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REPERELE CONCEPTUALE ALE LUCRARII

Actualitatea temei si importanta problemei abordate. Una dintre cele mai
mari realizdri ale omenirii din istoria recentd este descoperirea si producerea penicilinei,
care a contribuit la schimbarea calitatii vietii, la reducerea mortalitatii si la cresterea
sperantei de viatd. Aceasta descoperire epocald a stat la baza cercetarilor de dezvoltare
a noi preparate antimicrobiene. Cu parere de rau, de la sfarsitul anilor 60 ai sec. al XX-
lea nu au mai fost dezvoltate molecule antimicrobiene cu mecanisme de actiune noi.
Ultima clasa de antimicrobiene a fost descoperitd in 1968, ceea ce a facut ca majoritatea
preparatelor antimicrobiene, folosite in aceasta perioada, sa fie versiuni modificate ale
celor descoperite anterior [26, 28].

Reducerea dramaticd a numarului de agenti antimicrobieni noi de pe piata
farmaceutica este determinata de cresterea costurilor pentru cercetarea si dezvoltarea
acestor preparate precum si de rentabilitatea scazuta [4].

in pofida progreselor obtinute in medicina modernd, microorganismele
continud sa reprezinte una dintre cele mai mari provocari pentru sanatate. Una dintre
cauze este dezvoltarea rezistentei microorganismelor la antimicrobiene, ceea ce nu
le permite sd-si exercite actiunea. Rezistenta la antimicrobiene (RAM) este un
fenomen natural, cauzat de mutatii in genele bacteriilor, iar utilizarea excesiva si
nejustificatd a antimicrobienelor accelereaza aparitia si raspandirea bacteriilor
rezistente la aceste preparate. Devenind o problema serioasa de sanatate publica pe
intreg mapamondul, RAM impune o povara economicd semnificativa asupra
sectorului de sanatate [6,41].

Pentru solutionarea acestei probleme sunt necesare nu numai descoperirea de
nol antimicrobiene, dar si dezvoltarea de noi abordari alternative. Dezvoltarea de
metode alternative de tratament este considerata de Organizatia Mondiald a Sanatatii
(OMS) o provocare cu care se confruntd comunitatea medicala [3, 44].

Studiile sinergiei compusilor combinati denota oportunitati in lupta cu agentii
patogeni rezistenti la antimicrobiene. In ultimii ani, cercetatorii experimenteaza
combinarea antimicrobienelor sintetice cu compusii biologici. Cercetarile au aratat
ca in cazul pacientilor cu infectii grave, terapia combinata sau sinergicd Impotriva
microorganismelor rezistente este o noud modalitate de tratare a bolilor infectioase
si, probabil, de perspectiva pentru cercetarile ulterioare [40].

Conform datelor din literatura de specialitate, interesul pentru cercetarea
interactiunii sinergice dintre extractele de plante si antimicrobienele cu potential de
dezvoltare a rezistentei a sporit semnificativ. Mai multi cercetatori au constatat ca
extractele brute de diferite plante, fiind folosite in combinatie cu unele
antimicrobiene, au scazut semnificativ valorile concentratiei minime inhibitorii
(CMI) impotriva tulpinilor multirezistente [25].

Ulcerul trofic reprezintd o problema majora de sanatate ca urmare a incidentei
inalte si a impactului socio-economic semnificativ, generat de afectarea abilitatii
pacientului de a realiza activitdti (sociale, ocupationale), de diminuarea calitatii
vietii si de constrangerile financiare [2]. La nivel global, impactul dramatic al
ulcerului trofic este determinat de cresterea cheltuielilor pentru ingrijiri medicale, ca
urmare a spitalizarilor frecvente si de duratd, a invaliditatii si a pensiondrii
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premature. In Europa de Vest, pentru aceasti patologie, din bugetul pentru sanitate,
sunt alocate anual 1-2,6% [18, 34].

Datele din literatura de specialitate despre incidenta ulcerului trofic al
extremitatilor inferioare, denota ca cca 70% sunt cauzate de patologii ale circulatiei
venoase, cum ar fi dilatarea varicoasa a venelor, de care sufera aproximativ 1% din
populatia generala, 3% din varstnicii de peste 60 de ani si 5% dintre cei trecuti de
80 de ani [27, 33]. Studii realizate in China au adus dovezi ca factorul etiologic
primordial n dezvoltarea ulcerelor trofice sunt traumele sau plagile traumatice
infectate, Tnregistrate la cca 67% dintre bolnavi [1]. Un alt factor este ateroscleroza
obliterantd, cea mai importanta cauza a bolii arteriale obstructive a extremitatilor
dupa varsta de 30 de ani, atestata in cca 8% din cazuri [17]. Diabetul zaharat este
responsabil de cca 3% din defectele de la nivelul tegumentelor. Printre alte cauze
pot fi tromboza, diverse traumatisme, tulburari de inervatie etc. [12, 13].

In literatura de specialitate, prevalenta ulcerului trofic in comunitate variaza
de la 1,9% pana la 13,1% [21]. Sasanka S. Chatterjee indica drept cauze ale cresterii
incidentei ulcerelor imbatranirea populatiei s1 multitudinea factorilor de risc precum
fumatul, obezitatea, diabetul zaharat etc. [32]. Conform estimarilor, pana la 25%
dintre bolnavii cu diabet zaharat vor dezvolta ulcere trofice ale membrelor inferioare
care, in marea majoritate, se vor infecta, iar fiecare al cincilea bolnav va necesita
amputarea membrului [36]. Cercetarile in domeniu au apreciat ca aproximativ 10%
din populatie va dezvolta un ulcer trofic, dintre care 2,5% vor deceda de pe urma
acestei afectiuni [23].

Una dintre cele mai frecvente complicatii ale ulcerului trofic este asocierea
infectiei microbiene, generatda in 40-75% din cazuri de flora bacteriand mixta.
Spectrul etiologic al microorganismelor, implicate in infectia ulcerelor trofice, este
divers, cu predominarea speciei Staphylococcus aureus, urmata de reprezentanti ai
familiei Enterobacteriaceae si specia Pseudomonas aeruginosa. Mai rar sunt izolati
streptococi a sau f-hemolitici si bacterii anaerobe, mai ales din genurile Clostridium
si Bacteroides [16]. In pofida faptului ci unele dintre aceste bacterii nu sunt
patogene, asocierea lor multipla determina o colonizare critica a ulcerelor trofice si
incetinirea vindecarii lor [43].

Ulcerele trofice cronice sunt predispuse la infectii bacteriene, in special cele
venoase, ca urmare a hipoxiei tisulare, influentand astfel actiunea leucocitelor asupra
bacteriilor prin reducerea ,,stresului oxidativ”’ [36]. Comparativ cu plagile obisnuite,
vindecarea ulcerelor trofice se stopeaza in faza inflamatorie si nu progreseaza din
cauza anumitor factori precum varsta, asocierea infectiei, ischemiei, diabetului
zaharat, starilor neoplazice, malnutritiei etc.

Evolutia ulcerelor trofice este influentatd de microorganisme in mod diferit.
Una dintre cele mai nefavorabile evolutii este persistenta raspunsului inflamator, cu
secretia de toxine si de enzime, care distrug factorii de regenerare, impiedicand
vindecarea prin dezvoltarea unui tesut cu aspect de pseudoescara [38].

Vindecarea ulcerului trofic infectat este influentatd si de dezvoltarea
biofilmului microbian, ceea ce determina rezistenta la raspunsul imun al gazdei si la
actiunea preparatelor antimicrobiene, declansand un raspuns inflamator. Drept

6



urmare, ulcerul trofic infectat este antrenat intr-o inflamatie prelungitd care
determina secretia de citokine si de proteaze, cu degradarea tesutului.

Microorganismele izolate din ulcere trofice dispun atat de mecanisme de
rezistentd la antimicrobiene, cat si de factori de patogenitate, responsabili de initierea
unor complicatii, soldate cu esecuri terapeutice. Astfel, majoritatea
antimicrobienelor existente nu inhiba unii factori de patogenitate, cum ar fi formarea
biofilmelor, in special de tulpini rezistente. Pentru a depasi aceasta problema, multe
studii recomanda studierea efectului antibiofilm al unor compusi de origine naturala
(ex. animaliera, vegetala, fungica, bacteriana etc) sau sintetica. Astfel, problema
rezistentei la antimicrobiene si a factorilor de patogenitate ai microorganismelor,
implicate in ulcere trofice, a conditionat dezvoltarea de noi strategii terapeutice [31,
35].

In ultimele decenii, un domeniu de actualitate al cercetarilor farmaceutice sunt
terapiile alternative noi. Acestea utilizeaza medicamente ce contin principii active
de provenienta naturald, combinate cu cele de origine sintetica [37].

Realizarea unui studiu original si complex privind efectul antimicrobian al
preparatelor combinate si valorificarea acestora in vederea dezvoltarii unor noi forme
farmaceutice, pune in evidentd importanta, noutatea si actualitatea prezentei cercetari.

Scopul studiului: Evaluarea activitatii antimicrobiene a unor compusi noi in
vederea formularii principiilor de elaborare a preparatelor policomponente,
eficiente Tn tratamentul ulcerului trofic infectat.

Obiectivele cercetarii:

1. Determinarea spectrului de microorganisme izolate din ulcere trofice
infectate.

2. Elucidarea fenotipurilor de rezistentd la antimicrobiene si a factorilor de
patogenitate a tulpinilor de microorganisme, izolate din ulcere trofice.

3. Determinarea activitatii antimicrobiene a unor entitati chimicie si biologice
noi fata de tulpinile microbiene de referinta si clinice.

4. Studierea actiunii sinergice a substantelor chimice si biologice, s1 a
posibilitatilor de obtinere a compusilor policomponenti cu actiune
antimicrobiana.

5. Determinarea influentei compusilor noi monocomponenti si in combinatie
asupra expresiei unor factori de patogenitate ai microorganismelor.

6. Evaluarea modificarilor unor parametri biochimici ai culturilor bacteriene sub
influenta compusilor monocomponenti §i in combinatie.

7. Influenta compusilor biologic activi asupra markerilor stresului oxidativ,
sistemului antioxidant si pattern-ului inflamator pentru obtinerea de potentiale
preparate medicamentoase.

Ipoteza de cercetare. Rezultatele celor mai recente cercetari in domeniul
microbiologiei indicd tot mai frecvent la esecuri terapeutice in utilizarea
antimicrobienelor de ultimd intentie. Pentru a contracara aceastd amenintare la
adresa pacientilor, inclusiv a celor cu ulcer trofic infectat, sunt necesare noi optiuni
de tratament. Indispensabile in acest scop sunt studiile despre activitatea
antimicrobiand a unor compusi noi de origine biologica si chimicd, cu evaluarea
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efectului  sinergic al preparatelor policomponente, eficiente Tmpotriva
microorganismelor izolate din ulcerul trofic infectat. Preparatele antimicrobiene sunt
esentiale iTn medicina moderna, iar aparitia tulpinilor rezistente fata de acestea este
un fenomen inevitabil care va duce la scaderea eficacitatii lor si la retragerea din uz.
Pentru prevenirea acestor efecte negative este necesara elaborarea de preparate
antimicrobiene noi. Tn trecutul apropiat, preparatele antimicrobiene noi erau de
origine naturald sau de sinteza, iar Tn ultimii ani accentul se pune pe combinarea
preparatelor cu efect antimicrobian de origine diferita. Aceastd asociere permite
interactiunea sinergica intre compusii biologici si chimici, care s-a dovedit a fi cea
mai eficientd metodda de combatere a rezistentei la antibacteriene. Prin urmare,
capacitatea compusilor biologici de a ,re-utiliza” antimicrobienele existente in
tratamentul patologiei infectioase poate avea un impact semnificativ asupra
combaterii microorganismelor rezistente. Screening-ul si identificarea de noi
compusi chimici si biologici cu proprietdfi antimicrobiene poate sta la baza obtinerii
unor noi preparate, active asupra tulpinilor rezistente. Tn pofida datelor disponibile,
pentru a demonstra efectul antimicrobian al preparatelor combinate, sunt necesare
studii suplimentare cu stabilirea actiunii sinergice si formularea principiilor de
elaborare a preparatelor policomponente eficiente in tratamentul ulcerului trofic.

Sinteza metodologiei de cercetare stiintifica si justificarea metodelor de
cercetare alese. Studiul a fost realizat in cadrul Departamentului Medicina
Preventiva, Disciplina de microbiologie si imunologie, in Laboratorul de biochimie
al Universitatii de Stat de Medicind si Farmacie ,Nicolae Testemitanu”, in
Laboratorul Ficobiotehnologic din cadrul Institutului de Microbiologie si
Biotehnologie al Academiei de Stiinte a Moldove si in Laboratorul microbiologic al
Agentieil Nationale pentru Sanatate Publica.

Pentru demonstrarea ipotezei de cercetare au fost utilizate metode specifice
pentru fiecare obiectiv, validate la nivel national si international.

Studiul a fost efectuat in cateva etape si a constatat in: determinarea spectrului
de microorganisme cu evaluarea fenotipurilor de rezistenta la antimicrobiene si a
factorilor de patogenitate ai tulpinilor izolate din ulcere trofice infectate;
determinarea actiunii antimicrobiene (CMI si CMB) a compusilor chimici si
biologici asupra tulpinilor de referinta si a celor clinice izolate din ulcere trofice;
determinarea actiunii sinergice a substantelor monocomponente de origine chimica
actiune antimicrobiand; determinarea influentei compusilor noi asupra expresiei
unor factori de patogenitate a microorganismelor; stabilirea modificarilor unor
parametri biochimici ai microorganismelor sub actiunea compusilor chimici si
biologici; determinarea efectului imunomodulator al compusilor evidentiati.

In conformitate cu scopul si obiectivele trasate, au fost aplicate metode clasice
si moderne de studiu, inclusiv: metode microbiologice de stabilire a spectrului
etiologic al ulcerelor trofice infectate, a fenotipurilor de rezistentd la antimicrobiene
si a factorilor de patogenitate ai tulpinilor studiate; determinarea actiunii compusilor
noi asupra microorganismelor si a expresiei unor factori de patogenitate; metode
biochimice si imunochimice pentru determinarea actiunii compusilor noi asupra
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producerii spontane a indicilor biochimici si imunochimici, precum si modificarilor
unor parametri biochimici ai microorganismelor sub actiunea compusilor chimici si
biologici; metode statistice de analiza cantitativa si calitativa a rezultatelor.

Noutatea si originalitatea stiintificii a rezultatelor obtinute. In premier3, in
baza unui studiu, a fost evaluatd actiunea antimicrobiand, antioxidantd si
imunomodulatoare a unor compusi noi, determinat spectrul microorganismelor
implicate in ulcere trofice infectate si stabilitd actiunea compusilor noi asupra
factorilor de patogenitate ai agentilor microbieni.

Rezultatele obtinute au permis elaborarea si implementarea ghidului privind
managementul ulcerului trofic infectat ce va permite standardizarea metodologiei de
diagnostic si stabilirea in timp util a agentului etiologic, cu indicarea tratamentului
tintit si evitarea esecului terapeutic si a dezvoltarii rezistentei la antimicrobiene.

Valorile potentialului antimicrobian, antipatogenic, imunomodulator si
antioxidant ale compusilor luati in studiu, sugereaza necesitatea continudrii
cercetdrilor in vederea elaborarii unor strategii antiinfectioase alternative si a
dezvoltarii unor noi compusi policomponenti, generand nu doar o utilizare empirica,
ci si una bazata pe dovezi stiintifice privind proprietatile lor terapeutice.

Datele obtinute in prezenta cercetare au fost utilizate la elaborarea a noua
brevete de inventie.

Tn lucrare au fost folosite unele rezultate acumulate la realizarea unor proiecte
de cercetare nationale si internationale:

20.80009.8007.09  Studierea rezistentei bacililor gramnegativi la
antimicrobiene in vederea fortificarii sistemului national de supraveghere si control
al bolilor transmisibile (2020-2023).

AUF-MECR 2020-2021 Synthese et caracterisations de nouveaux complexes
de coordination pour des applications biologiques (2020-2021).

18.51.07.01A/PS Diminuarea contamindrii materiei prime si produselor
alimentare cu microorganisme patogene (2018-2019).

09.816.09.05A Compusi cu proprietafi antimicrobiene si antifungice
concomitente (2009-2010).

Problema stiintifica solutionata in teza consta in fundamentarea stiintifica
a actiunii unor compusi chimici si biologici noi asupra microorganismelor izolate
din ulcere trofice infectate. Solutionarea acestei probleme contribuie la formularea
principiilor de dezvoltare a preparatelor policomponente, eficiente in tratamentul
ulcerului trofic infectat, si la elaborarea unor strategii alternative antiinfectioase in
scopul evitarii esecurilor terapeutice si a dezvoltarii rezistentei microorganismelor
la antimicrobiene.

Semnificatia teoretici si valoarea aplicativa a studiului. Rezultatele
cercetarii completeaza studiile anterioare privind efectul compusilor chimici si
biologici asupra tulpinilor de referinta si a tulpinilor clinice izolate din ulcerele
trofice, si actiunea sinergica a acestor compusi, cu identificarea combinatiilor de
compusi care potenteaza efectul antimicrobian.



In urma studiului au fost acumulate date despre influenta compusilor noi
asupra expresiei factorilor enzimatici de patogenitate si a factorilor de persistenta ai
microorganismelor.

Rezultatele obtinute au permis evidentierea efectului imunomodulator al
compusilor chimici si biologici, aparte si in combinatie, prin determinarea actiunii
lor asupra producerii spontane a indicilor biochimici si imunochimici.

Pe baza datelor acumulate in prezentul studiu a fost elaborat un algoritm
standardizat de diagnostic al agentului etiologic, a mecanismelor de rezistentad la
antimicrobiene si a factorilor de patogenitate a microoganismelor asociate cu ulcerul
trofic.

Datele despre pattern-urile de rezistenta la antibiotice ale microorganismelor,
asociate cu ulcerul trofic infectat, vor servi ca argument pentru reactualizarea listei
de antimicrobiene, procurarea argumentatd a acestora si elaborarea masurilor
coerente de control.

Rezultatele cercetarii actiunii particulare a unor compusi de origine chimica
si biologica si a actiunii sinergice a compusilor combinati sunt dovezi stiintifice ce
pot fi utilizate ca modele structurale pentru obtinerea de agenti terapeutici
antimicrobieni noi policomponenti, lipsifi de efecte adverse majore, si in alte
cercetari inifiate in cadrul disciplinei.

Rezultatele stiintifice de esenta prezentate spre sustinere:

1. Diversitatea speciilor de microorganisme asociate ulcerelor trofice infectate.
2. Factorii de patogenitate relevanti in persistenta tulpinilor microbiene izolate
din ulcere trofice infectate.

mecanismelor de rezistentd la patogenii multirezistenti.

4. Estimarea activitatii antimicrobiene a unor entititi chimice si biologice asupra
tulpinilor de referinta si clinice.

5. Evaluarea actiunii sinergice a compusilor chimici si biologici, si a timpului de
omorare a microorganismelor.

6. Fundamentarea stiintifica a actiunii compusilor monocomponenti si 1n
combinatie asupra expresiei factorilor de patogenitate a microorganismelor
asociate ulcerului trofic.

7. Aprecierea valorii parametrilor biochimici ai microorganismelor sub influenta
compusilor monocomponenti si in combinatie.

8. Furnizarea de dovezi relevante a actiunei compusilor biologic activi asupra
markerilor stresului oxidativ, sistemului antioxidant, pattern-ului inflamator
in vederea formularii principiilor de elaborare a preparatelor antimicrobiene
eficiente in terapia ulcerului trofic infectat.

Implementarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele studiului au fost
implementate Tn activitatea Laboratorului microbiologic al IMSP Spitalul Clinic
Republican ,,Timofei Mosneaga”, a Laboratorului bacteriologic IMSP Spitalul
Clinic Municipal de Copii ,,Valentin Ignatenco”, a Laboratorului microbiologic
IMSP Spitalul Clinic de Boli Infectioase ,,Toma Ciorba”, in activitatea medicilor din
cadrul IMSP Centrul de Sanatate Calarasi, din sectia Chirurgie IMSP Spitalul
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Raional Calarasi precum si in procesul didactic la Disciplina de microbiologie si
imunologie, Departamentul Medicind Preventiva, Universitatea de Stat de Medicina
si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu” din Republica Moldova.

Aprobarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele studiului au fost prezentate si
discutate in cadrul unor foruri stiintifice nationale si internationale: a VII-a
Conferintda Nationala de Microbiologie si Epidemiologie ,,Provocari actuale in
diagnosticul si epidemiologia bolilor transmisibile si netransmisibile cu impact
asupra sanatatii publice” (Bucuresti, Romania, 2014); International Conference
titled “Socio-psycho-medical changes in the lifestyles of the contemporary family”
(Bucuresti, Romania, 2015); International Scientific Conference on Microbial
Biotechnology (3% edition) (Chisinau, Republica Moldova, 2016); Conferinta
nationald de otorinolaringologie si chirurgie cervico-faciala (Sibiu, Romania, 2017);
VII Exeromnas Mexnaynapoanas Hayuno- Ilpaktuueckass Koudepenuus
,,AKTyanpHble Bompochkl Memuiuabl” (Baku, Azerbaijan, 2018); First Balkan
Conference of Medical Mycology and Mycotoxicology ,,Balkan Fungus 2018”
(Timisoara, Romania, 2018); a XXXV -a Conferinta nationala de chimie Calimanesti
— Caciulata (Valcea, Romania, 2018); International Scientific Conference on
Microbial Biotechnology (4™ edition) (Chisinau, 2018); Zilele Universitatii de
medicina si farmacie din Craiova a XLIX-a editie (Craiova, Romania, 2019);
International Conference Achievements and Perspectives of Modern Chemistry
dedicated to the 60th anniversary from the foundation of the Institute of Chemistry
(Chisinau, Republica Moldova, 2019); Cogresului National al specialistilor din
domeniul sanatatii publice si managementului sanitar din Republica Moldova cu
participare Internationala ,,O singurda sanatate” (Chiginau, Republica Moldova,
2019); Congresul consacrat aniversarii a 75-a de la formarea USMF , Nicolae
Testemitanu” (Chisinau, Republica Moldova, 2020); Conferinta stiintifica nationala
cu participare internationald ,,Materiale avansate in biofarmaceutica si tehnica”
(Chisinau, Republica Moldova, 2021); National Conference with International
participation ,,One Health Approach in a Changing World” (Chisinau, Republica
Moldova, 2021).

De asemenea, rezultatele au fost prezentate la urmatoarele saloane de
inventica, lucrarile fiind mentionate cu distinctii: The World Exhibition on
Inventions, Research and New Technologies (Valencia, Spania, 2018 — medalie de
aur); 46E Salon International des Inventions de Genéve (Geneva, 2018 — medalie de
aur); Euroinvent 2018 (lasi, Romania, 2018 — medalie de aur, medalie de bronz);
Inventica 2018 (lasi, Romania, 2018 — 2 medalii de aur); Salonul International de
Inventii Inovatii ,,Traian Vuia” (Timisoara, Romania, 2018 — 2 medalii de aur); PRO
INVENT Editia XVII (Cluj-Napoca, Romania, 2019 — diploma de excelentd); 47E
Salon International des Inventions de Genéve (Geneva, Elvetia, 2019 — medalie de
argint); Euroinvent 2019 (lasi, Romania, 2019 — medalie de aur); Salonul
International de Inventii Inovatii ,,Traian Vuia” (Timisoara, Romania, 2019 —
medalia de aur); Inventica 2019 (lasi, Romania, 2019 — medalie de aur); Infoinvent
Editia a XVI-a (Chisinau, Republica Moldova, 2019 — medalie de argint);
Euroinvent 2020 (lasi, Romania, 2020 — medalie de aur); Inventica 2020 (lasi,
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Romania, 2020 — medalie de aur); Innovation and Creative Education Fair for Youth
ICE-USV — IV" Edition (Suceava, Romania, 2020 — medalie de argint, medalie de
aur); Salonul International de Inventii si Inovatii ,,Traian Vuia”, editia a VI —-a
(Timisoara, Romania, 2020 — medalie de aur, medalia de argint); International
Exhibition Inventcor (Deva, Romania, 2020 — 2 medalii de aur); Euroinvent 2021
(lasi, Romania, 2021 — medalie de aur); Innovation and Creative Education Fair for
Youth ICE-USV — Vth Edition (Suceava, Romania, 2021 — medalie de aur, medalie
de argint); Inventica 2021 (lasi, Romania, 2021 — 2 medalii de argint); PRO
INVENT Editia a XI1X-a (Cluj-Napoca, Romania, 2021 — medalie de aur); Infoinvent
Editia a XVII-a (Chigindu, Republica Moldova, 2021 — medalie de aur);
International Exhibition Inventcor 11" edition (Deva, Romania, 2021 - medalie de
aur).

Publicatii 1a tema

Rezultatele studiului au fost publicate in 77 de lucrari stiintifice, dintre care o
monografie in monoautorat ,,Rezistenta microorganismelor la antibiotice” (240
pag.), cinci articole in reviste din baze de date internationale, sase articole in reviste
stiintifice din strdindtate recunsocute, 16 articole in revistele stiintifice din Registrul
National al revistelor de profil, in materialele congreselor, conferintelor stiintifice,
dintre care opt publicatii de monoautorat, 22 de rezumate in culegeri de lucrari in
cadrul conferintelor internationale (peste hotare), 18 rezumate la conferinte
internationale din republicd, doud ghiduri, trei lucrari metodico-didactice, noua
brevete de inventie, trei inovatii. Rezultatele stiintifice ale tezei au fost prezentate la
30 de foruri stiintifice internationale si la cinci foruri stiintifice nationale cu
participare internationala.

Sumarul compartimentelor tezei

Manuscrisul tezei este expus in limba romana, pe 191 pagini tehnoredactate
la computer. Structurat in conformitate cu rigorile de intocmire a tezei de doctor
habilitat, manuscrisul consta din foaie de titlu, foaie privind dreptul de autor, cuprins,
adnotare in limbile romana, engleza si rusa, introducere, sase capitole, concluzii
generale, recomandari si bibliografia cu 350 de referinte, 8 anexe, declaratia privind
asumarea raspunderii si CV-ul autorului. Materialul ilustrativ include 40 de tabele,
47 de figuri s1 12 formule.

Cuvinte cheie: ulcer trofic infectat, factori de patogenitate, compusi noi,
activitate antimicrobiana.

CONTINUTUL TEZEI
1. STADIUL ACTUAL AL CERCETARII iN DEZVOLTAREA
ANTIMICROBIENELOR SI STRATEGII NOI iN TERAPIA
ULCERULUI TROFIC
diagnostic, precum si a strategiilor noi de tratament a permis evidentierea
deficientelor terapiei ulcerului trofic infectat cu microorganisme rezistente la
antimicrobiene. Astfel, esecurile terapeutice, ce duc la cresterea morbiditatii,
invalidizarii s1 mortalitdtii, sunt, in mare parte, consecinta rezistenteir multiple la
antimicrobiene a acestor microorganisme.
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Acuratetea si rapiditatea raportarii rezultatelor investigatiilor de laborator
privind agentul etiologic, mecanismele de rezistentd si preparatul antimicrobian
adecvat pentru tratament in functie de antibiograma sunt elemente esentiale in
terapia patologiei infectioase.

in ultimile trei decenii, terapia patologiei infectioase devine tot mai dificila
din lipsa preparatelor antimicrobiene noi din cauza: costurilor exacerbate pentru
elaborare §i implementare, durata relativ mica a patentului, includerea preparatelor
claborate in lista de rezerva, durata scurtd a tratamentului antimicrobian ce
determinad, in final, un profit mic pentru companiile farmaceutice.

Medicina contemporana se confruntd cu mai multe probleme legate de ulcerul
trofic precum particularitatile evolutiei clinice, complicatiile devastatoare, soldate
cu deces, provocdrile stiintifice pentru argumentarea noilor strategii terapeutice si
chirurgicale.

Ulcerele trofice sunt predispuse la invazia microbiana, iar una dintre cele mai
frecvente complicatii este asocierea infectiei microbiene, predominant mixta.
Diagnosticul microbiologic cu determinarea agentilor microbieni i a mecanismelor
de rezistentd previn dezvoltarea complicatiilor.

Adaptarea si supravietuirea pe termen lung a microorganismelor la nivelul
ulcerului trofic se explica prin prezenta complexului de factori de patogenitate si de
persistenta care inactiveaza mecanismele de rezistentd antibacteriana ale sistemului
imun, cum ar fi activitatea antilizozim, anticomplementara, antiinterferon etc.
Potentialul de persistentd al microorganismelor, inclusiv amploarea fenomenului de
rezistentd, determind durata aflarii lor In macroorganism. De aici necesitatea
dezvoltarii de preparate antimicrobiene ce vor permite atenuarea potentialului
infectios al microorganismului.

In ultimii ani, in cdutarea unor noi alternative terapeutice in tratamentul
maladiilor infectioase, savantii si-au orientat cercetarile spre dezvoltarea
preparatelor antimicrobiene combinate. Sinergismul compusilor antimicrobieni de
origine biologicad si de sinteza este unul dintre domeniile actuale ale cercetarilor
medicale, dezvoltand o perspectivd noud in elaborarea unor molecule active
Tmpotriva microorganismelor multirezistente la antimicrobiene, ceea ce va permite
reducerea timpului de vindecare, inclusiv a ulcerelor trofice infectate.

2. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE

Prezenta cercetare stiintifica a fost realizata in perioada 2013-2021 in cadrul
Disciplinei de microbiologie si imunologie, in Laboratorul de biochimie al
Universitatii de Stat de Medicina si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu”, in Laboratorul
Ficobiotehnologie din cadrul Institutului de Microbiologie si Biotehnologie al
Academiei de Stiinte a Moldovei si in Laboratorul microbiologic al Agentiei
Nationale pentru Sanatate Publica. Consultanti stiintifici: Rudic Valeriu, dr. hab. st.
biol., prof. univ., acad., Om Emerit al Republicii Moldova (specialitatea
313.02 Microbiologie, virusologie medicald) si Gulea Aurelian, dr. hab. st. chim.,
prof. univ., acad, Om Emerit al Republicii Moldova (specialitatea 141.01. Chimie
anorganicd; 141.02; Chimie coordinativa).
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Metodologia cercetarii a fost aprobata de catre Comitetul de Etica a Cercetarii
USMF , Nicolae Testemitanu”, avizul nr. 65 din 12 aprilie 2017.

Scopul principal al prezentului studiu consta in evaluarea activitatii
antimicrobiene a unor compusi noi §i elaborarea principiilor de formulare a
preparatelor policomponente eficiente Tn tratamentul ulcerului trofic infectat.

Importanta si necesitatea realizarii prezentului studiu reies din impactul
semnificativ asupra sanatatii publice la nivel global a fenomenului de rezistenta la
antimicrobiene. Infectile provocate de microorganismele rezistente la
antimicrobiene, deoarece nu raspund la terapie, au o evolutie mai prelungita, necesita
peroade mai lungi de spitalizare, duc la cresterea mortalitatii. [20, 39]. Screening-ul
si identificarea de noi compusi chimici si biologici cu proprietati antimicrobiene sunt
0 oportunitate in dezvoltarea de noi preparate active impotriva tulpinilor rezistente.
Fara astfel de preparate, terapia intensiva, transplanturile de grefe, chimioterapia
cancerului, ingrijirea copiilor prematuri si chiar interventiile chirurgicale obisnuite
nu ar fi posibile [42].

Obiecte de studiu in cercetare au servit tulpinile de referintd, din colectiile
internationale Staphylococcus aureus ATCC 25923, ATCC 29213, Streptococcus
pyogenes ATCC 12344, Enterococcus faecalis ATCC 19433, Enterococcus faecium
ATCC 6569, Bacillus cereus ATCC 11778, Bacillus subtilis ATCC 6633, Candida
albicans ATCC 10231, Cryptococcus neoformans CECT 1043, Escherichia coli ATCC
25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Acinetobacter baumannii ATCC® BAA-
747, Proteus mirabilis ATCC 25933, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Enterobacter cloacae ATCC 13047 si tulpinile clinice izolate din ulcere trofice. Tulpinile
clinice au fost oferite de Laboratorul microbiologic din cadrul Spitalului Clinic
Republican ,,Timofei Mosneaga”.

Tn studiu au fost inclusi compusi chimici noi sintetizati la Catedra de chimie
anorganicd, Departamentul de Chimie al Universitatii de Stat din Moldova, iar remediile
biologice au fost oferite de Laboratorul de Ficobiotehnologie din cadrul Institutului de
Microbiologie si Biotehnologie al Academiei de Stiinte a Moldovei si de Laboratorul de
cercetari stiintifice ,,Ficobiotehnologie™ al Universitatii de Stat din Moldova.

Pentru realizarea scopului si obiectivelor trasate au fost utilizate metode
standardizate, ajustate cercetarilor realizate n cadrul studiului:

v' istorice, descriptive, bibliografico-analitice, logice — la studierea teoretica a
surselor bibliografice, a conceptelor si a abordarilor teoretice

v" epidemiologice — la analiza indicatorilor epidemiologici

v" microbiologice — la izolarea agentilor microbieni asociati ulcerelor trofice; la
determinarea paternurilor de rezistentd; la cercetarea factorilor de patogenitate

a tulpinilor izolate; la determinarea activitatii antimicrobiene a compusilor

chimici si biologici asupra tulpinilor de referinta si a izolatelor clinice, separat

si In combinatie
v" biochimice, imunochimice — la determinarea actiunii compusilor chimici si
biologici asupra producerii spontane a indicilor biochimici si imunochimici
v' observatia — la analiza efectelor antimicrobiene si imunomodulatoare prin
analiza citokinelor si chemokinelor pro- si anti-inflamatoare
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v analiza sistematica — |a identificarea obiectului de studiu, la caracterizarea cu
acuratete, cu exactitate, cu sensibilitate si cu precizie a subiectului studiului,
cu minimalizarea devierii

v’ analiza comparativd —la compararea, la toate etapele de cercetare, a activitatii
antimicrobiene a compusilor chimici si biologici, separat si in combinatie,
asupra tulpinilor de referintd si a izolatelor clinice, cu evidentierea
particularitatilor de sinergie

v' analiza experimentald — la confirmarea ipotezei studiului si la fundamentarea
modelului structural pentru obtinerea unor agenti terapeutici noi, lipsiti de
efecte adverse majore

v' sinteza — la verificarea corectitudinii fiecarui pas, cu pastrarea numai a ceea

ce se concepe cu maxima claritate si cu deplina certitudine

statistice — la analiza cantitativa si calitativa a datelor obtinute in studiu

matematice — la prelucrarea numerica, de analizd si de simulare a datelor

obtinute

v’ verificarea si aprecierea critica a rezultatelor — la excluderea unei alte

ege, 0w,

AN

obtinere a altor rezultate pe aceasta cale.

Cercetarile stipulate n obiectivele cercetarii, au fost organizate si desfasurate
pe etape:

Etapa 1. A fost elaborat planul general de cercetare, s-a definitivat problema,
documentarea teoretico-practica cu fenomenele planificate pentru observare. A fost
formulata ipoteza de cercetare, stabilite modalitatile si metodele de investigare, si de
colectare a datelor.

Etapa 2. Au fost determinate si studiate microorganismele implicate in
etiologia ulcerului trofic infectat. Au fost analizate datele privind
sensibilitatea/rezistenta la antimicrobiene a tulpinilor isolate. Au fost studiati factorii
de patogenitate ai microorganismelor izolate din ulcere trofice, care favorizeaza
persistenta procesului infectios. Au fost selectati pentru cercetare factorii de
patogenitate, in functie de implicarea lor in fenomenul de persistentd a
microorganismelor in organismul-gazda si de cronicizare a procesului infectios.

Etapa 3. A fost stabilita actiunea unor compusi chimici si biologici noi asupra
tulpinilor de referintd prin metodele difuzimetrica si a dilutiilor succesive in medii
lichide. A fost determinata concentratia minima inhibitoare si minima bactericida a
acestor compusi si, in baza rezultatelor obtinute, au fost selectati cei care au
prezentat activitate antimicrobiana confirmatd prin studii ulterioare. A fost
determinata toxicitatea acutd a compusilor chimici noi fata de dafnii.

Etapa 4. A fost studiata actiunea sinergica a compusilor chimici si biologici
pe tulpini de referintd, identificind combinatiile de compusi care au amplificat
efectul antimicrobian. A fost determinat timpul de omorare a microorganismelor sub
actiunea compusilor separat si In combinatie. S-a studiat actiunea compusilor noi
asupra expresiei factorilor enzimatici de patogenitate (gelatinazei, ADN-azeli,
lecitinazei, amilazei, lipazei, hemolizinei) si de persistentd a microorganismelor
(actiunea anticomplementara, antilizozim). A fost determinata influenta compusilor
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noi asupra capacitatii de aderentd a microorganismelor la substratul inert si acfiunea
antibiofilm a acestora.

Etapa 5. A fost determinat efectul imunomodulator al compusilor chimici si
biologici separat si in combinatie. S-a stabilit actiunea acestora asupra producerii
spontane a indicilor biochimici si imunochimici, precum si modificarile induse de
acestea asupra unor parametri biochimici ai microorganismelor.

Etapa 6. Rezultatele obtinute au fost analizate sistematic in functie de
obiectivele propuse si de ipotezele formulate. In baza rezultatelor obtinute au fost
formulate concluzii si recomandari practice.

Rezultatele studiului au fost folosite la elaborarea a doua ghiduri: ,,Ghid privind
detectarea mecanismelor de rezistenta la antimicrobiene, interpretarea si aplicarea clinica
a rezultatelor” si ,,Ghid privind managementul ulcerului trofic infectat”.

3. DIVERSITATEA SPECIILOR, REZISTENTA LA ANTIMICROBIENE
SI FACTORII DE PATOGENITATE A TULPINILOR IZOLATE DIN
ULCERE TROFICE

3.1. Evaluarea spectrului si ponderii microorganismelor asociate
ulcerului trofic

Spectrul etiologic al ulcerului trofic infectat este foarte divers, cu implicarea
mai multor specii de microorganisme, dominat frecvent de specia S. aureus,
reprezentantii familiei Enterobacteriaceae sau de specia P. aeruginosa.

Una dintre provocarile majore ale medicinei — optiunile limitate de tratament
antimicrobian al ulcerelor trofice infectate — impune, Tn primul rénd, elucidarea
diversitatii speciilor implicate in acest proces patologic. Cu acest scop, in acest
studiu a fost determinat spectrul si ponderea microorganismelor in probele prelevate
din ulcerele trofice. Au fost analizate 387 de probe biologice. Tn 176 (41,5%; 1T 5%
44.8-45.4) a fost izolata o specie microbiana, in 172 (40,6%; 1 95% 40,3-40,9) —
doui specii si in 37 (8,7%; 1T 95% 8,5-8,9) — trei specii. Tn 39 (9,2%; IT 95% 38,7-
39,3) de probe microorganismele nu au fost izolate n titru diagnostic. Tn total au
fost izolate 631 de tulpini microbiene.

Microorganismele, frecvent asociate ulcerului trofic, au fost cele din genul
Staphylococcus (preponderent Staphylococcus aureus), urmate 1in ordinea
descresterii incidentei de streptococi (Enterococcus spp., Streptococcus pyogenes),
de enterobacterii (Klebsiella spp., Proteus spp., Escherichia spp. Serratia spp.,
Citrobacter spp.), de bacilii nefermentativi Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter
baumannii si de micetele levuriforme din genul Candida.

In infectia provocati de o singurd specie microbiani, de rand cu
Staphylococcus aureus, specia cea mai des implicati in proces (19,3%; IT 95% 18,8-
19,8), au fost izolate Pseudomonas aeruginosa (17,6%; IT 95% 17,1-18,1),
Enterococcus spp. (13,6%; IT 95% 13,2-14,0), Proteus spp. (12,5%; IT 95% 12,1-
12,9), Klebsiella pneumoniae (11,4%; IT 95% 11,0-11,8), Acinetobacter baumannii
(10,2%; 1T 95% 9,8-10,6), Streptococcus pyogenes (8,5%; IT 95% 8,2-8.8) si
Escherichia coli (6,8%:; IT 95% 6,5-7,1).

In infectia mixti in 62,8% de cazuri au dominat tulpinile de S. aureus, asociate, in
47,7% de cazuri cu speciile K. pneumoniae si P. aeruginosa.
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Bacilii gram-negativi au fost izolati mai frecvent din ulcerele trofice (56,3%; I 95% 53,2-
54,0), decat cocii gram-pozitivi (41,5%; IT 95% 41,2-41,8). Cel mai comun izolat a
fost specia S. aureus (21,9%; 1T 95% 21,7-22,1), urmati in ordinea descresterii incidentei
de P.aeruginosa (15,2%; IT 95% 15,0-15,4), K. pneumoniae (13,3%; IT 95% 13,1-13,5)
si Enterococcus spp. (11,9%; 1T 95% 11,7-12,1).

3.2. Rezistenta la antibiotice a tulpinilor izolate din ulcere trofice

Din cele 158 de tulpini de Staphylococcus spp. izolate din ulcere trofice, 108
(68,4%:; IT 95% 67,4-69,4) au fost multirezistente la antibiotice, 69 (43,7%; IT 95%
42,9-445) au prezentat MRS (Staphylococcus meticilin-rezistent), 31 (19,6%; I
95% 19,0-20,2) s-au dovedit a fi pozitive prin testul D si doar 20 (12,6%; I 12,2-
13,0) — sensibile la toate antimicrobienele testate.

