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REPERELE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

Actualitatea temei si importanta problemei abordate

Fungii devin din ce 1n ce mai frecvent implicati in micoze umane si mai rezistenti la
tratamente Tn timp ce existd doar patru clase de antifungice disponibile si doar cateva
preparate in curs de dezvoltare. In 2022, Organizatia Mondiald a Sanititii (OMS)in
premierd a publicat lista de agenti fungici patogeni prioritari (eng.: WHO fungal priority
pathogens list - WHO FPPL) ce include 19 specii, care reprezinta amenintare majora pentru
sanatatea publica. Conform acestei liste si in functie de impactul lor asupra sanatatii publice,
riscul evolutiei rezistentei la preparatele antifungice si existenta metodelor de diagnostic in
timp util, agentii fungici se impart in trei categorii: critici, cu prioritate mare si medie. Dintre
agentii fungici prioritari, patru au fost clasati pe primul loc ca fiind ,,critici” i anume: A.
fumigatus, C. albicans, C. neoformans, C. auris [5, 11, 12].

Fungii patogeni cauzeaza peste un miliard de infectii umane, fiind responsabili de mai
mult de 1,6 milioane de decese anual, iar povara globala a acestot boli este enorma. Aceste
date sunt alarmante, avand in vedere insuficienta dovezilor stiintifice publicate ce tin de
biologia agentilor patogeni fungici si de impactul infectiilor fungice invazive asupra
sanatatii publice [7, 14].

Provocarile actuale ce tin de strategiile farmaceutice conventionale rezulta din
conexiunea dintre limitarile legate de tratamentul si statutul clinic al pacientului, si includ:
nespecificitatea, neselectivitatea medicamentului utilizat, administrarea necorespunzatoare
a tratamentului si aparitia efectelor farmacologice secundare [6, 12, 13].

Descrierea situatiei in domeniul de cercetare si identificarea problemelor de
cercetare

OMS declara ca in pofida ingrijorarii la nivel global fata de tendinta de crestere a
prevalentei infectiilor fungice, acestea sunt subestimate. Din cauza atentiei si resurselor
minime acordate, se atesta insuficienta dovezilor privind distributia fungilor patogeni si a
profilurilor de rezistentd la antifungice. Ca urmare, povara reald a acestor infectii si a
rezistentei antifungice este necunoscutd, iar masurile de prevenire si de control sunt
insuficient dezvoltate. Astfel, reflectand asupra celor mai recente studii stiintifice se poate
afirma ca regnul fungilor este mai putin studiat si comunitatea stiintifica a neglijat fungii
patogeni, spre deosebire de bacterii si de virusuri. Conform informatiilor din literatura de
specialitate, pana in prezent au fost descrise 150 mii specii de fungi, dar se estimeaza
existenta inca a catorva milioane care urmeaza sa fie identificate si descrise [5, 10].

Unul din motivele subestimdrii agentilor patogeni fungici rezidd in natura lor
oportunista si in recunoasterea lor ca agenti patogeni doar in ultimele decenii, In urma
schimbarilor in epidemiologia si in patogenia maladiilor infectioase. Aceste modificari
includ cresterea dramaticda a numarului de pacienti imunocompromisi ca urmare a mutatiilor
ce afecteaza functia imuna a gazdei (de exemplu, chimioterapia cancerului sau efectul
terapiei imunosupresoare care impiedica rejetul alogrefei) sau dezvoltarea bolilor care
compromit functia sistemului imun (de exemplu, HIV/SIDA, infectia tuberculoasa). Unele
studii prezintd dovezi ale implicarii agentilor fungici in dezvoltarea infectiilor secundare la
persoane cu forma severa de COVID-19 [12].

Cercetarile in domeniu au demonstrat cd diversitatea mecanismelor moleculare
contribuie la evolutia patogenitatii fungice, iar diferentele genetice specifice permit
distingerea agentilor patogeni de cei nepatogeni [4, 10, 11].

5



Studiile relevante referitor la patogenitatea fungica au demonstrat ca interactiunea
dintre agentii patogeni, gazdele umane si mediu este un proces complex si multifactorial.
Diferentele dintre elementele genetice asociate cu trasaturile ecologice relevante sunt
considerate esentiale in dezvoltarea acestor infectii. In ultima perioads, tot mai multi
cercetdtori isi orienteaza eforturile asupra studierii caracteristicilor factorilor de patogenitate
ai fungilor si implicarii acestora in aparitia infectiilor fungice umane [15, 16].

