in suspensia bacteriana.

Seful Colectiei Nationale de Microorganisme Nepatogene,

Doctor in stiinte biologice, Chiselita Oleg C/u‘\ 0 Q‘&

Confirm semnatura dlui Chiselita Oleg | 4 P ‘

Secretar stiintific al IMB, dr.. conf.cercet. m AT " :‘Miscu Vera
N
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Anexa 3

Diplome la Saloane de Inventii si Expozitii Internationale

NO. 2010-102

20 O
GOLD PRIZE

Korea International Women's
Invention Exposition 2010

Hosted by the Korean Intellectual Property Office (KIPO) and
Organized by the Korea Women Inventors Association (KWIA)
(Seoul, May 6 to 9, 2010)

The GOLD PRIZE for Invention
is hereby awarded to

Lozan Carolina

For her Invention of Antibacterial Inhibitors

Seoul, Korea
May 9, 2010
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STOWARZYSZENIE POLSKICH WYNALAZCOW | RACJONALIZATOROW lg
ASSOCIATION OF POLISH INVENTORS AND RATIONALIZERS

“l". b _—y

(). DIPLOMA | 8

of ks
!’NIS -
INTERNATIONAL WARSAW INVENTION SHOW

IWIS 2009

MEDAL

for
S N 1T N ols
LDZ P\N (&Jo\\\‘\& jTﬁ\J\-PkJ\/ \/\,L}"O\’ ) GULt A p‘\w/‘\\vj\."\ [

from
MOLDOVH

for the invention

f“\\’\\T‘\k_k'J\L*€‘.'L\Q\L anol Q\\*L*ungll wnhibtor s

The Pre@i\\?‘iv &:lR

Adam Rylsk

?‘l KIWIE, Seoul 2010 &

154



DIPKOME

entions 5
Y
Aprés examen, le Jury International a décidé
} de remelire & A. GULEA, V. GROPPA, C. LOZAN, V. TAPCOV, T. CAPATINA, A
: o JALBA, A. PAHOLNITCHI, V. VIERU, N . BARBA
i pour I'invention: Composés avec de grands spectres d' activité biologique
” GOl Genéve, le 8 avril 2011
& ‘ \_> —
—F ¥
‘:Dl;n(iﬁﬂ Ju Jury: David Taiji Le Président du Salon: Jeanluc Vincent
- = S i —— e T .
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o Diploma
Gold Hledal
"HENRI COANDA”

" Offered Mr / Ms
GULEA A, GROPPA V., LOZAN C., TAPCOV V.,
CAPATINA T, JALBAA., PAHOLNITCHI A., VIERU V.

COMPOUNDS WITH LARGE SPECTRA
OF BIOLOGICAL ACTIVITY
PATENTS MD Nr. 2786, 2851, 3098

UNIVERSITATEA DE MEDICINA SI FARMACIE
"N.TESTEMETEANU” REPUBLICA MOLDOVA

THE XV-TH INTERNATIONAL EXHIBITION
OF RESEARCH,INNOVATION AND
TECHNOLOGICAL TRANSFER

“INVENTICA 2011”

IASI, ROMANIA

8-10 JUNE 2011 e
General Manager %zé/

Prof. Boris Plahteanu Ph.D
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4
. NATIONAL INSTITUTE OF Aoy
INVENTICS, JASSY, ROMANIA A

Offered Mr / Ms

LOZAN-TIRSU C., PAHOLNITCAIA A,
TSAPKOV V,, CAPATINA T., GULEA A., RUDIC V.

ANTIMICROBIAL EFFECT OF COPPER COORDINATION
COMPOUNDS WITH 4-PHENYLTHIOSEMICARBAZONE
PYRIDINE-2-CARBOXYALDEHYDE DERIVATIVES

UNIVERSITATEA DE MEDICINA SI FARMACIE
"N.TESTEMETEANU” REPUBLICA MOLDOVA

THE XV-TH INTERNATIONAL EXHIBITION
OF RESEARCH,INNOVATION AND
TECHNOLOGICAL TRANSFER

“INVENTICA 2011”

|ASI, ROMANIA
8-10 JUNE 2011

General Manager
Prof. Boris Plahteanu Ph.D
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Agentia de Stat pentru Proprietate Intelectuald a Republicii Moldova

Expozifia Internationald Specializatd

T e T

se acordd e
Gulea Aurelian, Graur Vasilii, Lozan-Tirsu Carolina, Pahonju Elena, Japcov Victor,
Cotovaia Aliona, Rudic Valeriu, Ghicavii Victor

pentry

NOI INHIBITORI ANTIMICROBIENI

MEDALIE DE BRONZ
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19-22 noiembrie, Chisindu, Republica Moldova
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ASSOCIATION OF POLISH INVENTORS AND RATIONALIZERS

i\“”"/o
. : DIPLOMA @
IWIS
IV INTERNATIONAL WARSAW INVENTION SHOW
IWIS 2010
GOLD with MENTION
for
LOZAN Carolina, TAPKOYV Victor, GULEA Aurelian
Moldova
for the invention

Antibacterial Inhibitors

The President of Jury The President of APIR
AN ()
e /
‘—% %aé'xfﬁé ;‘ J‘w' L‘JM
Prof. Kazimierz Fabisiak . Adam Ryls‘(i. PhD

Warsaw, 22" of October 2010
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DECLARATIA PRIVIND ASUMAREA RASPUNDERII

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

sa suport consecintele in conformitate cu legislatia in vigoare.

Lozan-Tirsu Carolina

Data
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