Cel mai ridicat nivel de sensibilitate a tulpinilor de Staphylococcus spp. a fost
inregistrat fata de glicopeptide (100%; Ii 95% 99,5-100,5), urmate de tetracicline
(91,8%; IT 95% 91,3-92,3), oxazolidone (89,9%; IT 95% 89,4-90,4) si amfenicoli
(87,9%; 11 95% 87,4-88,4).

Din 158 de tulpini de Staphylococcus spp. testate, 31 (19,6%; IT 95% 19,0-
20,2) au prezentat rezistenta MLSg inductibild (macrolide-lincozamide-
streptograminele B), 13 (8,2%; 1T 95% 7,8-8,6) — rezistenta MLSg constitutiva si 44
(27,8%; IT 95% 27,1-28,5) — rezistentd la macrolide-streptograminele B (MSg).
Rezistenta inductibila MLSg a fost mai mare in randul MRS in comparatie cu MSS
(p=0,037) (Tabelul 1).

Tabelul 1. Fenotipurile de rezistenta la clindamicina a tulpinilor de

Staphylococcus spp. izolate din ulcere trofice

MRS MSS Staphylococcus
. Testul (n=69) (n=89) spp. total
Fenotipurile E | CM D (n=158)
n (%; I1os) n (%; 11s) n (%; 1)
MLSg inductibil R S + 25 6 31
(36,2; 35,7-36,7) | (6,7;6,4-7,0) | (19,6;19,0-20,2)
MLSg constitutiv | R R - 7 6 13
(10,1; 9,8-10,4) (6,7; 6,4-7,0) (8,2; 7,8-8,6)
e § > ) 14 (33 73033 1- 44
(20,3; 19,9-20,7) 343) (27,8; 27,1-28,5)
Sensibile S S - 23 52 ;752 ). 70
(33,3; 32,8-33,8) 53 2) ' (44,3; 43,4-45,2)

Notda: MLSB — macrolide-lincozamide-streptogramine B; MSB — macrolide-
streptogramine B; E — eritromicina;, CM — clindamicina.

Tulpinile de Enterococcus spp., izolate din ulcere trofice, au prezentat un grad
inalt de rezistenta la fluorchinolone (ciprofloxacind — (84,0%; IT 95% 83,5-84,5);
levofloxacini — (78,7%; IT 95% 78,2-79,2), sulfonamide (54,7%; 1T 95%54,3-55,1),
peniciline si tetracicline (45,3%; IT 95% 45,0-45,6). O sensibilitate mai inalta a fost
inregistrata la carbapeneme si la glicopeptide (57,3%).

Din numatul total de tulpini de enterococi, 35 (46,7%; M 95% 47,8-51,6) au
prezentat multirezistentd, iar 32 (54,7%; I1 95% 52,7-56,7) au fost vancomicin-
rezistente (VRE). Din tulpinile multirezistente, 100% (IT 95% 97,3-102,7) au fost
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non-susceptibile  la  ciprofloxacina, 57,1% (I 95% 55,1-59,1) la
trimetoprim/sulfametoxazol si 54,3% (I 95%52,3-56,3) la tigeciclina.

Tulpinile de Enterobacteriaceae, izolate din ulcere trofice au prezentat o
rezistentd marcatd la aminopeniciline (ampicilind - 93,2%; IT 95% 90,4-96,0),
peniciline cu inhibitori de beta-lactamaze (amoxiclav - 89,3%; IT 95% 86,5-92,1) si
cefalosporine (ceftazidim — 85,9%; 1T 95% 83,2-88,6, cefepim — 84,0%; T 95% 81,3-
86,7, cefotaxim — 78,2%; IT 95% 75,6-80,8). Cele mai eficiente preparate, la care
enterobacteriile au prezentat un nivel de rezistentd mai scazut, s-au dovedit a fi
monobactamele (aztreonam — 14,6%; IT 95% 13,5-15,7), sulfonamidele
(trimetoprim/sulfametoxazol — 18,4%; IT 95% 17,1-19,7), carbapenemele
(imipenem — 21,4%; IT 95% 20,0-22,8), meropenem — 24,8%; 1T 95% 23,3-26,3,
ertapenem — 10,2%; IT 95% 10,5-9,9) si aminoglicozidele (amicacina — 25,7%; I
95% 24,2-27,2, gentamicina — 32,5%; IT 95% 30,8-34,2, tobramicina — 20,9%: I1
95% 19,6-22,2). La fluorchinolone, tulpinile de enterobacterii au prezentat o
rezistentd moderata (ciprofloxacina — 68,0%; IT 95% 65,6-70,4, levofloxacinid —
38,3%; IT 95% 36,5-40,1).

Tulpinile de P. aeruginosa au inregistrat cel mai ridicat nivel de sensibilitate
fatd de carbapeneme (ertapenem — 91,7% (IT 95% 88,9-94,5), imipenem — 59,4% (I
95% 57,1-61,7), meropenem — 552% (IT 95% 53,0-57,4)) si aminoglicozide
(amicacind — 59,4% (IT 95% 57,1-61,7), tobramicina — 57,3% (1T 95% 55,1-59,5)).
La restul grupurilor de preparate a fost marcat un grad inalt de rezistenta, dupa cum
urmeaz: peniciline (ticarcilina —96,9% (1T 95% 94,9-98,9), piperacilini-tazobactam
—90,6% (IT 95% 88,6-92,6)), cefalosporine (cefepim — 84,4 (IT 95%82,5-86,3),
ceftazidim — 80,2% (1T 95%78,3-82,1)), monobactame (aztreonam 83,3% (IT 95%
81,4-85,2)) si fluorchinolone (ciprofloxacina — 75,0% (IT 95% 73,2-76,8),
levofloxacini — 71,9% (IT 95% 70,1-73,7)).

Rezultatele testarii sensibilitatii la antimicrobiene a tulpinilor de
Acinetobacter baumannii a pus in evidenta o rezistenta inalta la fluorochinolone —
84,0% (IT 95% 80,6-87,4), la sulfonamide — 81,1% (IT 95% 77,7-84,5) si la
carbapeneme — 40,8% (IT 95% 38,4-43,2). Cel mai inalt grad de sensibilitate s-a
nregistrat la preparatele din grupul aminoglicozidelor —54,1% (IT 95% 51,3-56,9).

La analiza pattern-urilor multirezistente de bacili gram-negativi, cel mai inalt nivel
a fost Tnregistrat la tulpinile de P. aeruginosa (88,5%:; 1T 95% 86,5-90,5), urmate de K.
pneumoniae (81,0%; IT 95% 78,9-83,1), de A. baumannii (71,7%; 1T 95% 68,5-74,9), si
de E. coli (69,8%; IT 95% 66,7-72.9). Rata de rezistenta per totald a bacililor gram-
negativi la trei si mai multe antimicrobiene a constituit 71,3%, si doar o tulpina (0,28%)
a fost sensibila la toate preparatele antimicrobiene testate.

Bacilii gram-negativi au fost supusi testelor de screening pentru detectarea beta-
lactamazelor cu spectru extins si testelor fenotipice de confirmare a producerii de BLSE.

Tn prezentul studiu, prin teste fenotipice, au fost identificate 97 (27,3+0,29%;
IT 95% 27,0-27,6) de tulpini de bacili gram-negativi producitoare de beta-lactamaze
Ccu spectru extins. Speciile de bacili gram-negativi, la care s-a inregistrat o rata mai
mare a producerii de BLSE, au fost P. aeruginosa (40,6+1,32%; IT 95% 39,3-41,9),
urmate de K. pneumoniae (36,9+1,44%; 1T 95% 35,7-38,1) si E. coli (33,942,19%;
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IT 95% 32,7-35,1). Totodata, 15 (28,3+2,00%; IT 95% 27,0-29,6) tulpini de A.
baumannii, 7 (8,3+0,68%; 1T 95% 7,6-9,0) de K. pneumoniae si 4 (4,2+0,42%; I
95% 3,47-4,93) de P. aeruginosa au fost producatoare de f-lactamaze de tip AmpC.

Dintre tulpinile de bacili gram-negativi izolate din ulcere trofice, 50
(16,6+0,27%; IT 95% 16,4-16,8) au fost pozitive la carbapenemaze prin testele
fenotipice si doar 9 (3,0%; IT 95% 2,9-3,1) au fost confirmate prin teste genotipice.

La caracterizarea moleculard a tulpinilor producétoare de carbapenemaze, in scopul
identificarii determinantilor de rezistentd, gene ce codificd producerea carbapenemazelor
au fost detectate la 5,9+0,58 % (IT 95% 5,3-6,5) izolate de K. pneumoniae, 3,8+0,73% (I
95% 3,1-4,5) - E. coli si 2,1+0,30% (IT 95% 1,8-2,4) tulpini de P. aeruginosa. Cel mai
frecvent tip de carbapenemaza detectat a fost OXA-48 (2,6+0,10%; 1T 95% 2,5-2,7), urmat
de NDM (0,3+0,26%:; 1T 95% 0,26-0,34). Carbapenemaze din clasa A (KPC) nu au fost
detecate la tulpinile izolate din ulcere trofice.

Rezistenta la carbapeneme a tulpinilor de A. baumannii este mediata, in
principal, de genele blaoxa (cum ar fi blapxa-s1, blaoxa-ss, blaoxa-23 si blaoxa-40), care
codificd B-lactamazele de clasa D de hidrolizare a carbapenemelor. In urma testarilor
s-a constatat ca tulpinile de A. baumanii izolate din ulcere trofice in 9,5+1,15% (I
95% 8,4-10,7) de cazuri au prezentat gene de rezistenta la carbapeneme, dintre care
n 5,7+0,90% (IT 95% 4,8-6,6) de cazuri gena blaoxa-2ssi in 3,8+0,73% (1T 95% 3,1-
4,5) de cazuri gena blaoxa-ss.

3.3. Evaluarea factorilor de patogenitate a tulpinilor microbiene izolate
din ulcere trofice

Patogenitatea microbiana cuprinde totalitatea mecanismelor biochimice, prin
care microorganismele conditioneaza dezvoltarea bolii. Nu toate microorganismele
patogene sau potential patogene 1si exprima aceasta capacitate la fel. Din aceste
considerente este importanta determinarea si cunoasterea arsenalului de factori de
patogenitate pe care-l poseda tulpinile microbiene implicate in procesul infectios.

In prezentul studiu au fost studiati unii factori enzimatici de patogenitate a
tulpinilor bacteriene izolate din ulcere trofice, care permit microorganismelor sa
persiste in focarul infectios.

Unul dintre acesti factori este hemolizina — proteina citoliticd care are
capacitatea de a liza eritrocitele umane si animale. De reguld, hemolizina este
produsa de tulpinile bacteriene, care au demonstrat o virulenta inalta in cercetarile
experimentale, si asociata cu o manifestare mai severa a procesului infectios.

Dintre tulpinile izolate din ulcere trofice, activitate hemolitica au prezentat
356 (57,7%; IT 95% 51,6-52,0 ), dintre care 184 (51,8%; IT 95% 51,4-52,2) tulpini
de bacili gram-negativi si 172 (65,6%; 11 95% 65,2-66,1) de coci gram-pozitivi.
Acest factor de patogenitate s-a dovedit a fi mai exprimat printre cocii gram-pozitivi
(65,6%; IT 95% 64,7-66,5), urmati de bacilii gram-negativi nefermentativi (59,1%;
IT 95% 58,2-60,0) si enterobacterii (46,6%; I1 95% 45,8-47,9).

Enzima lecitinaza a fost pusa in evidenta la 154 (58,8%) tulpini de coci gram-
pozitivi si la 177 (49,9%) tulpini de bacili gram-negativi. Dintre bacilii gram-
negativi, cele mai multe tulpini producatoare de lecitinaza au fost inregistrate printre
Proteus spp. (70,4+1,60%:; IT 95% 68,8-72,3), P. aeruginosa (65,6+0,49%; IT 95%
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65,1-66,1) si K. pneumoniae (57,1+0,45%; IT 95% 56,7-57,6). Producerea de
lecitinaza a fost Inregistrata la un numar mai mare de bacilli gram-negativi glucozo-
nefermentativi (52,3+1,02%; IT95% 51,3-53,3), in comparatie cu tulpinile de bacilli
gram-negativi glucozo-fermentativi (48,1+0,98%; 1T 95% 47,1-49,1). Sinteza acestei
enzime a fost inregistrata la 58,8 +0,99% (Il 95% 57,8-59,8) dintre cocii gram-
pozitivi, Intaietatea revenind speciei S. aureus (100%).

Producatori de lipaza s-a dovedit a fi un numar mare de tulpini atat gram-negative
(77,2+1,41%; 1T 95% 71,1-73.8), cat si gram-pozitive (70,2+036%; IT 95% 69,8-70,6).
Rata de exprimare a acestei enzime a fost inregistratd la peste 70% din speciile isolate din
ulcere trofice, cu exceptia E.coli (58,5%) si SCN (25,0%).

ADN-aza este o0 enzima care scindeaza acizii nucleici cromozomiali si plasmidici.
Ea asigura reducerea viscozitatii secretiilor, n care se acumuleaza ADN-ul din celulele
lezate, asigurandu-le cu mononucleotide pentru propriile sinteze si pemitand diseminarea
lor in organismul-gazda [ 7]. Aceasta enzima de patogenitate a fost mai des inregistrata la
tulpinile de coci gram-pozitivi (43,9+0,50%; IT 95% 43,4-44,4), comparativ cu bacilii
gram-negativi (42,2+0,49%; IT 95% 41,7-42,7). Dintre bacilii gram-negativi, acest factor
de patogenitate a fost mai exprimat la tulpinile de enterobacterii (61,7+0,59%; IT 95%
61,1-62,3), in comparatie cu bacilii gram-negativi nefermentativi (15,4+0,29%; IT 95%
15,1-15,7).

Hidrolazele, precum amilaza, au importantda majord in metabolismul
microbian, fiind responsabile de scindarea proteinelor, glucidelor si lipidelor. Acest
factor de patogenitate a fost Tnregistrat la 43,9% de tulpini testate, mai exprimat fiind
la enterobacterii (57,8%) si la bacilii gram-negativi nefermentativi (53,0%).
Tulpinile de coci gram-pozitivi au exprimat aceasta enzima in 27,9% de cazuri,
preponderent tulpinile de S. aureus (51,4%).

Secretia de enzime proteolitice (gelatinaza si cazeinaza) este extrem de
importantd in supravietuirea bacteriilor si invazia tesuturilor macroorganismului.
Numeroase studii au aratat ca proteazele sintetizate de microorganismele implicate
in procesul infectios pot contribui la dezvoltarea formelor severe de infectie.
Conform rezultatelor studiilor noastre, producerea de proteaze a fost mai exprimata
la tulpinile de coci gram-pozitivi (cazeinaza — 75,6+0,74% (1T 95% 74,9-76,3),
gelatinaza — 65,6+0,37% (IT 95% 65,2-66,0), Tn special la tulpinile de S. aureus si
Enterococcus spp — 77,3+0,41% (IT 95% 76,9-77,7).

La compararea gradelor de exprimare a factorilor enzimatici de patogenitate
la tulpinile in monoculturi §i in asociatii s-a constatat ca acesta este mai mic la cele
izolate in monoculturi, in comparatie cu cele din asociatii microbiene (p=0,026)
(Figura 1).
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Figura 1. Exprimarea factorilor enzimatici de patogenitate la tulpinile izolate
in monoculturi si in asociatii (%)

Determinarea si compararea gradului de exprimare a factorilor de patogenitate
enzimatici la tulpinile de bacili gram-negativi si coci gram-pozitivi multirezistenti
la antimicrobiene si sensibile a aratat ca acesta este mai inalt la tulpinile
multirezistente, atat la bacilii gram-negativi (BGN), cat si la cocii gram-pozitivi, Tn
comparatie cu cele sensibile (p=0,036).

Tulpinile multirezistente de BGN au prezentat o ratd de exprimare a lipazei,
gelatinazei, hemolizinei si lecitinazei mai mare cu 58,8%, 57,9%, 49,3% si1 41,1%
respectiv, fatd de tulpinile sensibile. Diferente mai mici au fost observate la
producerea ADN-azei si amilazei, tulpinile multirezistente depasind cu 35,9% si cu
26,0% tulpinile sensibile.

Printre tulpinile de coci gram-pozitivi multirezistenti si sensibili, diferente mai
mari in producerea enzimelor de patogenitate s-au Tnregistrat n cazul lipazei
(73,2%), lecitinazei (65,8%), hemolizinei (57,7%) si cazeinazei (56,3%).

Un alt factor de patogenitate analizat in prezentul studiu a fost activitatea
antilizozim a microorganismelor izolate. Din cele 631 de tulpini izolate din ulcere
trofice, activitate antilizozim au prezentat 589 (93,3+0,29% ; IT 95% 93,6-94,2) si
doar 42 (6,7+0,08%; IT 95% 6,6-6,8%) au fost inactive. Dintre tulpinile de coci
gram-pozitivi, activitate antilizozim au prezentat 98,8+0,79% (IT 95% 98,0-99,6),
dintre tulpinile de bacilii gram-negativi nefermentativi — 97,3+1,35% (IT 95% 95,9-
98,7), dintre micetele levuriforme din genul Candida — 92,9+14,95% (IT 95% 78,1-
107,7) si dintre tulpinile de bacilii gram-negativi fermentativi — 83,1+1,25% (1T 95%
81,8-84,4). Marea majoritate a tulpinilor clinice — 278 (47,2+0,23%; 1T 95% 47,0-
47,4) —au prezentat un grad mediu (K0,5-2,49) de exprimare a activitatii antilizozim,
174 (29,5+0,18%; IT 95% 29,3-29,7) — grad inalt (K>2,5) si 137 (23,3£0,16%; Ii
95% 23,1-23,5) — grad mic (K<0,49) (Tabelul 2).
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Tabelul 2. Capacitatea de inactivare a lizozimului a tulpinilor izolate din
ulcere trofice

Gradul de Coci gram Bacili gram Bacili gram | Micete din Total
exprimare al pozitivi negativi negativi genul
AAL nefermentativi | fermentativi Candida (n =589)
(n = 259) (n=145) (n=172) (n=13)
abs | % abs % abs % | abs | % |abs| %
Tnalt (K>2,5) 73 | 28,2 46 31,7 51 296 | 4 |308 |174]295
Mediu (KO,5- 118 | 45,6 69 47,6 84 | 488 | 7 | 538|278 47,2
2,49)
Mic (K<0,49) 68 | 26,2 30 20,7 37 215 | 2 15,4 | 137 | 23,3

Am comparat si capacitatea de inactivare a lizozimului a tulpinilor de
Staphylococcus spp. rezistente si sensibile la meticilind si tulpinilor de BGN
multirezistente si sensibile la preparatele antimicrobiene. Toate tulpinile MRS,
100% (IT 95% 97,1-100,0), au inactivat lizozimul, 45,0% (1T 95% 43,1-46,9)
prezentand un grad nalt de exprimare a activitatii antilizozim, 53,7% (11 95% 51,6-
55,8) — grad mediu si 1,3% (I 95% 1,0-1,6) — grad mic. Tulpinile MSS au inactivat
lizozimul in proportie de 97,1% (I 95% 94,9-99,3), dintre care 1,0% (IT 95% 0,8-
1,1) au prezentat un grad nalt de exprimare a activitatii antilizozim, 32,3% (If 95%
31,0-3306) — grad mediu si 66,8% (Il 95% 65,0-68,6) — grad mic.

In urma analizei capacitatii de inactivare a lizozimului a tulpinilor de BGN
multirezistente si sensibile la antimicrobiene s-a constatat ca 98,4+1,36% (Ii 95%
97,0-99,8) de tulpini multirezistente au prezentat aceasta capacitate, dintre care la
37,4+0,84% (IT 95% 36,6-38,2) s-a inregistrat un grad Tnalt de exprimare, la
59,4+1,06% (IT 95% 58,3-60,5) — grad mediu si la 3,2+0,25% (IT 95% 3,0-3,4) —
grad mic. Tulpinile sensibile de BGN au inactivat lizozimul Tn 66,7+1,12% (1T 95%
65,6-67,8) de cazuri, dintre care 5,9+0,33% (IT 95% 5,6-6,2) au prezentat un grad
inalt de exprimare a activitatii antilizozim, 7,3+0,37% (I1 95% 6,9-7,7) — grad mediu
si 86,8+1,28% (I 95% 85,5-88,1) — grad mic.

Un alt factor important, care asigura persistenta microorganismelor in focar,
este capacitatea celulelor bacteriene de a inactiva sistemul complement al
macroorganismului [11]. Dintre cele 631 de tulpini studiate, 601 (95,2+0,31%; IT
95% 94,9-95,5) au prezentat activitate anticomplementara, dintre care 480
(79,9+0,28%; IT 95% 79,6-80,2) au inactivat complementul la o concentratie mai
mare de 15CH50/ml, 68 (11,3+0,11%; 1T 95% 11,2-11,4) —la o concentratie de la
5CH50/ml pand la 15CH50/ml si 53 (8,8+0,0,09%; I 95% 8,7-8,9%) — la o
concentratie de SCH50/ml. Nu au inactivat complementul doar 30 de tulpini
(4,840,07%; 1T 95% 4,73-4,87%).