Specialistii din practica medicala sunt alarmati de esecurile terapeutice in cazul
infectiilor fungice invazive cauzate de agenti rezistenti, in special de comunititile
microbiene organizate in biofilme [8, 9].

Intersul modest al stiintei nationale pentru infectiile fungice, comparativ cu cercetarile
la nivel global, dorinta evaluarii speciilor implicate, a rezistentei la antifungice, a activitatii
antimicrobiene si a unor noi formule farmaceutice pe baza de substante naturale, combinate
cu cele de origine sintetica, au impulsionat aceasta cercetare [2, 3, 17].

Scopul cercetarii: evaluarea activitatii antifungice a unor noi compusi in vederea
argumentdrii principiilor de elaborare a medicamentelor policomponente eficiente in terapia
infectiilor fungice.

Obiectivele cercetarii:
izolate din biosubstraturi;

2. Evidentierea fenotipica a expresiei factorilor de patogenitate ai tulpinilor clinice de
Candida spp;

3. Cercetarea potentialului antifungic al noilor compusi chimici, biologici, a
nanoparticulelor de Ag generate din derivati celulozici asupra tulpinilor de referinta si
clinice;

4. Analiza activitatii sinergice si caracterizarea efectelor antifungice ale compusilor
monocomponenti si policomponenti;

5. Evaluarea actiunii compusilor testati fatd de exprimarea factorilor de patogenitate ai
Candida spp;

6. Studierea influentei compusilor biologic activi asupra unor parametri biochimici si a
pattern-ului inflamator (imunochimici).

Ipoteza de cercetare. In prezenta lucrare ipoteza de cercetare a fundamentat directia
cecetdrii si a permis determinarea esentei fenomenelor studiate, elucidarea relatiilor cauza-
efect, confirmate ulterior experimental.

In baza analizei comprehensive a literaturii de specialitate si a evaluirii obiectivelor
de cercetare, au fost formulate ipoteze de lucru:

Ipoteza 1. Necesitatea stringenta in proiectarea de structuri moleculare cu proprietati
antifungice, care ar putea servi ca compusi biologic activi pentru obtinerea unor noi
medicamente policomponente, eficiente in tratamentul infectiilor fungice. Pentru realizarea
acestui deziderat o atentie deosebitd trebuie acordatd sintezei de noi compusi chimici si
biologic activi cu evaluarea activitatii lor antifungice, in scopul extinderii arsenalului de
preparate antifungice.

Ipoteza 2. Mecanismele implicate in dezvoltarea patogenitatii fungilor constituie un
domeniu de interes stiintific In dezvoltarea de solutii terapeutice antifungice. Agentii fungici
dispun de factori de patogenitate responsabili de patogenitatea infectiilor fungice, de
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consecintele nefavorabile si de deficientele in tratamentul acestora. Astfel, majoritatea
antifungicelor disponibile la moment nu sunt axate pe inhibitia factorilor de patogenitate,
cum ar fi formarea biofilmelor, enzimelor extracelulare s.a. Pentru depasirea acestor
neajunsuri sunt necesare studii privind dezvoltarea de noi medicamente si de strategii in
directia diminuadrii factorilor de patogenitate ai agentilor fungici.

Ipoteza 3. In prezent accentul se pune pe elaborarea de antifungice noi, pe baza de
nanoparticule de argint (AgNP) si de materie primd locald cu actiune antifungica, prin
metode ecologice, cost-eficiente. Biosinteza AgNP, caracterizarea, testarea potentialului
antifungic reprezintd o directie de perspectivd ce meritd concentrarea eforturilor
cercetatorilor. Astfel, dezvoltarea de platforme nanostructurate si evaluarea activitatii
asupra agentilor fungici poate sta la baza obtinerii unor noi medicamente eficiente in terapia
infectiilor fungice.

Metodologia cercetarii stiintifice

Proiectarea cercetdrii a fost efectuatd in baza directiilor trasate de obiectivele
previzute pentru realizarea scopului prestabilit. In vederea cercetarii produselor
inovationale cu actiune antifungicd asupra unor agenti cauzali ai micozelor umane s-a
planificat un studiu analitic, care prevede cateva etape, ce difera prin metodologia aplicata
si profunzimea investigatiilor, fiecare, in functie de obiectiv, a determinat rationamentul de
studiu prevazut spre realizare. Astfel, au fost obtinute dovezi, ce au stat la baza atingerii
scopului cercetarii realizate pe etape, conform designlui redat in Figura 1.

* Argumentarea prin fundamentarea teoretici a lucririi h
l Sintesa Nteraturd) \ O Stabllivea scopulul N Precieares volumed \ 3 Elsborarea planubal Stabfiova modaltitiler 5
> de specialitate din D) sioblectivelor ))  yantionabe de ) ) teaenljiaieiad ) tehdrdor delwveigure X
/ domenlu / studinlul vedis 4 e cevertare Ay %ty s hink
elapd | /4 / /4 /4 5/
* Colectarea datelor N
Evalmees dvesiiy »‘. ¥ Alakes s UM \ Evabanten scihnl dneegice -» \ OMmet e A\ Detrrmion e
i | pechine de fengs ), eefegkes N Aol st » s 0 separti adelee de N heerala ]
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Fig.1. Design-ul cercetarii

Noutatea si originalitatea stiintifici a rezultatelor obtinute. Pentru prima data a
fost identificatd si fundamentatd stiintific activitatea antifungicd, antioxidantd si
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imunomodulatoare a unor noi substante biologic active asupra micetelor levuriforme cu
evidentierea proprietatilor de inhibitie a expresiei factorilor de patogenitate si cu brevetarea
in calitate de produse inovationale cu actiune antifungica.

Problema stiintificd solutionata in teza constd in evaluarea actiunii antifungice a
unor noi compusi chimici, biologici, a nanoparticulelor de Ag generate din derivati
celulozici, ce serveste ca punct de plecare pentru crearea directiei stiingifice aplicative si
principiilor de sintezd a nanocompozitelor naturale si produselor inovationale combinate cu
potential de actiune antifungica la costuri reduse.

Semnificatia teoretica si valoarea aplicativa a lucrarii. Studiu realizat vine in
consens cu agendele de cercetare strategica a initiativelor internationale in domeniu, cu
politicile in domeniul sandtétii publice, cu obiectivele strategice ale Planului Global de
actiune privind rezistenta la antimicrobiene, oferind dovezi fiabile pentru dezvoltarea de
alternative antifungice combinate cu valorificarea acestora, in vederea obtinerii unor noi
forme farmaceutice pentru terapia infectiilor fungice si crearea unui sistem de supraveghere
a rezistentei la antifungice in Republica Moldova.

Principalele rezultate stiintifice inaintate spre sustinere:

1. Speciile de fungi levuriformi prioritar implicati in etiologia infectiilor fungice;

Profiluri de rezistenta la antifungice a tulpinilor clinice de fungi levuriformi;

3. Principalii factori de patogenitate responsabili de invazia fungilor si de dezvoltarea
procesului infectios;

4. Date privind activitatea antifungica a unor compusi chimici si extracte biologice asupra
tulpinilor de referinta si a izolatelor clinice;

5. Dovezi ale efectelor sinergice generate intre compusii biologic active, care determina
potentierea proprietatii de inhibare a dezvoltarii celulelor fungice;

6. Rezultate ale actiunii compusilor monocomponenti si policomponenti asupra timpului de
omorare a fungilor levuriformi;

7. Evidente stiintifice cu referire la activitatea compusilor testati separat si In combinatie
asupra expresiei factorilor de patogenitate ai fungilor;

8. Dovezi ale efectului fungistatic si fungicid al nanoparticulelor de argint generate din
pululan, 6-carboxipululan si deriviati celulozici;

9. Informatii relevante cu referire la activitatea compusilor biologic activi asupra intensitatii
reactiilor de oxidare cu radicali liberi prin aprecierea unor indici ai stresului oxidativ si
ai sistemului antioxidant;

10. Dovezi fundamentate stiintific ale actiunii compusilor biologic activi asupra pattern-ului
inflamator pentru trasarea directiilor de elaborare a preparatelor antifungice eficiente.