Rezultatele analizei capacitdtii de inactivare a complementului a tulpinilor de
Staphylococcus spp. rezistente si sensibile la meticilind si a tulpinilor de BGN
multirezistente si sensibile la preparatele antimicrobiene sunt prezentate in figura 2.
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Figura 2. Capacitatea de inactivare a complementului a tulpinilor
multirezistente si sensibile la antimicrobiene (%)

In urma analizei efectuate a fost constatat faptul ca 77,5+0,27% (Ii 95% 77,2-
77,8) dintre tulpinile MRS au inactivat complementul, dintre care 62,1+0,24% (I
95% 61,9-62,3) la o concentratia de 15CH50/ml, 8,9+0,09% (II 95% 8,8-9,0) — la
concentratia de la SCH50/ml pana la 15CH50/ml si 29,0+0,16% (I1 95% 28,8-29,2)
— la o concentratie de SCH50. Dintre tulpinile MSS au prezentat aceasta capacitate
doar 26,5+0,15% (1T 95% 26,1-26,4), dintre care 44,4+0,20% (IT 95% 44,2-44,6) au
inactivat complementul la concentratia de 15CH50/ml, 40,7+0,19% (Ii 95% 40,5-
40,9) — la concentratia de 5-15CH50/ml si 14,840,12% (Ii 95% 14,7-14,9) — la
concentratia de SCHS50.

Tulpinile de BGN multirezistente la antimicrobiene au inactivat
complementul in proportie de 100%, iar tulpinile sensibile in proportie de
78,4+1,22% (11 95% 77,2-79,6). Majoritatea tulpinilor multirezistente si sensibile au
inactivat complementul la o concentratie de 15CH50/ml, 92,9+1,32% (11 95% 91,6-
94.,2) si 68,7+1,14% (11 95% 67,6-69,8) respectiv.

Compararea datelor activitatii antilizozim s$i  anticomplementare a
monoculturilor §i a asociatiilor a aratat ca in asociatii tulpinile bacteriene prezinta
mai des activitate antilizozim si anticomplementara medie si inalta (p=0,028).

Am studiat si capacitatea de formare a biofilmelor de cétre tulpinile izolate
din ulcere trofice. Tn prezentul studiu, din cele 631 de tulpini izolate din ulcere
trofice, 462 (73,2+0,27%; IT 95% 72,9-73,5) au produs biofilm detectabil
(DO>0,056), iar 169 (26,8+0,16%; IT 95% 26,6-27,0) nu au produs biofilm
(D0O<0,056). In ceea ce priveste statutul de biofilm, 193 (41,84+0,20%; 11 95% 41,6-
42,0) de izolate au produs biofilm puternic (DO>0,220), 202 (43,7+0,21%; IT 95%
43,5-43,9) — biofilm moderat (DO 0,112-0,220) si 67 (14,5+0,12%; I1 95% 14,4-
14,6) — biofilm slab (0,056<D0<0,112).

Cel mai Tnalt grad de aderentd si de formare a biofilmelor a fost Inregistat la
tulpinile de bacili gram-negativi (78,0+0,50%; IT 95% 77,5-78,5), in special la
Proteus spp. (87,0+3,34%: 1T 95% 83,6-90,4), Klebsiella spp. (86,9+2,21%; 1T 95%
84,5-88,9), Citrobacter spp. (80,0+35,6%; IT 95% 44,5-115,6), P. aeruginosa
(73,9+1,78%; 1T 95% 72,1-75,7) si A. baumannii (73,6+3,22%; IT 95% 70,4-76,8).
Biofilm puternic aderent au format 44,8+0,42% (1T 95% 44,4-45,2) dintre tulpini,
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42,9+0,47% (IT 95% 42,4-43,4) - biofilm moderat aderent si 12,3+0,25% (IT 95%
12,1-12,5) - biofilm slab aderent.

La analiza relatiei dintre capacitatea de formare a biofilmelor si rezistenta
tulpinilor de bacili gram-negativi la antimicrobiene s-a constatat ca din izolatele care
formeaza biofilm, 52,3+0,52% (II 95% 51,8-52,8) erau tulpini MDR, 31,4 +0,40%
(1T 95% 31,0-31,8) — XDR si doar 16,2+0,25% (IT 95% 15,9-16,5) — non-MDR.
Tulpinile MDR si XDR au format in principal biofilm puternic aderent —
41,4%0,29% (11 95% 40,4-42,4) si 70,1£1,20% (11 95% 68,9-71,3) si moderat aderent
— 57,2+1,20% (IT 95% 56,0-58,40) si 25,3+1,00% (If 95% 24,3-26,3) respectiv.
Tulpinile non-MDR au fost responsabile de formarea, in special a biofilmelor slab
aderente 60,0+3,70% (IT 95% 56,3-63,7), iar 55,9+2,20% (IT 95% 53,7-58,1) nu au
format biofilme.

Biofilm detectabil au format 67,6+0,62% (IT 95% 67,0-68,2) dintre tulpinile
de coci gram-pozitivi. Cea mai inalta capacitate de formare a biofilmelor a fost
inregistrata la tulpinile de Enterococcus spp. (86,7+2,47% (IT 95% 84,2-89,2)),
urmate in ordinea descresterii incidentei de SCN (65,0+8,02% (II 95% 57,0-73,0)),
S.pyogenes (62,1+5,41% (1T 95% 56,7-67,5)) si S.aureus (58,7+1,10% (1T 95% 57,6-
59,8)). Biofilm puternic aderent au format 65 (36,7+1,85% (IT 95% 34,85-38,55))
dintre tulpinile de coci gram-pozitivi, biofilm moderat aderent — 80 (45,2+1,67% (11
95% 43,53-46,87)) si biofilm slab aderent — 32 (18,1+2,65% (IT95% 15,45-20,75)).

La studierea relatiei dintre capacitatea de formare a biofilmelor si rezistenta
la meticilind a tulpinilor de stafilococi a iesit in evidenta capacitatea semnificativ
mai mare de formare a biofilmului a tulpinilor MRS (94,2+2,80%; IT 95% 91,4-
97,0), in comparatie cu tulpinile MSS (32,6+1,28%:; 1T 95% 31,3-33,9) (p=0,036).
Tulpinile de stafilococi meticilin-rezistente au format preponderent biofilme
puternic aderente (50,8+2,06%; IT 95% 48,7-52,9) si moderat aderente (44,6+1,93%;
IT 95% 42,7-46,5), pe cand la tulpinile de stafilococi meticilin-sensibile au prevalat
biofilmele slab aderente (62,1+1,76%:; 1T 95% 59,8-64,4). Dintre tulpinile MRS doar
5,8+0,69% (1T 95% 5,1-6,5) nu au format biofilm detectabil, iar dintre tulpinile MSS
— 67,4+1,87% (1T 95% 65,6-69,2).

Conform rezultatelor analizei relatiilor dintre multidrogrezistenta tulpinilor de
Enterococcus spp. izolate din ulcere trofice si capacitatea de formare a biofilmelor,
tulpinile MDR au format biofilme detectabile Tn 100% de cazuri, pe cand tulpinile
sensibile — Tn 75,0+1,94% (1T 95% 73,1-76,9) de cazuri (Figura 3). Tulpinile MDR
de Enterococcus spp. au format n special biofilme moderat aderente (57,1+1,69%
(1T 95% 55,4-58,8)) si puternic aderente (40,0+1,41% (IT 95% 38,6-41,4)), pe cand
tulpinile sensibile au format Tn 42,5+1,46% (IT 95% 41,0-44,0) de cazuri biofilme
moderat aderente si in 17,5£0,94% (II 95% 16,6-18,4) de cazuri biofilme slab
aderente.
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Figura 3. Capacitatea de formare a biofilmelor a tulpinilor de Enterococcus
spp. izolate din ulcere trofice (%0)

Toate tulpinile de microorganisme izolate din ulcere trofice au demonstrat o
capacitate 1nalta de formare a biofilmelor (>70%).

Studierea factorilor de virulenta a microorganismelor izolate din ulcere trofice
a aratat ca nivelul de exprimare este mai mare la tulpinile izolate din infectii mixte
si multirezistente la antimicrobiene (de 1,0-1,5 ori), in comparatie cu tulpinile izolate
din monoinfectie si sensibile la antimicrobiene (p=0,348).

4. ACTIVITATEA ANTIMICROBIANA A COMPUSILOR NOI DE
ORIGINE CHIMICA SI BIOLOGICA

4.1. Rezultatele evaluarii activitatii antimicrobiene a substantelor
chimice si biologice noi

Compusii chimici luati in studiu au fost sintetizati in urma interactiunii
solutiilor etanolice fierbinti (50-55°C) de imidazol sau de 3,4-dimetilpiridind (in
cazul II) cu trihidratul nitratului de cupru(2+) si N-(prop-2-en-1-il)-2-[1-(piridin-2-
il)etiliden]hidrazincarbotioamida (4-aliltiosemicarbazona 2-acetilpiridinei), luate n
raport molar 2:1:1. Mecanismul reactiei constd in aditia a doud molecule de amina
la ionul de cupru (2+) cu formarea aductului, care interactioneaza cu 4-
aliltiosemicarbazona 2-acetilpiridinei, avand rolul de ligand-N,N,S tridentat
monodeprotonat. Ulterior, o moleculd de amind este substituitd cu azometina
polidentatd, rezultind nitratul de imidazoliu sau 3,4-dimetilpiridiniu prin
deprotonarea tiosemicarbazonei. Locurile patru si cinci, din sfera coordinativa a
acestui atom central, sunt ocupate de 10 nitrat-ion si de molecula de amina ramasa.

Cea mai inalta activitate bacteriostatica si bactericidd asupra bacteriilor S.
aureus ATCC 25923 au manifestat-o compusii C14H20CICUN3OsS (CMI — 0,03
ug/ml; CMB — 0,98 pug/ml)  si CigH22CuNgOsS (CMI — 0,06 pg/ml; CMB —
0,24pg/ml).

Asupra tulpinilor de B. cereus ATCC 11778, cea mai inaltd activitate a
demonstrat-o compusul chimic CjoH12CuNgOsS, manifestind o actiune
bacteriostaticd la concentratia de 0,007 pug/ml si bactericida la concentratia de 0,03
ug/ml. Activitate inalta asupra tulpinilor de B. cereus ATCC 11778 a demonstrat
compusul C11H13BrCuN,S (CMI — 0,06 pg/ml; CMB — 0,12ug/ml).

25



Tulpinile de B. subtilis ATCC 6633 s-au dovedit a fi mai sensibile la compusii
testati, in comparatie cu tulpinile de B. cereus ATCC 11778. Cea mai inalta a fost
activitatea compusului  C1oH1,CuNgOgS (CMI — 0,007 pg/ml; CMB — 0,03ug/ml).

Dintre toate bacteriile gram-pozitive testate, specia S. pyogenes ATCC 12344
a fost cea mai sensibila la actiunea compusilor chimici luati in studiu. Cea mai inalta
activitate asupra acestor bacterii au demonstrat-o compusii Cz4H32,Cu;NgOgS, si
C11H14CUNgOgS, CMI - 0,002 pg/ml si CMB — 0,003 ug/ml pentru ambii compusi.

Majoritatea compusilor chimici testati au avut efect bacteriostatic si bactericid
asupra tulpinilor de enterococi in concentratii mai mari, in comparatie cu alte specii
gram-pozitive. Cea mai inaltd activitate asupra E. faecalis ATCC 19433 a
demonstrat-o compusul C11H13BrCuN4S (CMI - 0,06 pg/ml si CMB — 0,12 pg/ml),
lar asupra E. faecium ATCC 6569 — compusul C1;H14CuNgOsS (CMI -0,12 pg/mi
si CMB - 0,24 pg/ml).

Conform rezultatelor obtinute, compusii C11H14CUNgOsS si C11H13BrCuN4S
manifestd actiune bacteriostatica si bactericida asupra bacteriilor gram-pozitive n
concentratii mici.

CMI si CMB ale compusilor luati in studiu au fost determinate si pentru
bacteriile gram-negative fermentative (E. coli ATCC 25922, P. mirabilis ATCC
25933, K. pneumoniae ATCC 13883, E. cloacae ATCC 13047) si nonfermentative
(P. aeruginosa ATCC 27853, A. baumannii BAA-747).

Analiza rezultatelor obtinute a ardtat ca asupra tulpinilor de E. coli ATCC
25922 au manifestat activitate mai tnaltd compusul chimic C11H14CUNgOgS, CMI —
0,24 ng/ml si CMB - 0,49 pg/ml. Activitate la concentratii de 1,95 pg/ml (CMI) si
de 391 pg/ml (CMB) au manifestat si compusii  CioH12CUNgOsS  si
C24H32Cu2NgOsSo.

Alte specii de Enterobacteriaceae (K. pneumoniae ATCC 13883, P. mirabilis
ATCC 25933 si E. cloacae ATCC 13047) s-au dovedit a fi mai rezistente la toti
compusii chimici testati, in comparatie cu specia E. coli ATCC 13047.

Tulpinile de K. pneumoniae ATCC 13883 au fost mai sensibile la compusii
C10H12CuNgO¢S, C1gH11BrCuN4S si C24H3,CuyNgO6S,, CMI si CMB constituind
1,95 pg/ml si 3,91 pg/ml respectiv.

Compusii CioH12CuNgOsS si Ci11H14CuNgOeS au fost mai activi asupra
bacteriilor P. mirabilis ATCC 25933, exercitand efect bactericid la concentaratia de
3,91 pg/ml, iar bacteriostatic la concentratia de 1,95 ug/ml.

Tulpinile de E. cloacae ATCC 13047 au demonstrat o sensibilitate mai inalta
la compusii  C1oH1:BrCuN4S si C11H14CuNgOgS, CMI constituind 0,98 pg/ml, iar
CMB - 1,95 pg/ml.

Compusii chimici testati au manifestat activitate antimicrobiand asupra
tulpinilor de bacili gram-negativi nonfermentativi in concentratii mai mari. Astfel,
cel mai activ compus asupra tulpinilor de A. baumannii BAA-747 s-a dovedit a fi
C11H14CuNgO6S; CMI — 0,98 pg/ml si CMB — 1,95 pg/ml. Tulpinile de P.
aeruginosa ATCC 27853 au demonstrat o sensibilitate mai inaltd la compusii
C1oH11BrCuN4S, C11H14CuNgOgS $i C11H13BrCuN4S; CMI si CMB constituind 3,91
ug/ml si 7,81 ug/ml respectiv.
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Toate bacteriile gram-negative de referinta au prezentat rezistenta la patru
compusi chimici testati in concentratii de 500 pg/ml: Ci4H20CICUN3OsS,
C15H20N4Ni028, C11H118I’2CUN3025 $i C16H14Br2CuN4OS. COIT]pUSU'
Ci1sH22,CuNgO3S a demonstrat activitate doar asupra tulpinilor de A. baumanii BAA-
747 n concentratii mari: CMI —333,3 pug/ml si CMB - 500 pg/ml.

La urmatoarea etapa a fost determinata actiunea compusilor chimici luati in
studiu asupra micetelor levuriforme (C. albicans ATCC 10231 si C. neoformans
CECT 1043). In conformitate cu rezultatele obtinute, cea mai inaltad activitate
antifungicd asupra micetelor C. albicans ATCC 10231 au demonstrat compusii
C24H23CUN707S §i C18H22CUN603S; CMI 0,49 pg/ml §i 0,98 pg/ml, i1ar CMF 15,6
ug/ml si 1,96 pg/ml respectiv. Asupra micetelor C. neoformans CECT 1043 o
activitate antifungicd marcanta au demonstrat compusii C1sH20CuN40,S (CMI —
0,03 pg/ml, CMF — 0,06 pg/ml), C14H20N4S (CMI - 0,12 pg/ml, CMF — 0,24 pg/ml)
si C14H19CUN;04S (CMI — 0,24 pg/ml, CMF — 0,24 pg/ml). Ceilalti compusi testati
au manifestat activitate antifungica in concentratii mai mari, cu exceptia compusului
C11H11Br,CuN30O,S, care nu a fost activ asupra micetelor C. neoformans CECT 1043
in concentratie de 500 ug/ml. Micetele levuriforme C. neoformans CECT 1043 au
fost inhibate si omorate la concentratii mai mici ale compusilor chimici, comparativ
cu micetele C. albicans ATCC 10231.

Compusii biologici utilizati in cercetare (ES, ES1, ES2, MX1 si MX2)
reprezinta extracte de cianobacteria Spirulina platensis CNMN CB-02. La testarea
actiunii antimicrobiene a acestor extracte pe tulpini de referinta gram-pozitive,
activitate mai inaltd au manifestat compusii MX1, MX2 si ES. Cea mai inalta
activitate antimicrobiana asupra bacteriilor gram-pozitive a demonstrat-o compusul
MX1 (CMI — 0,004-0,02 mg/ml; CMB - 0,009-0,04 mg/ml), urmat in ordinea
descresterii activitatii de MX2 (CMI — 0,01-0,03 mg/ml; CMB — 0,01-0,05 mg/ml)
si de ES (CMI - 0,16-0,62 mg/ml; CMB - 0,16-1,25 mg/ml). Compusii ES1 si ES2
au manifestat activitate antimicrobiana la concentratii mai mari (CMI-1,25-2,5
mg/ml; CMB -1,25-5,0 mg/ml).

in prezentul studiu a fost testatd si actiunea antimicrobiani a compusilor
biologici asupra bacteriilor gram-negative. Conform datelor obtinute, mai sensibile
la actiunea compusului MX1 s-au dovedit a fi E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa
ATCC 27853 si A. baumanii BAA-747, CMI — 0,009 mg/ml, iar CMB — 0,02 mg/ml.
Activitate inaltd asupra bacteriilor gram-negative a manifestat si compusul MX2
(CMI - 0,02-0,03 mg/ml; CMB — 0,03 mg/ml), urmat de ES (CMI - 0,625-1,25
mg/ml; CMB — 1,25-2,5 mg/ml). Extractele ES1 si ES2 au demonstrat efect
antimicrobian asupra tuturor speciilor de bacili gram-negativi, insd in concentratii
mai mari (CMI — 1,25-5,0 mg/ml; CMB — 2,5-5,0 mg/ml).

Actiunea antimicotica a extractelor de spirulind a fost studiata pe douad tulpini
de micete levuriforme C. albicans ATCC 10231 si C. neoformans CECT 1043. O
activitate antimicotica mai Tnaltd a demonstrat compusul MX2 (CMI — 0,007 mg/ml;
CMF — 0,01 mg/ml), urmat in ordinea descresterii activitdtii antimicotice de
extractele MX 1 (CMI — 0,05 mg/ml; CMF — 0,09 mg/ml) si ES (CMI - 0,31-0,62
mg/ml; CMF — 0,62-1,25 mg/ml). Ca si in cazul efectului antibacterian, extractele
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ES1 51 ES2 au exercitat activitate antimicoticd in concentratii mai mari (CMI —0,62-
1,25 mg/ml; CMF —1,25-2,5 mg/ml).

Pentru determinarea toxicitatii compusilor chimici, am efectuat testul de
imobilizare a crustaceului Daphnia magna, conform unei procedurii europene
standardizate. Tn conformitate cu procedura mentionati a fost determinati toxicitatea
acutd (CLsg), a compusilor chimici selectati fata dafnii. Pentru determinarea
toxicitatii compusilor chimici noi s-a utilizat crustaceul Daphnia magna, efectuand
testul de imobilizare. Analizand rezultatele obtinute am constatat ca, atat ligandul
(CL50 5,53+0,90), cat si compusii coordinativi ai cuprului (Cu L Br — CL50
4,4+0,96; Cu L CI — CL50 3,5+0,91) au demonstrat o toxicitate mai redusa in
comparatie cu preparatul medicamentos clorhidratul de doxorubicina (CL50
3,27+0,30).

4.2. Activitatea antimicrobiani a compusilor chimici si biologici noi
asupra tulpnilor izolate din ulcere trofice

Tn prezentul studiu au fost testati sapte compusi chimici pe 120 de tulpini
clinice ale speciilor S. aureus, K. pneumoniae, A. baumannii si P. aeruginosa, izolate
din ulcere trofice. Cea mai mica concentratie minima inhibitoare asupra tulpinilor
clinice de S. aureus a fost Inregistrata pentru compusii chimici Ci4H20N4S (CMI:
0,1710,098) si C10H14CuN4OsS; (CMI: 0,20+0,113). COIanI§ii C10H14CuN4O5S,
(CMI. 3,19+2,018 — 18,8+6,36) si CisH19CuN;O4S au manifestat activitate
inhibitorie asupra tulpinilor de A. baumannii in concentratii inhibitoare minime
(CMI: 0,17£0,098).