Implementarea rezultatelor stiintifice: Rezultatele privind expresia factorilor
enzimatici ai levurilor, ghidurile practice privind diagnosticul fungilor in biosubstraturi au
fost implementate 1n activitatea laboratoarelor microbiologice din cadrul retelei nationale
publice si private, in procesul didactic de pregatire a cadrelor medicale in cadrul USMF
»Nicolae Testemitanu”, in Centrul de excelenta in medicina si farmacie ,,Raisa Pacalo”.

no

Aprobarea rezultatelor stiintifice

Datele obtinute pe perioada realizarii tematicii tezei au fost diseminate in articole
stiintifice — articole de tip review publicate in reviste de specialitate recunoscute
international, Tn monografii s.a. Aceste lucrari stiintifice, elaborate in cadrul prezentei

8



cercetari, au adus contributii atat la dezvoltarea personald, cat si la progresul stiintific al
domeniului de cercetare vizat prin participarea si prezentarea lor la congrese, conferinte de
specialitate si la alte foruri stiintifice nationale si internationale: International Conference
titled ,,Socio-psycho-medical changes in the lifestyles of the contemporary family”
(Bucharest, Romania, 2015); Exeromnas Mexmynaponnas HayuHo-IIpakTudeckast
Kondepenuus ,, AxryansHpie Bompockl Memuiuabl” (baky, AsepOaitmxkan, 2018);
International Scientific Conference on Microbial Biotechnology (4™ edition). Academy of
Sciences of Moldova, Institute of Microbiology and Biotechnology. (Chisinau, Republica
Moldova, 2018); Cogresului National al specialistilor din domeniul sanatatii publice si
managementului sanitar din Republica Moldova cu participare Internationala ,,0 singura
sanatate” (Chisinau, Republica Moldova, 2019); Conferinta Stiintifica Internationala,
Sanatatea, medicina si bioetica in societatea contemporana: studii inter- si pluridisciplinare
Health, Medicine and Bioethics in Contemporary Society: Inter-and Pluridisciplinary
Studies: mater. conf. st. internat., editia a 2-a (Chisinau, Republica Moldova, 2019);
Congresul consacrat aniversarii a 75-a de la formarea USMF , Nicolae Testemitanu”
(Chisinau, Republica Moldova, 2020); Conferinta stiintifica nationald cu participare
internationald ,,Materiale avansate in biofarmaceutica si tehnica” (Chisinau, Republica
Moldova, 2021); The 1% edition of the National Conference with International participation
,One Health Approach in a Changing World” (Chisinau, Republica Moldova, 2021);
Conferinta Internationald ,,Pandemia COVID-19 — atitudini, contraverse si provocari in
asistenta perinatala” (Chisinau, Republica Moldova, 2021); Conferinta Nationala cu
participare Internationala ,,Stopati pneumonia: investiti in sanatatea copiilor” dedicata Zilei
Mondiale a Pneumoniei celebrata in 12 noiembrie (Chisinau, Republica Moldova, 2022);
Conferinta stiintifica Nationald cu Participare Internationald Optimizarea supravegherii
epidemiologice in infectiile nosocomiale (Chisindu, Republica Moldova, 2017); 20th
Congress of the International Society for Human, Animal Mycology (Amsterdam,
Netherlands, 2018); First Balkan Conference of Medical Mycology and Mycotoxicology
,Balkan Fungus 2018 (Timisoara, Romania, 2018); A XXXV-a Conferinta nationald de
chimie Calimanesti, Caciulata (Valcea, Romania, 2018); 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);
Congresul consacrat aniversarii a 75-a de la formarea USMF ,Nicolae Testemitanu”
(Chisinau, Republica Moldova, 2020); 2nd Balkan Conference of Medical Mycology and
Mycotoxicology ,,Balkan Fungus” (Thessaloniki, Greece, 2022).

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, Eureka (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 si diploma de excelentd); Inventica 2018 (lasi,
Romania, 2018 - medalie de aur); Salonul International de Inventii Inovatii ,,Traian Vuia”
(Timisoara, Romania, 2018 - medalie de aur); Inventica 2018 (Iasi, Romania, 2018 - medalie
de aur); PRO INVENT Editia XVII (Cluj-Napoca, Romania, 2019 - diploma de excelenta);
47F Salon International des Inventions de Genéve (Geneva, 2019 - medalie de argint);
Salonul International al Inovarii s1 Cercetarii Stiintifice Studentesti ”Cadet INOVA’19”.
Academia Fortelor Terestre ,,Nicolae Balcescu” (Sibiu, Romania, 2019 - diploma de onoare

9



a Salonului); Salonul International de Inventii Inovatii ,,Traian Vuia” (Timisoara, Romania,
2019 - medalie de aur); Inventica 2019 (Iasi, Romania, 2019 - medalie de aur); Infoinvent
Editia a XVI-a (Chisinau, Republica Moldova, 2019 - medalie de argint); Inventica 2020
(Tasi, Romania, 2020 - Diploma de Performantd); The 24th International Exhibition of
Inventions Inventica 2020 (Iasi, Romania, 2020 - Medalie de aur, Diploma de Performanta);
Salonul International de Inventii si Inovatii ,,Traian Vuia”, editia a VI-a (Timisoara,
Romania, 2020 - Medalie 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 argint); Inventica 2021 (Iasi, Romania, 2021 - Medalie de
argint); Salonul International de Inventii si Inovatii ,,Traian VUIA'21” (Timisoara,
Romania, 2021 - Medalie de aur); PRO INVENT Editia a XIX-a (Cluj-Napoca, Romania,
2021 - Medalie de aur); International Exibition INVENTCOR 11" edition (Deva, Romania,
2021 - Medalie de aur); Euroinvent 2023 (Iasi, Roménia 13 mai 2023 - Medalie de aur si
diplon}é Medicine Award).

Publicatii la tema

Rezultatele studiului au fost reflectate si publicate in 60 de lucrari stiintifice, dintre
care o monografie in monoautorat ,,Fungii patogeni si rezistenta la antimicotice”, doua
capitole in monografie colectiva, zece articole in reviste din baze de date Web of Science
st SCOPUS, cinci articole in diferite reviste stiintifice din strdindtate recunsocute, 15
articole in revistele stiintifice din Registrul National al revistelor de profil, in materialele
congreselor, conferintelor stiintifice, dintre care patru publicatii de monoautorat, noua
rezumate in culegeri de lucrari in cadrul conferintelor internationale, zece rezumate
rezumate la conferinte internationale din republica, sase rezumate la conferinte nationale,
sase ghiduri, doua lucrari metodico-didactice, zece brevete de inventie, trei inovatii.
Materialele obtinute in urma realizarii tezei au fost prezentate la 17 foruri stiintifice
internationale, patru nationale cu participare internationala si la noua nationale.

Sumarul compartimentelor tezei

Lucrarea este expusa in limba roméana, pe 228 de pagini de text de baza, tehnoredactat
la computer si include adnotari in limbile romana, engleza si rusa, introducere, sase capitole,
in patru dintre ele fiind analizate rezultatele cercetarilor personale, concluzii generale,
recomandari practice si bibliografia cu 334 de referinte, 20 de anexe. Materialul iconografic
include 38 de tabele, 80 de figuri si trei formule.

Introducerea include actualitatea si importanta subiectului abordat prin prezentarea
datelor elocvente, conceptelor teoretice, argumentarea ipotezei de cercetare in conformitate
cu care au fost formulate scopul si obiectivele studiului. Este expusa sinteza metodologiei
de cercetare si justificarea metodelor selectate, noutatea si originalitatea stiintifica a
rezultatelor obtinute, semnificatia teoretica si valoarea aplicativd, implementarea
rezultatelor stiintifice, participarile la forurile stiintifice unde au fost prezentate rezultatele
studiului si sumarul tezei pe capitole.

Teza cuprinde sase capitole privind studiul bibliografic al subiectului abordat,
materiale si metode de cercetare, dar si rezultate originale.

Cuvinte cheie: fungi, factori de patogenitate, antifungice, nanoparticule de Ag.
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CONTINUTUL TEZEI
1. SINTEZA DATELOR SI EVOLUTIA CERCETARILOR PRIVIND
ETIOLOGIA, CLASIFICAREA, DIAGNOSTICUL SI STRATEGIILE
TERAPEUTICE iN INFECTIILE FUNGICE

Cuprinde informatii obtinute in baza unei documentari comprehensive, care a inclus
studii recente din sursele bibliografice nationale si internationale despre agentii fungici,
proritari implicati in dezvoltarea infectiilor fungice; sunt elucidate principiile de clasificare
a fungilor; etiologia, principiile de clasificare si metodologiile de diagnostic al infectiilor
fungice; mecanismele de actiune ale preparatelor antifungice; conceptele fundamentale ale
molecule active asupra agentilor fungici. In urma analizei si evaludrii informatiilor la tema
de cercetare din literatura de specialiatate trecuta in revista, cu descrierea si interpretarea
datelor, a fost documentat conceptul stiintific care a servit ca suport teoretico-metodologic
al cercetarii. La finele capitolului sunt expuse concluziile, care reflectd povara globala a
infectiilor fungice si provocarile cu care se confruntd medicina in domeniul de interes al
prezentei lucrari.