CMI si CMB ale compusilor biologici ES, ES1, ES2, MX1 si MX2 a fost
studiata pe 120 de tulpini de microorganisme gram-pozitive si gram-negative izolate
din ulcere trofice.

Activitate inhibitoare si bactericidd in concentratii mici asupra tulpinilor
clinice au demonstrat compusii biologici MX1 (CMI: 0,01+0,001 — 0,02+0,003) si
MX2 (CMI: 0,015+0,003 — 0,03+0,007). Acesti compusi biologici au exercitat
activitate inhibitoare asupra bacililor gram-negativi In concentratii mai mici,
comparativ cu tulpinile de S. aureus. Compararea concentratiilor minime inhibitoare
ale compusilor chimici asupra tulpinilor de referinta si a celor clinice, atat de bacterii
gram-pozitive, cat si gram-negative, a ardtat ca unii compusi au exercitat efect
inhibitor asupra tulpinilor clinice in concentratii mai mari, decat in cazul tulpinilor
de referinta (Figura 4).
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Figura 4. Actiunea compusilor chimici asupra tulpinilor de referinta si
tulpinilor izolate din ulcere trofice

Concentratia minima bactericida pentru tulpinile clinice de S. aureus a fost mai mare
decat pentru tulpinile de referinta, in special pentru compusii chimici  Cy3H17CICUN,S,
CisH2CUNGO3S si CisH16Br,CuN,S (CMI tulpini referinta — 0,49 pg/mL, 0,98 pg/mL, 0,98
Hg/mL; CMI tulpini clinice — 0,98 pg/mL, 1,46 ug/mL si 1,56 ug/mL, respectiv).

Pentru tulpinile clinice de A. baumannii, in raport cu cele de referinta, CMI
pentru compusii C14H19CICUN,S si C14H20N4S s-au majorat considerabil de la 62,5
pg/mL pana la 283,3 pg/mL si de la 250 pg/mL pana la 308,3 pg/mL respectiv.
Pentru restul compusilor testati, CMI pentru tulpinile clinice de A. baumannii nu s-
a majorat considerabil, Tn comparatie cu CMI pentru tulpinile de referinta.

La compararea actiunii compusilor chimici luati in studiu asupra tulpinilor
clinice si de referinta de K. pneumoniae si de P. aeruginosa s-a constatat ca CMI
pentru compusul CisH20CuN4O,S s-a majorat considerabil. Pentru tulpinile de K.
pneumoniae, CMI s-a majorat de doua ori, de la 250 ug/mL pana la 500,0 pg/mL,
iar pentru tulpinile de P. aeruginosa de la 125 pg/mL pana la 266,7 pg/mL.

in studiu a fost comparata si actiunea compusilor biologici asupra tulpinilor

de referinta si a celor clinice (Figura 5).
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Figura 5. Actiunea compusilor biologici asupra tulpinilor de referinta si
tulpinilor izolate din ulcere trofice

Analiza rezultatelor obtinute a aratat cd compusii biologici MX1 si MX2 au
manifestat activitate antibacteriana asupra tulpinilor de referinta si clinice in aceleasi
concentratii.

4.3. Actiunea sinergica a compusilor chimici si biologici noi

Pentru a determina tipul de interactiune intre compusii chimici si biologici noi
au fost testati sapte compusi chimici (C1gH20CUN4O,S, C14H20N4S, C14H19CICUN,S,

29



C10H14CUN40582, C13H17C|CUN4S, C14H19CUN704S, C13H168r2CuN4S) n
combinatie cu trei compusi biologici (ES, ES1, MX1) pe sase tulpini de referinta.

Valorile indicelui FIC, care reprezinta concentratia inhibitoare a fractiunilor,
determinate Tn prezentul studiu, indica in 87,2% de cazuri actiuni sinergice, in 6,8%
— actiuni aditive siin 6,0% — actiuni indiferente. Actiuni antagoniste Intre compusii
testati nu au fost puse in evidenta (FIC>4).

Testarea compusului chimic C14H19CuN;QO4S 1n asociere cu cei trei compusi
biologici luati in studiui, Tn majoritatea cazurilor a ardtat sinergism, cu exceptia
tulpinilor de P. aeruginosa, pentru care s-a inregistrat aditivitate si indiferenta in
combinatie cu compusii biologici ES g1 ES].

Compusul chimic Cj3H36Br,CuNsS in toate combinatiile a manifestat
sinergism asupra microorganismelor de referintd, cu exceptia combinatiei cu
compusul biologic ES1 asupra tulpinilor de P. aeruginosa, unde a manifestat
indiferentd (FIC=1,56).

C10H14CUN4Os5S;, in combinatie cu compusii biologici selectati pentru testare,
n 72,2 % de cazuri a manifectat sinergism, in 22,2 % — aditivitate si in 5,6% —
indiferenta asupra tulpinilor de referinta.

Compusul Cy13H17CICUN4S in combinatie cu toti compusii biologici luati in
studiu a manifestat in special actiune sinergica (94,4 %) si doar in 5,6 % de cazuri
actiune aditiva.

Compusul CigH20CuN4O,S 1n combinatie cu ES1 a prezentat actiune
indiferenta asupra tulpinilor de E. coli si de P. aeruginosa, iar in combinatie cu ES
a fost indiferent doar asupra tulpinilor de P. aeruginosa.

Ci4H20N4S a prezentat indiferentd asupra tulpinilor de A. baumannii in
combinatie cu ES1 si aditivitate in combinatie cu ES.

Compusul Ci14H19CICUN,4S, in combinatie cu ES1, a prezentat efect aditiv
asupra tulpinilor de E. coli.

Toti compusii chimici testati in combinatie cu compusul biologic MX au
prezentat actiune sinergicd asupra tuturor tulpinilor de referintd. Combinatiile testate
dintre compusii chimici si biologici au manifestat actiune aditiva si indiferenta in
special asupra bacililor gram-negativi si micetelor levuriforme din genul Candida.

in combinatii, concentratiille minime de inhibitie ale compusilor chimici si
biologici au fost cu mult mai mici decat ale compusilor separati, obtinand o reducere
de 4-32 de ori.

Pentru fiecare tulpina de referinta s-au inregistrat profiluri diferite ale timpului
de omorare a acestora pe o perioada de 24 ore dupa inoculare. Conform rezultatelor
obtinute, in primele 30 de min dupa inoculare nu s-a atestat o crestere a tulpinilor de
referintd. Diferente in activitatea antimicrobiand a compusilor testati asupra
tulpinilor de referintd au fost puse in evidenti dupi 90 min de la incubare. In
tuburile-martori nu s-a inregistrat o reducere a numarului de UFC. Utilizarea
individuald a compusilor chimici si biologici, la o concentratie de 0,25CMI, nu a
indus moartea microorganismelor timp de 24 ore. In schimb, la testarea compusilor
chimici si biologici in combinatie s-a observat o reducere semnificativa a numarului
de microorganisme.
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COIT\pUSU' chimic C14H19CuUN7O4S 1n combina‘;ia O,25CMI C14H19CUN;QO,4S +
0,25CMI MX a manifestat actiune bactericida asupra tulpinilor de S.aureus dupa 8
ore de actiune. Combinatia 0,25CMI C14H;9CuN-;0O4,S + 0,25CMI ES a distrus
complet tulpinile de S. aureus dupa 20 de ore de actiune, iar 0,25CMI
C14H19CuN704S + 0,25CMI ES1 — dupa 24 de ore. Tulpinile de bacili gram-negativi
E. coli si A. baumannii au fost ucise dupa 12 ore de actiune a combinatiei 0,25CMI
C14H19CUN7O4S + 0,25CMI MX si dupa 20 si respectiv 24 de ore de actiune a
combina‘;iilor 0,25CMI C14H19CUN704S + 0,25CM| ES si O,25CMI C14H19CUN704S
+ 0,25CMI ES1 (Figura 6).

Combinatia 0,25CMI Cy14H15CuN;O,S + 0,25CMI MX a demonstrat efect
fungicid asupra micetelor levuriforme C. albicans dupa 20 de ore de actiune, iar
combina‘;iile 0,25CMI C14H19CUN704S + 0,25CM| ES §i 0,25CM| C14H19CUN704S
+ 0,25CMI ES1 — dupa 24 de ore.
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Figura 6. Cinetica activitatii antimicrobiene a compusului chimic C1sH19CuN7O4S
si a compusilor biologici (ES, ES1, MX) asupra tulpinilor de referinta
Nota. Valorile sunt exprimate ca mediaxDS a trei valori independente, rezultatele fiind Tn
intervalele de Tncredere 95%-99%

Compusul chimic Cy3H16Br,CuN,S, in combinatie cu compusul biologic MX
(0,25CMI Cy3H16Br,CuNsS + 0,25CMI MX), a prezentat efect bactericid asupra
tulpinilor de S.aureus dupa 8 ore de actiune. Combinatia 0,25CMI C13H16BroCuN,S
+ 0,25CMI ES a omorat tulpinile de S. aureus dupa o expunere de 20 de ore, iar
combinatia 0,25CMI Cy3H16Br,CuN4S + 0,25CMI ES1 — dupa 16 ore (Figura 7).
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A. batanannii BAA-747 C. albicans ATCC 10231
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Figura 7. Cinetica activititii antimicrobiene a compusului chimic C13H1sBrCuNsS
si a compusilor biologici (ES, ES1, MX) asupra tulpinilor de referinta

Nota. Valorile sunt exprimate ca mediaxDS a trei valori independente, rezultatele fiind n

intervalele de incredere 95%-99%

E. coli a fost omorata dupa 16 ore de actiune a combinatilor 0,25CMI
C13H168r2CuN4S + 0,25CM| MX $l 0,25CMI C13HleBr2CUN4S + 0,25CM| ES, $i dupé 20
de ore de actiune a combinatiei 0,25CMI Cy3H16Br,CuN,4S + 0,25CMI ES1.

Tulpinile de A. baumannii au fost omorate dupa 12 ore de actiune a
combinatiei 0,25CMI Ci3H16BroCuN4S + 0,25CMI MX si dupa 16 ore si respectiv
20 de ore de actiune a combinatiilor 0,25CMI C;3H16Br,CuNsS + 0,25CMI ES si
0,25CMI C13H16Br,CuN,4S + 0,25CMI ES1 (Figura 8).

Combinatia 0,25CMI Cy3H36Br,CuN;S + 0,25CMI MX a demonstrat efect
fungicid asupra micetelor levuriforme C. albicans dupa o expunere de 12 ore, iar
combina‘;iile 0,25CMI C13H165r2CUN4S + 0,25CM| ES $i O,ZSCMI C13H168r2CUN4S
+ 0,25CMI ES1 — dupa 20 de ore de actiune.

Combinatia compusului chimic C;0H14CuN4OsS,; cu compusul biologic MX
(0,25CMI CyoH14CuN4OsS; + 0,25CMI MX) a manifestat efect bactericid asupra
tulpinilor de S. aureus dupa 12 ore de actiune, iar combinatiile 0,25CMI
C10H14CuN4O5S, + 0,25CMI ES $10,25CMI C10H14CuN4OsS; + 0,25CMI ES1 dupé
16 si respectiv 24 de ore (Figura 8).
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Figura 8. Cinetica activititii antimicrobiene a compusului chimic C10H14CuN4OsS;
si a compusilor biologici (ES, ES1, MX) asupra tulpinilor de referinta

Nota. Valorile sunt exprimate ca mediatDS a trei valori independente, rezultatele fiind in

intervalele de Tncredere 95%-99%
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Combinatiile 0,25CMI  CyoH142CuN4OsS, + 0,25CMI MX si 0,25CMI
C10H14CUN4OsS, + 0,25CMI ES au demonstrat actiune bactericidd asupra tulpinilor de E.
coli dupa 12 ore si respectiv 16 ore de actiune. Combinatia 0,25CMI C1oH14CUN4OsS; +
0,25CMI ES1 nu a manifestat efect bactericid asupra tulpinilor de E. coli.

Tulpinile A. baumannii au fost omorate dupa 16 ore de actiune a combinatiei
0,25CMI C1oH14CUN4OsS; + 0,25CMI MX1 si dupa 20 de ore si respectiv 24 de ore
de actiune a combinatiilor 0,25CMI C10H14CuN4OsS; + 0,25CMI ES si 0,25CMI
C10H14CuN4O5S,+ 0,25CMI ESL.

Combinatiile 0,25CMI CyoH14CuN4OsS,; + 0,25CMI MX si 0,25CMI
C10H14CuN4OsS; + 0,25CMI ES au demonstrat efect fungicid asupra micetelor
levuriforme C. albicans peste 16 ore si respectiv 20 de ore de actiune, iar combinatia
0,25CMI CyoH14CuN4OsS; + 0,25CMI ES1 nu a manifestat efect fungicid (Figura 8).

La analiza actiunii bactericide a combinatiilor compusului chimic
C13H17CICUN4S cu compusii biologici inclusi in studiu s-a constatat ca combinatia
0,25CMI C13H17CICUN,S + 0,25CMI MX exercita efect bactericid asupra tulpinilor
de S. aureus dupa 12 ore de actiune, iar combinatile 0,25CMI C13H17CICUN,S +
0,25CMI ES si 0,25CMI C13H17CICUN4S + 0,25CMI ES1 dupa 16 ore si respectiv
20 de ore de expunere (Figura 9).
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Figura 9. Cinetica activitatii antimicrobiene a compusului chimic C13Hi7CICUN4S
si 8 compusilor biologici (ES, ES1, MX) asupra tulpinilor de referinta.
Nota. Valorile sunt exprimate ca mediaxDS a trei valori independente, rezultatele
fiind n intervalele de Tncredere 95%-99%

Combinatia 0,25CMI Ci3H37CICuN,S + 0,25CMI MX a demonstrat actiune
bactericida asupra tulpinilor de E. coli si de A. baumannii dupa 20 ore de actiune, iar
combinatiile 0,25CMI Ci3H17CICUN4S + 0,25CMI ES si 0,25CMI Cy3H37CICUN,S +
0,25CMI ES1 au distrus bacilii gram-negativi dupa 24 ore de actiune.

Combinatia 0,25CMI Ci3H17CICUN4,S + 0,25CMI MX a manifestat efect
fungicid asupra micetelor levuriforme C. albicans dupa 16 ore de expunere, iar
combina‘;iile O,25CMI C13H17C|CUN4S + O,25CM| ES Si O,25CMI C13H17C|CUN4S
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+ 0,25CMI ES1 dupa 24 de ore (Figura 9). Cele mai eficiente s-au dovedit a fi
combinatiile dintre compusii chimici cu compusul biologic MX, tulpinile de
referinta fiind omorate dupd 8, 12, 16 si 20 de ore de expunere la aceste combinatii.

4.4. Influenta compusilor noi asupra factorilor de patogenitate a
microorganismelor

Pe langa diversele mecanisme de rezistentd la preparatele antimicrobiene,
microorganismele mai sunt dotate si cu diversi factori de patogenitate, responsabili
de initierea unor efecte letale mai mari.

In prezentul studiu a fost testatd influenta compusilor chimici si biologici luati
in studiu, in diferite concentratii, asupra activitdtii anticomplementare a
microorganismelor pe 80 de tulpini microbiene gram-pozitive si gram-negative, care
initial au inactivat complementul la concentratii de 15CHS50/mL (Figura 10).
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Figura 10. Activitatea anticomplementara a microorganismelor sub actiunea
compusilor chimici si biologici

Nota. C1 - C14H19CUN704S, C2- C13HleBr2CUN4S, C3- C13H17C|CUN4S

Analiza rezultatelor obtinute a aratat ca compusii testati au diminuat cel mai
mult activitatea anticomplementard a microorganismelor in concentratie de 75%.
Compusii biologici, in special MX1 si ES, au manifestat cel mai inalt nivel de actiune
asupra activitatii anticomplementare a tulpinilor testate. Sub actiunea compusului
biologic 75%MX, majoritatea tulpinilor (75,0 %) au inactivat complementul in
concentratia de 5-15CH50/mL, iar 20,0% in concentratia de 5CH50/mL. Compusul
biologic 75%ES la fel a diminuat activitatea anticomplementard a tulpinilor
microbiene, Tn 72,5% de cazuri inactivand complementul in concentratia de 5-
15CHS50/mL, iar in 17,5% de cazuri in concentratia de SCH50/mL.

Dintre compusii chimici, activitatea anticomplementara a fost mai exprimata
la compusul Ci4H19CuN;O4S (concentratia 75%). Sub actiunea acestuia, 78,8%
dintre tulpinile testate au inhibat complementul in concentratia de 5-15CH50/mL,
7,5% — in concentratia de 5-CH50/mL, iar 13,8% — in concentratia de 15CHS50/mL.
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La utilizarea compusilor, atat chimici cat si biologici, in concentratie de 25%,
actiunea anticomplementara a tulpinilor microbiene a fost diminuata putin sau deloc.
Trebuie mentionat faptul cd nici un compus nu a inhibat in totalitate proprietatea
tulpinilor de a inactiva complementul.

La testarea activitatii anticomplementare a compusilor chimici si biologici in
combinatie, un efect mai pronuntat a manifestat combinatia compusilor biologici
MX si ES cu compusii chimici (Figura 11).
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Figura 11. Activitatea anticomplementara a microorganismelor sub actiunea
compusilor chimici si biologici in combinatie (%0)
Nota. C1 - C14H19CUN704S, C2- C13HleB|'2CUN4S, C3- C13H17C|CUN4S

Combinatiile compusului biologic MX cu compusii chimici C13H17CICUN,S
si Ci4H19CuN;O4S in concentratii de 75% au inactivat complet activitatea
anticomplementara la 32,5% si respectiv 31,3% din tulpinile testate.

La testarea combinatiei compusului biologic ES cu compusul chimic
C14H10CuN704S monohidrat s-a constatat ca la o concentratie de 75%, 70,0% de
tulpini au inactivat complementul in concentratie de SCH50/mL, iar 30,0% nu au
manifestat actiune anticomplementara. La testarea aceleiasi combinatii de compusi,
dar la o concentratie de 50%, 80,0% de tulpini au inactivat complementul in
concentratie de SCH50/mL, iar 20,0% nu au inactivat complementul.

In studiu a fost determinatd si manifestarea activitatii antilizozim de citre
tulpinile de S. aureus si de E. coli la actiunea individualda a compusilor chimici si
biologici luati in studiu (Figura 12).
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Figura 12. Activitatea antilizozim a microorganismelor sub actiunea

compusilor chimici si biologici separat si in combinatie

Nota. C1 - C14H19CUN704S, C2- C13HleBr2CUN4S, C3- C13H17C|CUN4S

In urma analizei rezultatelor obtinute s-a constatat ca atat compusii chimici,
cat si cei biologici au inactivat activitatea antilizozim a tulpinilor testate, in
comparatie cu tulpinile-martori, care au manifestat un grad inalt de activitate
antilizozim (K 2,62-2,74). La actiunea compusilor biologici si chimici in
concentratie de 25%, activitatea antilizozim a tulpinilor de S. aureus si de E. coli s-
a mentinut la un nivel Tnalt. Utilizarea compusilor testati n concentrati de 50% si de
70% a dus la micsorarea gradului de exprimare a activitatii antilizozim (grad mediu
de exprimare) la ambele specii microbiene, cu exceptia actiunii compusului ES1
(50%) asupra E. coli, care a manifestat un grad nalt de activitate antilizozim.

La utilizarea compusilor chimici si biologici in combinatie (la concentratii de
50% si de 70%) s-a inregistrat un grad mic de exprimare a activitatii antilizozim la
tulpinile de S. aureus, cu exceptia combinatiei dintre 50% ES1 si 50%
Ci13H17CICUN,S, la care gradul de exprimare a activitatii antilizozim a fost mediu.
Tulpinile de E. coli, la concentratia compusilor de 75%, au manifestat un grad mic
de exprimare a activitatii antilizozim, cu exceptia combinatiei dintre ES1 si
Ci13H17CICuUN,S, la care s-a inregistrat un grad mediu de exprimare.

Combinatiile compusilor chimici cu compusul biologic MX au prezentat cel mai
bun efect asupra exprimarii activitafii antilizozim a tulpinilor microbiene testate.
Combinatiile MX + Cy4H19CUN7O4S si MX + C14H19CUN7O,S la concentratiile de 50% si
75% au redus la zero activitatea antilizozim a tulpinilor microbiene.