2. MATERIALE SI METODE APLICATE IN CERCETARE

Cercetarea a fost realizatd in perioada 2014-2021, in cadrul Disciplinei de
microbiologie si imunologie, in Laboratorul microbiologic al Agentiei Nationale pentru
Sanatate Publicda, in Laboratorul de biochimie al Universitatii de Stat de Medicina si
Farmacie ,Nicolae Testemitanu”, in Laboratorul de Chimioterapie Antimicrobiana,
Universitatea de Stiinte Agricole si Medicind Veterinara ,,Jon Ionescu de la Brad” si in
Institutul de Chimie Macromoleculara ,,Petru Poni”, Iasi.

Metodologia cercetarii a fost aprobata de catre Comitetul de Etica a Cercetarit USMF
,,Nicolae Testemitanu”, avizul nr. 67 din 12 mai 2017.

Cercetarea a fost realizata sub indrumarea si ghidarea consultantilor 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 anorganica;
141.02. Chimie coordinativa).

Obiecte de studiu 1n cercetare au servit tulpinile de referinta care provin din colectii
internationale American Type Culture Collection (ATCC): Candida albicans ATCC 90028,
Candida parapsilosis ATCC 22019, Candida krusei ATCC 6258, Candida albicans ATCC
10231, Candida albicans ATCC 14053, Candida lusitaniae ATCC 34449, Candida
glabrata ATCC 2001, Cryptococcus neoformans ATCC 13690, Saccharomyces cerevisiae
ATCC 4098, Meyerozyma guilliermondii ATCC 626 si tulpinile de fungi izolate din
hemoculturi, de la pacientii cu infectii invazive, ce apartin la 19 specii, 5 genuri: Candida
cu 15 specii reprezentat de 94 tulpini, genurile Cryptococcus, Magnusiomyces si
Trichosporon reprezentat de o singura specie a cate un izolate fiecare cate si genul
Saccharomyces reprezentat de 1 specie cu 3 izolate. Majoritatea izolatelor din hemoculturi
au fost oferite pentru testare de Universitatea de Stiinte Agricole si Medicina Veterinara
,Jon Tonescu de la Brad”. In studiu au fost incluse si izolate clinice din: urini, secretii
vaginale, aspirat bronsic, secretii otice, tub endo-traheal, secretii oftalmice s.a. colectate in
cadrul sistemului de supraveghere a rezistentei la antimicrobiene.
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In calitate de compusi chimici cu potentiale efecte antifungice au fost testati compusii
coordinative ai tiosemicarbazonelor sintetizati in Laboratorul de cercetari stiintifice
., Materiale Avansate in Biofarmaceutica si Tehnica” al Universitatii de Stat din Moldova,
de catre un grup de autori ghidat de academicianul Aurelian Gulea. In calitate de precursori
de sinteza ai compusilor chimici au fost utilizati reactivi de puritate Tnaltd ,,Sigma-Aldrich”.
In total au fost testati 980 de compusi coordinativi ai clorurilor, bromurilor, nitratilor,
percloratilor, sulfatilor si acetatilor de cupru, fier, cobalt, nichel si zinc cu N(4)-ciclohexil,
hexil-,  fert-butil-,  etoxicarbonil-fenil,  alil-metoxifeniltiosemicarbazone  si  S-
alchilizotiosemicarbazone 2-formilpirininelor si aldehidelor salicilice substituite, acidului
piruvic, aminoguanizona pirazolonei si complecsii cu liganzi micsti, care contin amine
aromatice, azometine (Anexa 1). Intr-un final, au fost selectati 22 de compusi, care au
prezentat activitate antifungicd in concentratii mai mici asupra tulpinilor tip.

Pentru determinarea toxicitatii compusilor chimici s-a efectuat testul de imobilizare a
crustaceului Daphnia magna conform metodologiei europene standardizate (OECD).

Materialele utilizate pentru sinteza nanoparticulelelor de argint — derivatii celulozici
au fost achizitionate de la Sigma-Aldrich Chemicals. Toate substantele utilizate au fost de
puritate analitici, neefectuandu-se o purificare suplimentara. In toate sintezele s-au utilizat
drept solventi apa bidistilata si dimetilsulfoxid (DMSO, analytical grade, >99,9%).