La utilizarea combinatiilor compusilor chimici cu compusul biologic MX, la
concentratie de 25%, tulpinile microbiene au manifestat un grad mic de exprimare a
activitatii antilizozim, cu exceptia combinatici MX + C;3H2,CuNgO3S, la care
tulpinile de E. coli au inregistrat un grad mediu de exprimare a activitatii antilizozim
(K=10,63).

in studiu a fost determinata si influenta compusilor chimici si biologici asupra
formarii biofilmelor microbiene (Figura 13). Conform rezultatelor obtinute, la
actiunea compusilor chimici si biologici in concentratie de 25% si a compusilor ES1
si C13H17CICUN4S in concentratie de 50%, microorganismele au produs biofilm
puternic (D0>0,220). O actiune antibiofilm mai bund au demonstrat acesti compusi
in concentratie de 75%, la care microorganismele au produs preponderent biofilm
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moderat (0,220<D0<0,112), cu exceptia compusului biologic MX, sub a carui
actiune tulpinile au produs biofilm slab (0,112<D0<0,056). Tulpinile de S. aureus
au produs biofilm slab si sub actiunea compusului biologic ES si a compusului
chimic C13H16BroCuN.S.
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Figura 13. Gradul de formare a biofilmelor microbiene la actiunea

compusilor chimici si biologici separat si in combinatie

Nota. C1 - C14H19CUN704S, C2- C13HleBr2CUN4S, C3- C13H17C|CUN4S)

Un grad mai mare de inhibitie a biofilmelor microbiene au demonstrat
combinatiile dinte compusii biologici ES si MX, si compusii chimici in concentragii
de 50% si de 75%. Tulpinile microbiene, sub influenta acestor combinatii, si-au
pierdut capacitatea de a forma biofilme sau au format biofilm slab, cu exceptia
combinatiilor 50% ES + Ci3H16Br2CuN4S; MX + C14H19CUN7O4S si combinatiilor
dintre compusii chimici cu compusul biologic ES1, sub a caror influentd bacteriile
au format biofilm moderat.

La actiunea combinatiilor in concentratie de 25%, tulpinile au produs, in
majoritatea cazurilor, biofilm puternic, cu exceptia combinatiilor dintre compusul
biologic MX si compusii chimici precum combinatiile ES + C14H15CUN7O,S, ES +
C13H17CICUN,S si ES1 + Cy3H16Br,CuN,S, la care microorganismele au format
biofilm moderat.

Rezultatele testarii actiunii compusilor chimici si biologici asupra gradului de
exprimare a enzimei de patogenitate lecitinaza sunt prezentate pe figura 14. O activitate
antilecitinazica mai nalta, atat la microorganismele gram-pozitive, cét si gram-negative,
au demonstrat compusii chimici in concentratie de 75%. Cel mai activ a fost compusul
C13H168I'2CUN4S, urmat de COIT]pUSU' C13H17C|CUN4S $i C14H19CUN7O4S.
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Figura 14. Gradul de exprimare a lecitinazei microbiene la actiunea
compusilor chimici si biologici separat si in combinatie
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Nota. C1 - C14H19CUN704S, C2- C13HleBr2CUN4S, C3- C13H17C|CUN4S)

Capacitatea de inhibitie a enzimei lecitinaza de catre compusii chimici s-a
dovedit a fi mai naltd decat a compusilor biologici. Cea mai inalta activitate au
demonstrat compusii in concentratie de 75%, 1n special compusul Ci13H16BroCuN4S,
diminuand activitatea lecitinazei de la 1,16+0,027 unitati pana la 0,48+0,031 unitati,
pentru tulpinile de S. aureus, si de la 1,2+0,0 unitati pana la 0,48 +0,013 unitati
pentru tulpinile de E. coli.

Dintre compusii biologici mai activ a fost compusul MX, care a redus
activitatea lecitinazei de la 1,6+0,027 unitdti pana la 0,83+0,036 unitati, la tulpinile
de S. aureus, si de la 1,2+0,00 pana la 0,91+0,031 unitati, pentru tulpinile de E. coli.
La utilizarea combinata a compusilor chimici cu cei biologici a rezultat o potentiere
a efectului de reducere a activitatii lecitinazei. Cel mai Inalt efect, atat la bacteriile
gram-pozitive, cat si la cele gram-negative, a fost Tnregistrat la combinarea
compusului biologic MX cu compusii chimici in concentratii de 75%.

Combinatia compusului MX cu compusul chimic Ci13H317CICuN,4S a redus cel
mai mult activitatea lecitinazei: la tulpinile de S.aureus de la 1,14+0,00 unitati pana
la 0,100,024 unitati, iar la tulpinile de E. coli de la 1,18+0,027 unitati pana la
0,230,033 unitati. La actiunea combinatiei compusului biologic MX cu compusul
chimic Ci3H16Bro,CuN4S la o concentratie de 50% s-a inregistrat o reducere a
activitatii lecitinazei: la tulpinile de S.aureus de la 1,14+0,00 unitati pana la
0,324+0,027 unitati, iar la tulpinile de E. coli de la 1,18+0,027 unitati la 0,410,013
unitati.

Rezultatele testarii actiunii compusilor chimici si biologici asupra gradului de
exprimare a enzimei hemolizina de catre tulpinile microbiene sunt prezentate pe figura 15.
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Figura 15. Gradul de exprimare a hemolizinei microbiene la actiunea
compusilor chimici si biologici separat si in combinatie
Nota. C1 - C14H19CUN704S, C2- C13H168|'2CUN4S, C3- C13H17C|CUN4S
Un efect mai mare de reducere a activitatii hemolizinei s-a nregistrat la
actiunea compusului chimic Ci4H19CUN7O4S si a compusului Ci3H;17CICUN,S Tn
concentratie de 75%. La tulpinile de S. aureus, activitatea hemolizinei s-a redus de
la 1,20+£0,036 pana la 0,36+0,04 si de la 1,20+0,036 pana la 0,39+0,04, iar la
tulpinile de E. coli de la 1,47+0,036 pana la 0,72+0,036, si de la 1,47+0,036 pana la
0,89+0,04. Atat compusii chimici, cat si cei biologici in concentratie de 25% practic
nu au influentat gradul de exprimare al hemolizinei.
La evaluarea actiunii compusilor chimici in combinatie cu compusii biologici,
o reducere mai mare a exprimarii hemolizinei s-a inregistrat la utilizarea combinatiei
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dintre compusul biologic MX si compusul chimic CisHi9CuN;O4S 1n toate
concentratiile. Aceastd combinatie de compusi a redus exprimarea enzimei
hemolizina pentru tulpinile de S. aureus de la 1,20+0,036 pana la 0,00+£0,00 — la
concentratia de 75%, de la 1,20+0,036 pana la 0,20+0,036 — la concentratia de 50%
side la 1,20+0,036 pana la 0,72+0,036 — la concentratia de 25%.

Tn cazul tulpinilor de E. coli, aceasti combinatie a compusilor a inhibat mai
putin gradul de exprimare a hemolizinei: 1,47+0,036 unitdti pentru martor si
0,22+0,071 unitati la actiunea compusilor in concentratie de 75%, 0,53+0,036 unitati
la concetnratia de 50% si 0,89+0,04 unitati la concentratia de 25%.

5. MODIFICARI INDUSE DE COMPUSII CHIMICI SI BIOLOGICI ASUPRA

UNOR PARAMETRI BIOCHIMICI Al MICROORGANISMELOR

5.1. Modificarea indicatorilor stresului oxidativ in culturile de
microorganisme sub influenta compusilor chimici si biologici

Nivelul de toxicitate al compusilor chimici si biologici aparte si in combinatii
a fost apreciat dupa cantitatea de dialdehida malonica in biomasa microorganismelor
testate. Rezultatele obtinute sunt prezentate Tn figura 16. La toate cele trei specii de
microorganisme luate Tn studiu s-a observat acelasi pattern al raspunsului la actiunea
agentilor testati: compusii naturali nu au modificat continutul de DAM, in timp ce
compusii chimici, atat separat, cat si in combinatie cu cei naturali, au produs o
crestere semnificativd a cantitdtii de DAM, in functie de compus si de specia

bacteriana.
A) B)
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Agentul antibacterian Agentul antibacterian

C) Ageata niactron
Figura 16. Influenta compusilor testati asupra cantititii de dialdehida
malonici in masa celulara de (A) P. aeruginosa ATCC 27853, (B) de E. coli
ATCC 25922 si (C) de S. aureus ATCC 25923

Nota. M — martor, 1 — mixoxantofila (MX), 2 — extract de spirulina (ES), 3 —
C14H19CUN704S:; 4 — C14H19CuN704S +ES; 5 - C14H19CuN704S +MX; 6 —
C10H14CUN405S2; 7 — C10H14CuN4OsS,+ES; 8 — C10H14CUN4Os5S2+MX; 9 —
C13H16Br2CuN4S; 10 — C13H16BroCuN4S +ES; 11- C13H16BroCuN4S +MX
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Astfel, in cazul tulpinilor de P. aeruginosa, compusii naturali (mixoxantofila
si extractul de spirulind ES, carora le corespund variantele experimentale 1 si 2) nu
au modificat nivelul de DAM 1in biomasa (Figura 16A). Cu toate ca valorile medii
obtinute pentru aceste variante experimentale sunt cu 13,8 si respectiv cu 17,3% mai
mici decat martorul, analiza statistica a aratat un nivel de semnificatie insuficient
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(p=0,054 si p=0,078 respectiv). Cei trei compusi chimici, aplicati aparte (variantele
experimentale 3, 6, 9), precum si in combinatie cu mixoxantofila (variantele 5, 8,
11) sau cu extractul de spirulind ES (variantele 4,7,10), au produs o marire
semnificativa a DAM (pentru toate cazurile p<0,001). Valorile DAM 1in probele
experimentale sunt destul de omogene si denota o crestere de 2,2 -2,5 ori fata de
umartor.

Tn cazul tulpinilor de E. coli, compusii naturali au produs o scadere a cantitatii de
DAM cu peste 20%, comparativ cu martorul. Pentru ambii compusi, diferenta este statistic
veridica (p=0,003 1n cazul mixoxantofilei si p=0,008 in cazul extractului ES). Compusii
chimici C14H19CUN7O4S si CioH14CUN4OsS,, atat aplicati separat, cat si in combinatie cu
MX si cu ES, au produs o dublare a cantitatii de DAM. Compusul Ci3H16BroCuN4S pare a
fi mai toxic, producand o crestere de trei ori a cantitatii de DAM, atat de unul singur, cat si
in combinatie cu extractul de spirulina ES.

Tulpinile de S. aureus au reactionat la compusii naturali dupa acelasi principiu
ca si cele de E. coli, doar ca efectul de diminuare a nivelului DAM in acest caz
lipseste. Valorile DAM la actiunea mixoxantofilei si a extractului de spirulina sunt
la nivelul lotului-martor. Pentru aceasta tulpina efectul toxic de asemenea a fost mai
pronuntat in cazul compusului C13H16BroCuN.S.

Conform rezultatelor obtinute, cresterea cantitdtii de DAM a fost mai mare in
cazul tulpinilor de S. aureus. Astfel compusii C14H19CUN7O4S si C10H14CuN4OsS;
au produs o crestere a cantitdtii de DAM de 2,5-2,7 ori fata de martor (comparativ
cu 1,9-2,0 ori la E. coli), iar compusul Cy13H16Br,CuN,S de 3,9-4,2 ori (comparativ
cu 3,0-3,21n cazul E. coli).

Rezultatele obtinute in cadrul testului efectuat cu referire la nivelul de
activitate a lactat dehidrogenazei (LDH) eliberate de cele trei specii bacteriene sunt
redate Tn figura 17.

(A) Paeruginosa ATCC 27853 (B) E.coli ATCC 25922
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Figura 17. Influenta compusilor testati asupra activitatii lactat dehidrogenazei
eliberate de (A) P. aeruginosa ATCC 27853, (B) de E. coli ATCC 25922 si (C)
de S. aureus ATCC 25923
Nota. M — martor, 1 — mixoxantofila (MX), 2 — extract de spirulina (ES), 3 —

C14H19CUN70O4S; 4 — C14H19CuN70O4S+ES; 5 — Ci4sH10CuN704S+MX; 6 —
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C10H14CUN4OsS2; 7 — C10H14CuN4OsS,+ES; 8 — C10H14CuN4Os5S+MX:; 9 —

C13H16Br2CuN4S; 10 — C13H16BroCuN4sS+ES; 11 — C13H16BroCuN4S +MX

In cazul martorilor, activitatea acestei enzime variaza de la 38 unititi/litru
pentru E.coli pana la 155 unitati/litru pentru S. aureus. Aceasta diferenta, observata
si pentru dialdehida malonicd, poate fi cauzatd atat de deosebirile naturale intre
aceste doud specii, cat si de sensibilitatea diferitd fata de DMSO, un agent de
solubilizare folosit pentru dizolvarea compusilor chimici utilizati in studiu.

Toate cele trei specii bacteriene testate au rdspuns diferit la actiunea
compusilor chimici, aplicati separat ori in combinatie cu cei naturali, dar, ca si in
cazul dialdehidei malonice, atat mixoxantofila, cat si extractul de spirulind ES nu au
modificat activitatea LDH eliberatd in lichidul cultural. Activitatea lactat
dehidrogenazei, eliberatd de catre tulpinile de P. aeruginosa sub influenta
compusilor chimici si a combinatiilor acestora cu mixoxantofila si ES, a fost
semnificativ mai mare comparativ cu martorul (de 1,21-1,39 ori, p<0,001).

Trebuie mentionat faptul cad in cazul celor trei compusi chimici aplicati in
combinatie cu ES se observa o diminuare a toxicitdtii, comparativ cu actiunea compusilor
aparte. Cu toate cd aceste diferente sunt mici, semnificatia lor statistica admite o atenuare
a efectelor deteriorante, observate la nivel de variante experimentale. Astfel, compusul
C14H19CUN7O4S a provocat o crestere a activitdtii LGH eliberatd de tulpinile de P.
aeruginosa cu 34,7%, n timp ce in varianta cu combinarea compusului chimic
C14H19CUN7O4S cu ES aceasta crestere a fost de 25,2% (p=0,0005). Acelasi fenomen s-
a atestat si in cazul compusului C1oH14CuN4OsS; care mareste cu 35,7% activitatea LDH
cliberate, iar in combinatic cu ES cresterea este de 21,0%. In cazul compusului
Ci13H16Br,CuN,S, efectul de diminuare a actiunii asupra LDH eliberate de tulpinile de P.
aeruginosa il are mixoxantofila (sciderea de la cresterea cu 41,0% la 35,0%). In ambele
cazuri, diferentele sunt statistic veridice. Trebuie mentionat faptul cd cantitatea de
compus chimic in variantele experimentale, unde acesta se foloseste de unul singur, este
de patru ori mai joasd comparativ cu variantele, in care se aplica in combinatie cu
compusii naturali. La nivelul actual de cercetare nu se pot trage concluzii despre rolul
individual al fiecarui component in manifestarea efectului antibacterian, cert fiind faptul
cd aceste interactiuni prezintd interes teoretic, dar si aplicativ.

Sub influenta compusilor chimici si naturali (cu exceptia extractelor utilizate
aparte), la tulpinile de E. coli cresterea activitatii LDH in mediul extracelular a fost
de 1,5-2,0 ori in raport cu varianta experimentala. Si la aceasta specie bacteriana,
extractele naturale ar parea sa aiba un efect de atenuare a efectelor compusilor
chimici aplicati aparte, in special in cazul compusului Ci3H16Br,CuN4S, unde un
sfert al efectului toxic manifestat de compus este anihilat in variantele cu
mixoxantofild si cu ES.

Tulpinile de S. aureus au reactionat dupa modelul tulpinilor de E. coli, atét la
actiunea agentilor antimicrobieni aplicati aparte, cat si in combinatiile
corespunzatoare. Astfel, cel mai pronuntat efect toxic l-a avut compusul
Ci13H16Br,CuN,S, atat aparte, cat si in combinatie, cu exceptia mixoxantofilei care a
amplificat efectul generat de compusul chimic. Conform rezultatelor obtinute, sub
influenta compusului chimic Ci;3H16BroCuN4S de unul singur activitatea LDH
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eliberate a crescut de 2,0 ori, iar la combinarea acestuia cu MX aceasta crestere a fost
de 2,2 ori, diferenta fiind statistic veridica (p=0,0007).

5.2. Modificarea capacitatii antioxidante a culturilor de microorganisme
sub influenta compusilor chimici si biologici noi

In cazul unui stres pronuntat, activitatea enzimelor antioxidante scade, ceea ce duce
la incapacitatea celulelor de a se proteja de actiunea nociva a radicalilor liberi, formati la
interactiunea cu xenobioticele toxice aplicate. In cazul culturilor bacteriene studiate, prima
linie de protectie antioxidanta este formatd de enzimele antioxidante primare. Acestea
anihileaza radicalul superoxid (superoxid dismutaza) si peroxidul de hidrogen, formate ca
produs al reactiei de dismutatie (catalaza si glutation peroxidaza).

Rezultatele testarii actiunii agentilor antimicrobieni asupra tulpinilor de P.
aeruginosa sunt reprezentate in figura 18. Mixoxantofila si extractul de spirulina ES
nu modifica semnificativ nivelul de activitate a SOD, nici a celei intracelulare, nici
a celei eliberate in mediul de crestere. In acelasi timp, in toate variantele
experimentale, activitatea SOD este diminuatd — in biomasa practic de 2 ori (cu 46,7-
54,9%), iar in lichidul cultural cu 59,2-78,8%.

Cel mai puternic reduc activitatea SOD intracelulare compusii sulfat de
C10H14CUN4OsS; si Ci3Hi6BroCuN4S. In lichidul cultural, activitatea SOD este
redusa identic de COIIlpU$ii C18H22CUN603S §I C10H14CUN40582. COTT]pUSUl chimic
Ci13H16Br,CuN4S se manifestd mai activ, comparativ cu primii doi. In activitatea
superoxid dismutazei nu au fost evidentiate diferente semnificative intre variantele
experimentale, Tn care compusii chimici au fost aplicati aparte, si cele unde au fost
combinati cu extractele de spirulina.
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Figura 18. Influenta compusilor testati asupra activitatii superoxid dismutazei

in (A) biomasa si (B) in lichidul cultural la bacteriile P. aeruginosa

Nota. M — martor, 1 — mixoxantofila (MX), 2 — extract de spirulina (ES), 3 — C1aH19CuN7O4S; 4
— Cu4H19CUN7O4S+ES; 5 — CusH19CuN70S+MX; 6 — CioH14CuN4OsSy; 7 —
C10H14CUN4OsS2+ES; 8 — CioH14CuN4Os5S:+MX:; 9 — CisHisBroCuNsS; 10 —
C13H16Br2CuNsS+ES; 11 — C13H16Br2CuNsS +MX

Tn cazul tulpinilor de E. coli, nivelul fiziologic de activitate a SOD este mai
jos, comparativ cu P. aeruginosa, dar efectele compusilor testati asupra acestui
parametru sunt foarte aseminitoare (Figura 19). In acelasi timp, sciderea activititii
SOD din punct de vedere valoric este si mai pronuntatd, in special in lichidul
cultural, unde compusul Ci3H16Br,CuN4S si combinatiile acestuia reduc practic la
zero activitatea enzimei. In biomasa, activitatea SOD s-a redus sub influenta
agentilor antibacterieni cu 53,8-79,9%, iar in lichidul cultural cu 56,8-97,7%.
Combinatiile compusilor chimici cu cei naturali par a fi mai eficiente in blocarea
activitatii SOD atat in interiorul celulelor, cét si a enzimei eliberate. Tindnd cont de
faptul ca concentratiile compusilor in combinatii este de 2-4 ori mai mici comparativ
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cu varianta utilizarii aparte, se poate presupune un efect sinergic al compusilor
combinati, care urmeaza a fi studiat in mod special.

(A) biomasa (B) lichidul cultural la E.coli
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Figura 19. Influenta compusilor testati asupra activitatii superoxid dismutazei
in (A) biomasa si (B) in lichidul cultural la E. coli
Nota. M — martor, 1 — mixoxantofila (MX), 2 — extract de spirulina (ES), 3 — C14H19CuN7O4S; 4
— C14H19CUN7O4S+ES; 5 — CusH19CuN704S+MX; 6 — Ci0H14CuN4OsS2; 7 —
C10H14CUN4OsS2+ES; 8 — CioH14CuN4Os5S:+MX; 9 — CisHisBroCuNgS; 10 —
C13H16BroCuN4S+ES; 11 — C13H16BroCuN4S +MX

Dupa nivelul fiziologic de activitate a SOD intra- si extracelulara, S. aureus
este mai aproape de P. aeruginosa (Figura 20). Reactia de raspuns la actiunea
agentilor antibacterieni de asemenea este foarte asemandtoare la aceste doua tulpini.
Si1n cazul S. aureus, activitatea SOD intracelulare se reduce in proportie mai mica,
comparativ cu SOD extracelulard. Astfel, activitatea SOD in biomasa in toate
variantele experimentale, cu exceptia celora in care s-au aplicat compusii naturali
aparte, a scazut cu 45-47%, iar n lichidul cultural cu 69,8-77,9%. Valorile obtinute
sunt foarte apropiate, diferentele nefiind semnificative. In cazul aphcaru
mixoxantofilei si a extractului de spirulina ES, activitatea superoxid dismutazei atat
in celule, cat si in spatiul extracelular, se pastreaza la nivelul probei martor.
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Figura 20. Influenta compusilor testati asupra activitatii superoxiddismutazei
in (A) biomasa si (B) Tn lichidul cultural la bacteriile S. aureus
Nota. M — martor, 1 — mixoxantofila (MX), 2 — extract de spirulina (ES), 3 — C1aH19CuN7O4S; 4
— Cu4H19CUN7O4S+ES; 5 — CusH19CuN7OS+MX; 6 — CioH14CuN4OsSy; 7 —
C10H14CUN4Os5S2+ES; 8 — CioH14CuN4Os5S:+MX:; 9 — CisHisBroCuNsS; 10 —
C13H16BroCuN4S+ES; 11 — C13H16BraCuNsS +MX

Inactivarea SOD este un efect nociv pentru organismele aerobe, acestea
devenind incapabile sd faca fatd chiar si proceselor fiziologice normale, care
soldeaza cu formarea superoxidradicalului, nemaivorbind de cele patologice,
generate de prezenta in mediu a substantelor toxice.