Compusii biologici (PCM1, PCM2, ES1, ES2, ES3) au fost oferiti pentru testare de
Laboratorul de Ficobiotehnologie din cadrul Institutului de Microbiologie si Biotehnologie
al Academiei de Stiinte a Moldovei si de Laboratorul de cercetari stiingifice
,Ficobiotehnologie” al Universitatii de Stat din Moldova. Initial au fost testati 25 de
compusi biologici, fiind selectati cinci care au prezentat o actiune antifungica asupra
tulpinilor de referintd in concentratii mai mici.

La realizarea acestui studiu, pentru atingerea scopului si obiectivelor propuse, au fost
utilizate metode standardizate, ajustate cercetarii realizate (Figura 2.2.):

v istorice, descriptive, bibliografico-analitice, logice la studierea teoretica a bibliografiei;

v metode de determinare a activitatii antifungice a compusilor chimici, biologici si a
nanoparticulelor de argint prin metoda difuziunii in geloza, metoda dilutiilor succesive,
metoda standardizada pentru levuri EUCAST EDef 7.2;

v'metode biochimice pentru determinarea activitatii enzimelor (superoxid dismutaza,
catalaza, activitatea antioxidanta totala, glutation S-transferaza, glutation peroxidaza si
glutation reductaza), capacitdtii antioxidante totale si a continutului produselor finale ale
peroxidarii lipidelor (dialdehida malonica si produsii proteici de oxidare avansata).

v"metode culturale: izolarea agentilor fungici, determinarea factorilor de patogenitate:
DNA-ze, hemolizine, fosfolipaze, proteaze, esteraze, actiunea anticomplimentard si
a compusilor chimici si biologici asupra tulpinilor de referintd si a izolatelor clinice,
separat si in combinatie; evidentierea posibilelor efecte impotriva formarii biofilmelor ale
compusilor chimici si biologici separat si in combinatie;

v’ analiza imunoenzimatica (abreviat ELISA, eng. enzyme-linked immunosorbent assay),
utilizatd pentru evaluarea efectelor imunomodulatorii induse de actiunea compusilor
testati prin analiza de citokine pro- si antiinflamatoare: interleukina-1B (IL-1B), factorul
de necroza tumorala alfa (TNF a), interleukina-6 (IL-6) si interleukina-10 (I1L-10).
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v Epidemiologice, la evaluarea indicatorilor epidemiologici prin realizarea analizei
descriptive, comparativa si analitica.

v analiza comparativa a activitatii antifungice a compusilor chimici si biologici, separat si
in combinatie, asupra tulpinilor de referintd si clinice, determinarea efectului de
sinergism;

v Statistica: volumul cercetdrii si interpretarea rezultatelor studiului au fost bazate pe
metode statistice traditionale, asigurand gradul de reprezentativitate al datelor acceptate
pentru studii in medicina. Baza de date a fost supusa prelucrarii statistice cu ajutorul
programelor existente acceptate pentru astfel de studii (MS-Excel 2019 si SPSS Statistics
Version 27).

Cercetarile stipulate in obiectivele cercetarii, au fost desfasurate pe etape:

Etapa |-a. Stadiul actual al cunoasterii problemei cercetate in lucrare. La aceasta
etapa fiecare aspect al prezentei cercetari a fost supus cunoasterii prin analiza studiilor
efectuate de alti cercetatori atat din tard, cat si de peste hotare. A fost realizata sinteza
literaturii de specialitate din domeniul ce vizeazd cercetarea prin prezentarea critica a
rezultatelor studiilor stiintifice si expunerea principalelor puncte de vedere ale lucrarilor
consacrate domeniul abordat. Totodata, a fost stabilit scopul si obiectivele studiului, precizat
volumul esantionului de studiu si elaborat planul general de cercetare. A fost formulata
ipoteza de cercetare, stabilite modalitatile si metodele de investigare si de colectare a datelor.

Etapa a ll-a. Evaluarea diversititii speciilor de fungi implicate in etiologia
micozelor umane. S-a initiat acumularea materialului de cercetare, identificarea speciilor si
a profilului de rezistenta la antifungice, stabilirea diversitatii agentilor fungici implicati in
dezvoltarea patologiei infectioase. A fost cercetatd exprimarea factorilor de patogenitate ai
izolatele clinice de fungi, analizate datele privind sensibilitatea la antifungice, stabilite
pattern-uri de rezistenta.