Peroxidul de oxigen este o moleculd reactivi cu efect nociv pronuntat, gratie
duratei de viatd relativ lungi, comparatlv cu alti radicali liberi. In celulele vii,
anihilarea acestei substante este in competenta mai multor enzime, prInCIpaIeIe
dintre care sunt catalaza si peroxidaza.

Activitatea catalazei la culturile bacteriene tratate cu agentii antibacterieni luati in
studiu sunt prezentate in figura 21. Ca si in cazul altor parametri evaluati mai sus, aplicarea
separatd a mixoxantofilei si a extractului de spirulind ES nu a modificat statistic veridic
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activitatea catalazei (CT) la cele trei culturi bacteriene de referintd. Compusii chimici
aplicati separat au diminuat foarte semnificativ activitatea CT, iar combinarea lor cu
mixoxantofila ori cu extractul de spirulind ES a anihilat partial, iar in unele cazuri integral,
acest efect. Tn cazul tulplnllor de P. aeruginosa, compusul chimic Cy4H;9CuN-O,S a redus
cu 34% activitatea CT, In combinatie cu ES cu 6,4% (p=0,0021), iar cu mixoxantofila cu
14,0% (p=0,0006). La tulpinile de E. coli, sub actiunea C14H19CUN;O,S, activitatea CT a
scazut cu 49%, in combinatie cu ES doar cu 9,8%, iar in combinatie cu MX ceva mai mult
—cu 34,2%. La tulpinile de S. aureus acest compus, de unul singur, a redus activitatea CT
cu 52,9%, in combinatie cu ES — cu 25,6 % si in combinare cu MX — cu 30,7%. Practic
aceiasi actiune asupra activitatit CT tulpinilor de referintd au manifestat si ceilalti do1
compusi chimici luati in studiu, fie aplicati aparte ori In combinatie cu cei doi compusi
biologici (MX si ES). Astfel, C10H14CuN4OsS; a redus activitatea CT la tulpinile de P.
aeruginosa cu 55,23%, la tulpinile de E. coli — cu 58,3%, iar la tulpinile de S. aureus — cu
67,17%. La aplicarea acestui compus n combinatie cu ES, reducerea activitatii CT a fost
la un nivel mai jos, Tn intervalul 10,6 -26,4%. Rezultate foarte apropiate de cele inregistrate
in combinatie cu ES au fost obtinute si in combinatie cu MX.
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Figura 21. Influenta compusilor testagi asupra activitatii catalazei la (A) P.

aeruginosa, (B) la E. coli si (C) la S. aureus
Nota. M — martor, 1 — mixoxantofila (MX), 2 — extract de spirulind (ES), 3 — C14H19CuN-QO4S; 4
— C14H19CuN704S+ES; 5 — Ci1aH19CuN704S+MX; 6 — Ci10H14CuN4OsSy; 7 —
C10H14CUN4OsS+ES; 8 — CioH14CuN4OsS+MX; 9 — Ci3HisBroCuNsS; 10 —
C13H16BroCuN4S+ES; 11 — C13H16Br2CuNsS+MX

Doar in cazul tulpinilor de P. aeruginosa, diferenta intre actiunea C1oH14CUN4OsS;
separat si in combinatie cu MX asupra activitatii CT a ramas mare — 35%.

Cea mai semnificativa reducere a activitatii CT (63,6-77,4%) a fost indusa de
compusul CysH16BroCuN,S. Tn cazul tulpinilor de P. aeruginosa, combinatia
Ci13H16Br,CuN,4S + ES a readus practic la normal activitatea CT, aceasta fiind doar
cu 7,72% mai joasd comparativ cu martorul. La combinarea acestui compus chimic
cu MX, cu toate ca concentratia acestuia era de 4 ori mai joasd decat la aplicarea de
unul singur, activitatea CT a scazut cu 70,2% fata de martor. Rezultatele inregistrate
pentru tulpinile de E.coli sunt foarte asemanatoare. Astfel, aplicat de unul singur,
compusul chimic a produs o scadere cu 63,6% a activitatii CT, in combinatie cu MX
— cu 51,8%, iar cu ES — doar cu 15,5%. Pentru tulpinile de S. aureus s-au obtinut

44



urmadtoarele rezultate: reducere cu 77,1% a activitatii CT in cazul compusului aplicat
de unul singur; cu 72,0% 1n combinatie cu MX si cu 25,7% 1n combinatie cu ES.

O alta enzima implicata in degradarea peroxidului de hidrogen este glutation
peroxidaza (GPX). Rezultatele testarii actiunii compusilor chimici si biologici luati
in studiu asupra activitatii GPX sunt prezentate in figura 22. Compusii naturali, ca
si in cazul CT, nu au modificat semnificativ activitatea GPX si doar in cazul ES, la
tulpinile de P. aeruginosa, a fost inregistrata o crestere statistic veridica cu 10,3%
(p=0,004) a activitatii acestei enzime. In rest, patternul de raspuns al bacteriilor
cercetate a fost foarte apropiat de cel observat pentru CT.

La tulpinile de P. aeruginosa, compusul Ci14H;9CuN;O,S a produs o reducere a
activitatii GPX cu 51,1%, iar in combinatie cu ES si cu MX, diferenta in nivelul de
activitate a enzimei comparativ cu martorul, a fost respectiv de 6,9% si de 10,8%.
Compusul CyoH14CuN4OsS; a redus activitatea GPX la tulpinile de P. aeruginosa cu
47,9%, iar in combinatii cu25,5% (ES) si 37,7 % (MX). Cel mai semnificativ, activitatea
GPX latulpinile de P. aeruginosa a fost redusa de compusul Ci3H16Br,CuN4S — cu 64%.
In cazul combinatiilor reducerea a fost mult mai modesta — 17,5-19,9%.

Activitatea GPX la tulpinile de E. coli a fost redusa de cei trei compusi chimici
aplicati aparte cu 52,6-64,7%, combinatiile generdnd reduceri mai mici, dar
semnificative — 14,1-28,1%.

(A) P. aeruginosa (B) E. coli
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Figura 22. Influenta compusilor testati asupra activititii glutation peroxidazei

la (A) P. aeruginosa, (B) la E. coli si (C) la S. aureus
Nota. M — martor, 1 — mixoxantofila (MX), 2 — extract de spirulina (ES), 3 — C14H19CuN7O4S; 4
— Cu4H19CUN7O4S+ES; 5 — CusH19CuN7OS+MX; 6 — CioH14CuN4OsSy; 7 —
C10H14CUN4Os5S2+ES; 8 — CioH14CuN4Os5S,+MX: 9 — CisHisBroCuNsS; 10 —
C13H16BroCuN4sS+ES; 11 — C13H16BroCuNsS+MX

Influenta compusilor testati asupra activitatiit GPX la tulpinile de S. aureus s-a
dovedit a fi similara celei semnalata la celelalte doud specii bacteriene. Astfel, compusul
C14H19CUN-QO4S, aplicat de unul singur, a produs o reducere a activitatii GPX cu 46,6%,
in combinatie cu ES — cu 10,2%, iar in combinatie cu MX — cu 20%. C1oH14CUN4OsS,,
aplicat aparte, a redus activitatea glutation peroxidazei cu 44,39%, iar in combinatie cu
ES si cu MX —cu 11,22 si cu 11,96% respectiv. Compusul Ci3H16BroCuN,S a produs cea
mai pronuntati reducere a activititii GPX — cu 68,43%. In cazul combindrii acestuia cu
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extractul de spirulind ES si cu mixoxantofila a fost observat un grad inalt de inhibare a
activitatit GPX — cu 42,54 si cu 39,7% respectiv.

Conform rezultatelor obtinure, activitatea acestor doud enzime antioxidante,
implicate in detoxifierea celulelor prin inlaturarea peroxidului de hidrogen, este puternic
afectata atat de compusii chimici aplicati aparte, cat si de combinatiile acestora cu
extractul de spirulind ES si cu mixoxantofila, obtinuta din aceeasi specie de cianobacterii.
La scaderea semnificativa a activitatii superoxid dismutazei intracelulare si a celei
eliberate in lichidul cultural, efectele agentilor antibacterieni studiati s-au soldat cu
blocarea primei linii de protectie antioxidantd a celulelor microbiene, ceea ce le face
vulnerabile actiunii factorilor protectori ai macroorganismului. Aceasta constatare poate
fi utila pentru un viitor agent terapeutic antimicrobian.

6. INFLUENTA COMPUSILOR BIOLOGIC ACTIVI ASUPRA
MARKERILOR STRESULUI OXIDATIV, SISTEMULUI ANTIOXIDANT
SI PATTERN-ULUI INFLAMATOR

Pentru a evalua influenta compusilor biologic activi, aparte si in combinatie, asupra
markerilor stresului oxidativ, sistemului antioxidant si pattern-ului inflamator au fost
efectuate testari in vitro conform procedeului descris de Rajcova S. si coaut., cu unele
modificari. Sinteza rezultatelor obtinute prin evaluarea comparativa a loturilor precum si
efectuarea testelor post-hoc permite de a concluziona ca substantele cercetate prezinta
anumite efecte asupra parametrilor fiziologici in vitro (Tabelul 3).

Compusul biologic ES a inregistrat efecte pozitive asupra tuturor parametrilor
studiati, micsorand, pe de o parte, valorile DAM, UM/L (p = 0,008), PPOA, uM/L
(p = 0,018) si ale sistemului proinflamator (IL-1, pg/ml (p = 0,02), IL-6, pg/ml (p
= 0,005)), si majorand, pe de alta parte, potentialul antioxidant (SOD, u/c (p =
0,003), CT, uM/L (p = 0,002), AAT cu ABTS, uM/L (p = 0,005), GST, nM/s.L (p
=0,024), GPO, nM/s.L (p = 0,004), GR, nM/s.L (p = 0,006)) si antiinflamator (IL-
10, pg/ml (p = 0,008)).

Compusul biologic MX a demonstrat efecte asemanatoare cu compusul ES: pe de o
parte, a redus valorile DAM, uM/L (p = 0,008), PPOA, uM/L (p = 0,012) si ale
sistemului proinflamator (IL-1pB, pg/ml (p = 0,015), IL-6, pg/ml (p = 0,008)), iar, pe de
altd parte, a crescut potentialul antioxidant (SOD, u/c (p = 0,009), CT, uM/L (p = 0,002),
AAT cu ABTS, uM/L (p =0,005), GST, nM/s.L (p = 0,014), GPO, nM/s.L (p = 0,004),
GR, nM/s.L (p =0,0006)) si cel antiinflamator (IL-10, pg/ml (p = 0,003)).

C10H14CuN4OsS; a prezentat efecte negative, determinand valori crescute pentru
DAM, uM/L (p = 0,008), precum si pentru componentele sistemului proinflamator IL-
1B, pg/ml (p = 0,010), TNF-a, pg/ml (p = 0,008), IL-6, pg/ml (p = 0,022). Totodata, acest
compus a favorizat sistemul antoxidant (SOD, u/c (p = 0,003), CT, uM/L (p = 0,024),
AAT cu ABTS, uM/L (p =0,017), GST, nM/s.L (p = 0,023), GPO, nM/s.L (p = 0,036),
GR, nM/s.L (p =0,007)) si cel antiinflamator (I1L-10, pg/ml (p = 0,020)).
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Tabelul 3. Heatmap pentru sinteza evaluirii comparative a parametrilor
cercetati cu lotul-martor pentru compusi aparte si in combintie

Loturile
Martor, DAM, 0, 008 0,008 0,016 0 008 o 490 0 011 0 008
UM/L 5 6
Martor,
PPOA. LML i 0,080 | 0,695 | 0,409 HoNezrd 0,073 KNk
Martor, SOD, 003 o 003 o 003 o 003 o 003
u/c 6 5

0
S
0
9

Martor, CT, 0,002 0024 7. oooz 0030 0007 oooz
UM/L 9 9

0,009 0,003

Martor, AAT
cU ABTS, 0.0059 0,005 0017 ,005 0,005 0,005 0,012 0,005
9 9 9 5 9

uM/L

'\r’]'f/lr/t:rl_ SSLNN 0024 0014 0023 0024 0014 0014 0014 0024

Martor, GPO, 0.0041 004 0036 0,007 0007 0,097 [oRai 0004

nM/s.L 0] 5 1

Martor, GR, 0.0064 006 0007 0,006 0006 0,006 0,006 0006

nM/s.L 6 4 4 4

“Sg/rrﬁi“ ITH | 50 0015 | 0010 0822 TN 0.020 0207 0,033

Martor, TNF- 0057 0008 1,000 | 0,354 0057 0,571 0206
0,7362

o, pg/ml 6

Martor, I1L-6, 0,008 008 0,022 022 0 104 O 029 O 0068 0,085 O 011
og/ml 0,0054 9

Martor, I1L-10, 0, 003 0, 020 O 003 O 003 0,008 0,003 O 003
0,0082

pg/ml 5 4 5 5 5
diferenta statistic semnificativa, valoarea din lotul-martor fiind
mai mica

diferenta statistic semnificativa, valoarea din lotul-martor fiind
mai mare

diferenta statistic nesemnificativa.

Nota: Bl — extract de S. platensis (ES); B2 — pigment carotenoidic mixoxantofila
(MX); C1 — compusul chimic CjoH14CuN4OsS,; C2 — compusul chimic
C14H19CUN;O4S, DAM — dialdehida malonica, PPOA — produsi proteici de
oxidare avansata,SOD — superoxid dismutaza, AAT — activitatea antioxidanta
totala, GST — glutadion S-transferaza, GPO — glutadion peroxidaza, GR —
glutation reductaza, IL — interleukina, TNF — factorul de necroza tumorala.

Compusul Ci4H19CuN;0O4S a exercitat efecte similare cu CioH14CuN4OsS,,
manifestate prin cresterea valorilor tuturor parametrilor cercetati, comparativ cu
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lotul-martor: PPOA, uM/L (p =0,027), SOD, u/c (p = 0,003), CT, uM/L (p = 0,030),
AAT cu ABTS, pM/L (p = 0,005), GST, nM/s.L (p = 0,014), GR, nM/s.L (p =
0,006), IL-1B, pg/ml (p=0,020), IL-6, pg/ml (p =0,005) si IL-10, pg/ml (p = 0,008).

Efecte pozitive, mai ales asupra sistemului antiinflamator si sistemului DAM
— PPOA, au fost exercitate de compusii biologici ES si MX, caracteristici optimale
inregistrand combinatia Ci14H19CUN;O4S + MX. Compusii biologici ES si MX,
datoritd caracteristicilor optimale privind efectele asupra sistemelor cercetate,
prezintd potential pentru a fi studiate ulterior.

CONCLUZII GENERALE

1. Solutionarea problemei stiintifice prin fundamentarea pe dovezi a actiunii
unor compusi chimici si biologici noi asupra microorganismelor izolate din
ulcere trofice infectate a permis formularea principiilor de elaborare a
preparatelor policomponente, eficiente Tn tratamentul ulcerului trofic infectat,
si elaborarea unor strategii alternative antiinfectioase in scopul evitarii
esecurilor terapeutice si a dezvoltarii rezistentei la antimicrobiene.

2. Rezultatele obtinute in prezentul studiu au demonstrat asocierea in ulcerul trofic
infectat a unei specii microbiene in 50,6% de cazuri, iar in 49,4% de cazuri a mai
multor specii, ceea ce poate explica agravarea sau intérzierea vindecarii ulcerului
trofic. Diversitatea microorganismelor asociate in ulcerul trofic a fost reprezentata
de Staphylococcus aureus (21,9%; 1T 95%21,7-22,1), urmati in ordinea
descresterii frecventei de Pseudomonas aeruginosa (15,2%; 1T 95%15,0-15,4), de
Klebsiella pneumoniae (13,3%; 1T 95% 13,1-13,5) si de speciile din genul
Enterococcus spp. (11,9%; 1T195% 11,7-12,1).

3. Profilurile de rezistenta la antimicrobiene ale izolatelor din ulcerele trofice
infectate denota o rezistenta marcatd la aceste preparate. Tulpinile de
Staphylococcus spp. au inregistrat rezistentd multipld la antimicrobiene in
68,4% de cazuri, inclusiv 43,7% de tulpini au dat dovada de rezistentad la
meticilina, 1ar 19,6% de rezistentd inductibilda la clindamicina.
Enterobacteriile au manifestat rezistenta vadita la aminopeniciline, peniciline
cu inhibitori de beta-lactamaze si cefalosporine. Tulpinile de P. aeruginosa si
de A. baumannii au prezentat rezistentd inalta la majoritatea preparatelor
utilizate n tratament.

4. Un numar semnificativ de tulpini de bacili gram-negativi s-au prezentat ca
producatori de B-lactamaze cu spectru extins, in special tulpinile de P.
aeruginosa - 40,6% (1T 95% 39,3-41,9), urmate de tulpinile de K. pneumoniae
cu 36,9% (IT 95% 35,7-38,1) si de E. coli cu 33,9% (IT 95% 32,7-35,1).
Producatori de p-lactamazele de tip AmpC s-au dovedit a fi tulpinile de A.
baumannii - 28,3% (IT 95% 27,0-29,6), de K. pneumoniae - 4,2% (IT 95%
3,47-4,93) si de P. aeruginosa - 4,2% (IT 95% 3,47-4,93). Tipurile de
carbapenemaze frecvent inregistrate au fost OXA-48 (2,6%; 1T 95% 2,5-2,7)
si NDM (0,3%; I 95% 0,26-0,34), iar la tulpinile de A. baumanii - OXA-23
(5,7%; IT 95% 4,8-6,6) si OXA-58 (3,8%; IT 95% 3,1-4,5).

5. Expresia fenotipica a factorilor de virulenta la agentii microbieni testati a fost
variabila, 1n functie de tulpinile de referinta. Majoritatea tulpinilor au
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exprimat toxine formatoare de pori, Tn special lipaza (74,2%), lecitinaza
(53,6%) si hemolizinele (57,7%), implicate atat in invazie, cat si in evitarea
raspunsului imun al gazdei. Lizozimul a fost inactivat de 93,3% dintre tulpini,
majoritatea (47,2%) prezentand grad mediu de exprimare a activitagii
antilizozim. Activitate anticomplementara au demonstrat 95,2% dintre
tulpinile testate. Capacitatea de formare a biofilmelor a fost observata la
73,2% dintre tulpinile izolate din ulcere trofice. Toti factorii de patogenitate
determinati au fost inregistrati intr-o ratda mai mare la tulpinile izolate din
infectii polimicrobiene si cu rezistentd multipla la preparatele antimicrobiene.
. Studiul activitatii antimicrobiene a unor entitati chimice, care au in calitate de
precursor de sintezd azotatul de cupru (II), a evidentiat o actiune
antimicrobiana inalta asupra microorganismelor gram-pozitive luate Tn studiu.
Activitate mai exprimata au demonstrat compusii din clasa
tiosemicarbazonatilor metalelor de tranzitie, iar asupra bacililor gram-negativi
- compusii sintetizati pe baza clorurii de cupru. Compusii biologici au
manifestat o activitate antimicrobiana mai naltd asupra bacteriilor gram-
pozitive, in special compusul MX1, urmat in ordinea descresterii actiunii de
compusii MX2 si ES. Determinarea toxicitatii acute a compusilor chimici noi
fata de dafnii au demonstrat ca, atat ligandul (CL50 5,53+0,90), cat si
compusii coordinativi ai cuprului (Cu L Br — CL50 4,4+0,96; Cu L Cl — CL50
3,5+0,91) denota o toxicitate mai redusd In comparatie cu preparatul
medicamentos clorhidratul de doxorubicina (CL50 3,27+0,30).

. Compusii chimici si biologici luati in studiu au manifestat actiune sinergica
in 87,2% de cazuri, actiuni aditive in 6,8% si indiferente in 6,0%. Efectele
aditive si indiferente au fost observate mai ales Tmpotriva bacililor gram-
negativi si micetelor levuriforme. Actiuni antagoniste nu au fost inregistrate
la combinarea compusilor chimici si biologici luati in studiu. In combinatii,
CMI pentru compusii chimici si biologici s-a redus de la patru pana la 32 de
ori in comparatie cu CMI a compusilor aparte.

. Lautilizarea aparte a compusilor chimici si biologici in concentratie de 0,25CMI nu
a fost inregistratd reducerea numarului de celule microbiene, iar la combinarea
acestor compusi, microorganismele au fost omorate timp de 8-24 de ore. Cel mai
scurt timp de distrugere a celulelor microbiene (8-20 ore) a fost nregistrat la
combinarea compusilor chimici cu compusul biologic MX1.

. Prezentul studiu a demonstrat ca unii factori de patogenitate a
microorganismelor precum activitatea anticomplementara, antilizozim,
lecitinazica, hemolitica si capacitatea de formare a biofilmelor microbiene au
fost diminuati mai puternic la utilizarea compusilor chimici si biologici in
concentratii de 75% atat aparte, cat si in combinatie. O inhibitie mai
semnificativd a factorilor de patogenitate a fost evidentiatd la combinarea
compusului biologic MX1 cu compusii chimici.

10.Extractele de spirulina nu au exercitat efect toxic direct asupra tulpinilor de

referintd, spre deosebire de compusii chimici care, in concentratii minime
inhibitoare, au produs efecte toxice pronuntate asupra tulpinilor de referinta.
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Actiunea combinatd a compusilor asupra parametrilor investigati este mai
eficientd, deoarece in acest caz concentratia minim invaziva a compusilor este
de 2-4 ori mai mica comparativ cu cea a compusilor folositi aparte. Compusii
chimici si cei naturali actioneaza sinergic, prin mecanisme neevidentiate in
cadrul prezentului studiu, dar care le ofera perspective mari in calitate de
agenti antimicrobieni, cu grad redus de toxicitate si potential scazut de
formare a rezistentei.

11.In contextul influentei compusilor biologic activi asupra parametrilor

fiziologici in vitro, efecte pozitive s-au inregistrat asupra tuturor parametrilor
studiati, manifestate prin micsorareca valorii indicilor stresului oxidativ,
sistemulut  proinflamator i majorarea potentialului antioxidant si
antiinflamator. Compusii chimici au prezentat efecte negative, Inregistrand
valori crescute pentru indicii stresului oxidativ i componentele sistemului
proinflamator, favorizand sistemele antoxidant si antiinflamator. La actiunea
combinatd a compusilor luati in studiu s-au atestat efecte pozitive, in special
asupra sistemului antiinflamator si a indicilor stresului oxidativ.
RECOMANDARI PRACTICE
Se propun procedee de evidentiere a expresiei factorilor de patogenitate a
microorganismelor in timp util, ceea ce permite elaborarea unor recomandari
practice 1n indicarea tratamentelor antimicrobiene tintite care vor contribui
la reducerea rezistentei la antimicrobiene.
Se recomandd compusi biologic activi cu activitate antimicrobiana
pronuntata in calitate de substante cu efecte antibacteriene fatd de tulpinile
asociate ulcerului trofic infectat si se propune continuarea cercetarilor
clinice privind elaborarea produselor antimicrobiene combinate de sinteza si
naturiste.
Metodele aplicate si rezultatele obtinute in prezentul studiu pot fi utilizate in
procesul de instruire universitara si postuniversitard la disciplinele
microbiologie clinica si laboratorul microbiologic.

Sugestii privind cercetari de perspectiva

1.

Rezultatele obtinute in prezentul studiul necesita confirmare in cercetarile in
VIVO prin initierea testarilor preclinice a actiunii antimicrobiene a compusilor
biologic activi.
Sunt necesare cercetari orientate spre evidentierea mecanismelor de actiune a
compusilor biologic activi cu activitate antimicrobiand pronuntata asupra
microorganismelor asociate ulcerelor trofice. 5
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ADNOTARE
BALAN Greta
COMPUSI NOI CU ACTIUNE ASUPRA MICROORGANISMELOR IZOLATE
DIN ULCERE TROFICE
Teza de doctor habilitat in stiinte medicale, Chisinau, 2022
Structura: Introducere, reviul literaturii, materiale si metode de cercetare, patru capitole
explorative, concluzii generale si recomandari, bibliografia din 350 de titluri, 15 anexe, 191
pagini de text de baza, 47 de figuri s1 40 de tabele. Rezultatele obtinute sunt publicate in 77
de lucrari stiintifice.
Cuvinte CT]Gie: ulcer trofic, factori de patogenitate, compusi noi, activitate antimicrobiana.
Domeniul de studiu: Microbiologie, Virusologie medicala
Scopul: Evaluarea activitatii antimicrobiene a unor compusi noi in vederea formularii
principiilor de elaborare a preparatelor policomponente eficiente in tratamentul ulcerului
trofic infectat.
Obiectivele lucrarii: Determinarea spectrului etiologic al microorganismelor izolate din
ulcere trofice infectate; elucidarea tenotipurilor de rezistenta la antimicrobiene si a
factorilor de patogenitate ai tulpinilor de microorganisme izolate din ulcere trofice; studiul
calitativ si cantitativ al activitatii antimicrobiene a unor entitagi chimicie si biologice noi
fatd de tulpinile microbiene de referinta si clinice; studierea actiunii sinergice a compusilor
monocomponenti si a posibilitatilor de obtinere a compusilor policomponenti cu actiune
antimicrobiand; determinarea influentei compusilor noi monocomponenti si in combinatie
asupra expresiei unor factori de patogenitate a microorganismelor; evaluarea modificarilor
unor parametri biochimici ai culturilor bacteriene sub influenta substantelor
monocomponente si in combinatie; influenta compusilor biologic activi asupra markerilor
stresului oxidativ, sistemului antioxidant si pattern-ului inflamator pentru obtinerea
potentialelor preparate medicamentoase, eficiente in tratamentul ulcerului trofic infectat.
Noutatea si originalitatea stiintifica: In premiera, pe baza unui studiu complex, a fost
evaluata actiunea antimicrobiand, antioxidanta si imunomodulatoare a unor compusi noi,
determinat spectrul microorganismelor implicate in ulcere trofice infectate si stabilita
actiunea compusilor noi asupra factorilor de patogenitate ai agentilor microbieni.
Problema stiintifici solutionatia: fundamentarea stiintifica a actiunii unor compusi
chimici si biologici noi asupra microorganismelor izolate din ulcere trofice infectate.
Aceasta contribuie la formularea principiilor de dezvoltare a preparatelor policomponente
eficiente in tratamentul ulcerului trofic infectat si la elaborarea unor strategii antiinfectioase
alternative, in scopul evitdrii esecurilor terapeutice si dezvoltdrn rezistentei la
antimicrobiene.
Semnificatia teoretica si valoarea aplicativa a studiului: Rezultatele prezentei cercetari
completeaza studiile anterioare despre efectul compusilor chimici s1 biologici asupra
tulpinilor de referintd si a tulpinilor clinice, izolate din ulcerele trofice, despre actiunea
sinergica a acestor compusi si despre combinatiile de compusi care potentiaza efectul
antimicrobian. Totodata au fost acumulate date despre influenta compusilor noi asupra
expresiei factorilor enzimatici de patogenitate i a factorilor de persistentd ai
microorganismelor. Datele obtinute pot fi utilizate ca dovezi la elaborarea unor strategii
antiinfectioase alternative si la obtinerea altor compusi policomponenti, generand astfel nu
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doar o utilizare empirica ci si una bazatd pe dovezi stiintifice privind proprietatile lor
terapeutice. Rezultatele obtinute au permis evidentierea efectului imunomodulator al
compusilor chimici si biologici noi aparte si in combinatie, prin determinarea actiunii lor
asupra producerii spontane a indicilor biochimici si imunochimici. Rezultatele privind
patternurile de rezistenta la antibiotice vor servi drept argument pentru reactualizarea listei
de antimicrobiene si procurarea argumentatd a acestora, pentru elaborarea masurilor
coerente de control. o _
Implementarea rezultatelor stiintifice: Rezultatele studiului au fost implementate in
actrvitatea laboratoarelor microbiologice, a medicilor din cadrul Centrelor de Sanatate, a
sectitlor de chirurgie, in procesul didactic la Disciplina de microbiologie si imunologie,
Departamentul Medicind Preventiva, USMF , Nicolae Testemitanu™.

SUMMARY
BALAN Greta
THE NEW COMPOUNDS ACTING ON MICROORGANISMS ISOLATED
FROM TROPHIC ULCERS
The Habilitation Thesis in Medical Sciences, Chisinau, 2022
Structure: This research paper includes introduction, literature review, research materials and
methods, 4 investigative chapters, general conclusions and recommendations, a bibliography
list of 350 references, 15 annexes, 191 pages of basic text, 47 figures, and 40 tables. The
obtained results have been published in 77 scientific papers.
Keywords: trophic ulcer, pathogenic factors, new compounds, antimicrobial activity.
Field of study: Microbiology and Medical Virology.
The purpose of the research: To assess the antimicrobial activity of new compounds in order
to develop the principles for obtaining multicomponent drug products effective in the
treatment of infected trophic ulcers.
The research objectives: To determine the etiological spectrum of microorganisms isolated
from infected trophic ulcers; to highlight the antimicrobial resistance phenotypes and the
pathogenicity factors of microbial strains isolated from trophic ulcers; to perform a qualitative
and quantitative study of the new chemical and biological antimicrobial entities compared to
the reference and clinical microbial strains; to study the synergistic action of single-component
substances and the possibility to obtain multicomponent antimicrobial compounds; to
determine the effects of new single-component compounds and their combination on the
manifestations of microbial pathogenicity factors; to assess the biochemical changes of
bacterial cultures under the action of single-component and combined substances; to study the
!mﬁ)act of biologically active compounds on oxidative stress markers, antioxidant system and
inflammatory patterns for the development of potential drugs.
Scientific novelty and originality of the research: We report for the first time a
comprehensive study assessing the antimicrobial, antioxidant and immunomodulatory activity
of new compounds, as well as determining the microbial spectrum associated with the infected
trophic ulcers and activity of new compounds on microbial pathogenicity factors.
The scientific problem solved: The present research scientifically validated the activity of
new chemical and biological compounds on microorganisms isolated from infected trophic
ulcers. It contributes to developing the principles for the improvement of effective
multicomponent drug products in the treatment of infected trophic ulcers and for development
of alternative anti-infective strategies to prevent therapeutic failures and the emergence of
antimicrobial resistance.
Theoretical significance and applicative value of the study: The research findings
complement the previous studies on the effect of chemical and biological compounds on the
reference and clinical strains isolated from trophic ulcers, as well as on the synergistic action
of these compounds by identifying combinations of compounds that might enhance the
antimicrobial effect. At the same time, new data were collected regarding the influence of new
compounds on the manifestations of enzymatic pathogenicity and microbial persistence
factors. The obtained evidence-based data can be used to develop alternative, anti-infective
strategies and other multicomponent drug compounds, thus providing both an em|i)irical
approach and scientific evidence of their therapeutic properties. The obtained results allowed
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highlighting the immunomodulatory effects of single and combined chemical and biological
compounds by determining their action on the spontaneous production of biochemical and
immunochemical indices. The study results regarding the antibiotic resistance patterns will
enable updating of the list of antimicrobials and organizing their justified procurement, as well
as developing rational control measures.

Implementation of scientific results. The results of the study were introduced within the
microbiological laboratories, the medical practice of the Health Centers, at surgery
departments, in teaching the Discipline of Microbiology and Immunology at the Department
of Preventive Medicine of "Nicolae Testemitanu" SUMPh.

AHHOTAIUA
B2JIAH I'pera

HOBBIE COEAMHEHUSA C BOSAEUCTBUEM HA MUKPOOPI"AHU3MbI
N30JIMPOBAHHBIE U3 TPOOUYECKUX SA3B
Juccepranusi JI0KTOPa Xa0WIMTAT MEIUIIMHCKUX HAYK, Kuimnes, 2022 r.
Crpykrypa: Beenenvie, 0030p JHTepaTypbl, MaTepuaibl U METONbI HCClenoBaHus, 4
O3HAKOMUTEJIbHBIX TJIaB, OOIIME BBIBOABI W pekoMeHmaimu, Ooubmiorpadus u3 350
HaMMEHOBaHMH, 15 mpuoxennii, 191 ctpanuin 0CHOBHOTO TeKCTa, 47 prucyHKOB, 40 TalmwiI.
[omyyeHHbIe pe3ybTaThl OMyOIMKOBAHBI B 77 HAYYHBIX CTATHSIX.
KimoueBble ciioBa: Tpoduueckas $513Ba, MaroreHHbIE (PAKTOPbI, HOBBIE COCMHEHU,
AHTUMUKPOOHOE JICHCTBUE.
Cnenmammsanmsi: MUKpoOHOJIOTHSL, MEIUIIMHCKAsT BUPYCOJIOTHSI.
[enb: orieHKa aHTUMUKPOOHOM aKTUBHOCTU HOBBIX COGIMHEHHH C IIENIBIO (POPMYITUPOBKH
MPUHIIMIIOB Pa3paOdO0TKX MOJIMKOMIIOHEHTHBIX MpenaparoB, (QGEKTUBHBIX MPU JICYCHUU
UH(UIMPOBAHHBIX TPOUUECKHX SI3B.
3agaun  padorbl: OrnpeneneHue STHUOJIOTMYECKOTO  CHEKTpa  MHUKPOOPTaHM3MOB,
BBIJICTICHHBIX W3 MH(QUUMPOBAHHBIX TPOPHUYECKUX $I3B; BBUIIBICHUE (DEHOTUIIOB
YCTOMYHUBOCTU K MPOTMBOMHUKPOOHBIM TIperiapataM u (haKTopoB MATOreHHOCTH IIITaMMOB
MHKPOOPTaHW3MOB, BBIICIICHHBIX M3 TPOPUIECKUX SI3B; KAYECTBEHHOE M KOJIMYECTBEHHOE
W3yYCHNE aHTUMUKPOOHOM aKTHBHOCTH HOBBIX XUMUYECKHX M OMOJIOTUUECKIX COSTUHEHUI
M0 OTHOIICHWIO K OJTaJOHHBIM W KIMHUYECKMM IIITaMMaM MHKPOOOB; HW3yYeHHUE
CHHEPreTHIECKOro JCHCTBUS OJJHOKOMITOHCHTHBIX BEIIIECTB M BO3MOYKHOCTH TTOJTYUCHUS
TIOJIMKOMITOHEHTHBIX COCTMHEHNI C aHTHMHUKPOOHBIM JICHCTBUEM; OIPE/ICTICHHAE BITHSHUSI
HOBBIX OJIHOKOMIIOHEHTHBIX COCIMHEHUHA M WX KOMOHMHAIMM Ha TMPOSBICHHE (HaKTOPOB
TIATOreHHOCTH MHKPOOPTaHM3MOB; OIICHKA WM3MCHCHHS OWMOXMMHYECKUX TTOKA3aTeIIeH
OaKTepHATHHBIX KyJIBTYP MO/ BIUSHACM OTHOKOMITOHEHTHBIX BEIIIECTB M MIX KOMOWHAITHI,
W3YYCHUE BIMSHUS OMOJIOTMYECKH aKTUBHBIX COSITMHEHWM HA MapKepbl OKHCIUTEIHHOTO
CTpecca, aHTUOKCHIAHTHYIO CHCTEMY.
Hayynasi HOBM3HA W OpPMIMHAJIBHOCTBH. DBriepBble, Ha OCHOBE KOMIUIEKCHOTO
WCCJIEIOBAHM, OBLIO OLIEHEHO AHTUMHUKPOOHOE, AHTHOKCHUIAHTHOE u
MMMYHOMOJTYJIUPYIOIIEE ~ JCWCTBUE  HOBBIX  COCIMHEHWI,  OINpPEHEIECH  CHEKTP
MHKPOOPTaHW3MOB, BOBJICUCHHBIX B 3THONATOreHE3 MH(PUITMPOBAHHBIX TPO(MHUYECKHX SI3B, U
JICHUCTBHE HOBBIX COSIMHEHHI Ha (hPaKTOPhl MUKPOOHOM MaTOr€HHOCTH.
Pemennasi HayuyHasi 3aaa4a: HayuHoe o0OCHOBaHME JIGMCTBUSI HOBBIX XMMHYECKUX U
OMOJIOTMUECKUX COSTMHEHWN Ha MHKPOOPTaHW3MBI, BBIACICHHBIX M3 WH(UIIMPOBAHHBIX
TpOo(hMUECKNX $3B. IJTO CHOCOOCTBYET (HOPMYJIMPOBAHUIO TIPUHIUIIOB Pa3pabOTKU
(pPEKTUBHBIX TOJIMKOMIIOHEHTHBIX ~TIpENaparoB JUisl  Jie4eHUsT HH(PUIIMPOBAHHBIX
TpopUIECKUX SI3B U BBIPAOOTKE AIBTEPHATUBHBIX MPOTUBOMH(EKIIMOHHBIX CTpaTerui,
TO3BOJISTIOIINX  M30€KaTh TEPANeBTHYECKUX HEyJTad W Pa3BUTHSI YCTOMYIMBOCTH K
MPOTUBOMUKPOOHBIM IpernapaTam.
Teoperuueckasi 3HAYUMOCTb M NMPHUKJIATHAS IIEHHOCTh MCCJIETOBAHUSI: PE3YIIHTATHI
WCCIIC/IOBAHKS  JIOTIOJIHSIOT ~TIPEIBIIYIIE UCCICOBAHKS BIMSHUAS XUMHYCCKUX W
OMOJIOTMIECKUX COSAMHEHHI Ha ATAJIOHHBIC IITAMMBI, KITMHIYECKHE IIITaMMBbI, BbIZICTICHHBIC
13 TPO(MUYECKHX $5I3B, U CUHEPTETUUECKOE JCHCTBUE 3THX COSAMHEHHM ITyTEM BBISBICHUS
KOMOWHAITMN  COCNMUHEHWM, KOTOpbIE YCWIMBAIM  TPOTHUBOMHUKPOOHBIA  A(deKT.
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OMHOBPEMEHHO HAKAIUIMBAIMCh HOBBIE JIAHHBIE O BIMSIHUM HOBBIX COCIMHEHW Ha
AKCTIpecCcui0  (hepMEHTATUBHBIX (DAKTOPOB TMMATOTEHHOCTH M (PAKTOpOB IMEPCUCTEHIIMM
MUKpOOpranm3mMoB. [lomydyeHHble JaHHbIE MOTYT OBITh HCIOJIB30BaHBl B Ka4eCTBE
JIOKA3aTeIIbCTBA [T MOYYEHHsI ajIbTePHATUBHBIX MPOTUBOMH(EKIIMOHHBIX CTpaTerui U
JPYTUX TIOJMKOMITOHEHTHBIX COCIMHEHH, TaKMM 00pa3oM oOecTieurBasi MX HE TOJBKO
AMITMPUYECKOE UCIIONB30BaHUE, HO M OCHOBAaHHOE Ha HAy4YHBIX JIAHHBIX 00 UX
TEparieBTUUECKUX ~ CBOMCTBaX. lloiydeHHblE pe3ynbTaThl  IMO3BOJIIM  BBIICIUTH
MMMYHOMOJTYJIUPYIOIIIEe JCHCTBHEC XUMHUYCCKUX M OHOJOTMYECKHX COCIUHEHHH 10
OTZIEJIBHOCTH ¥ B KOMOWHAIIMH, OMPEICIUB JACHCTBUE 3THX COCAUHEHUM HAa CIIOHTAHHYIO
BbIPAOOTKY ~OMOXMMHUYECKMX W HWMMYHOXMMHYECKMX TOKazaresied. Pe3ynbrarsi,
KacaroIecs aTTePHOB YCTOMYHMBOCTH K aHTHOMOTHKAM, TIOCITY>KaT JIOKA3aTeJIbCTBOM JIISt
OOHOBJICHHSI CIHCKA MPOTUBOMUKPOOHBIX TIPETIAPATOB W OPraHM3aIi UX 00OCHOBAHHOM
3aKYIIKH, Pa3pab0TKH MOCIIEI0BATEILHBIX MEp KOHTPOJIS.

BHenpeHue HayyHbIX pe3yJbTaToB. PesynbTarhl ucclieioBaHus ObLUIM BHENIPEHHI B
JEATEILHOCTh  MHUKPOOMOJIOTHYECKUX  J1ab0paToprid, Bpavyell MEIWIIMHCKUX IICHTPOB,
XUPYPrUdecKuX OTJEIEeHUH, B y4eOHbIN mporiecc No Jlucimrmze MukpoOHonorus u
umMmyHoJiorust  Jlermapramenta npodmiakrudeckod mMeauiHbl, KI'YMud «Hukomae
Tecremuriany».
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