Etapa a ll1-a. Analiza activititii antifungice a compugsilor chimici si biologici noi.
Initial a fost cercetata activitatea antifungicd a compusilor noi asupra tulpinilor de referinta
si a izolatelor clinice de fungi levuriformi calitativ, prin metoda difuzimetrica, si cantitativ,
prin cea a dilutiilor succesive in medii lichide. A fost determinatd concentratia minima
inhibitorie si minima fungicida a acestor compusi. Ulterior, in conformitate cu rezultatele
obtinute au fost selectati compusii cU activitate antifungica in concentratii mici. De asemena,
a fost studiata si actiunea sinergica a compusilor chimici si biologici noi, influenta acestora
asupra factorilor de patogenitate ai fungilor, evaluata actiunea citotoxica a compusilor noi
fata de Daphnia magna.

Etapa IV-a. Evaluarea actiunii sinergice a efectului antifungic al compusilor testati
asupra fungilor selectati pentru cercetare. Pentru inceput s-a evaluat actiunea sinergica a
compusilor chimici si biologici asupra tulpinilor de referinta, identificand combinatiile de
compusi care au potentiat efectul antifungic. Ulterior a fost determinat timpul de omorare a
fungilor sub actiunea compusilor separat si in combinatie. Au urmat experimentele privind
determinarea activititii compusilor noi asupra expresiei unor factori de patogenitate
(fosfolipaza, proteinaza, hemolizina) si de persistenta a fungilor (actiunea
anticomplementara, antilizozim). A fost determinata influenta compusilor noi asupra
capacitatii de aderentd a fungilor la substratul inert si actiunea antibiofilm a acestora.

Etapa V-a. Obtinerea nanoparticulelor de Ag si evaluarea activititii antifungice.
La aceasta etapa au fost realizate cercetari asupra sintezei nanoparticulelor de Ag de diferite
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dimensiuni si concentratii stabilizate cu diversi derivati naturali. Ulterior, s-a efectuat
stabilizate cu pululan, comparativ cu cele stabilizate cu derivati celulozici. Apoi a fost testata
cantitativ activitatea antifungica pentru determinarea concentratiei minime inhibitorii si a
concentratiei minime fungicide pe tulpini tip si pe izolate clinice. In final, au fost
determinate modificarile viabilitatii si caracterele morfologice ale celulelor fungice sub
actiunea nanocompozitelor.

Etapa VI-a. Determinarea efectului imunomodulator al compugilor testati. Au fost
efectuate cercetdri de determinare a efectului imunomodulator al compusilor chimici si
biologici separat si in combinatie. S-a studiat influenta lor asupra unor indicatori biochimici
si a nivelului seric al unor citokine pro- (IL-1B, IL-6, TNF-a) si antiinflamatoare (IL-10).

Etapa Vll-a. Evaluarea statistica a rezultatelor obtinute, formularea concluziilor
generale §i argumentarea stiintifici a recomandarilor si strategiilor de interventie.
Rezultatele obtinute au fost prelucrate statistic, evaluate in functie de obiectivele, si
ipotezele propuse in cadrul acestei cercetari cu formularea concluziilor generale care reflecta
datele obtinute si exprima valoarea aplicativa a lucrarii in recomandarile expuse.

3. DISTRIBUTIA LEVURILOR DIN GENUL CANDIDA iN FUNCTIE DE
BIOSUBSTRATURI, PONDEREA FACTORILOR DE PATOGENITATE SI
REZISTENTA LA ANTIFUNGICE

In cele cateva compartimente sunt descrise rezultatele obtinute la acest capitol al
prezentului studiu referitor la: ponderea si diversitatea speciilor de Candida implicate in
unele micoze umane in functie de biosubstraturile cercetate; susceptibilitatea acestor specii
de Candida la antifungice; exprimarea factorilor de patogenitate ai izolatelor clinice;
corelarea rezistentei izolatelor clinice la antifungice cu factorii de patogenitate ai acestora.
Capitolul se incheie cu concluzii ce sumarizeazd datele obtinute in baza prezentarii
problematicii abordate.

3.1. Prevalenta si spectrul speciilor de Candida implicate in micozele umane

Acest compartiment include analiza datelor ce tin de diversitatea speciilor de micete
levuriforme depistate in prelevatele clinice colectate din unele institutii medicale din
Republica Moldova in perioada anilor 2018-2022. Datele au fost receptionate pe suport de
hartie in baza fisei de insotire a tulpinii izolate de catre laboratoarele microbiologice din
cadrul sistemului de supraveghere RAM si in conformitate cu criteriile stabilite de
protocoalele internationale.

Astfel, in studiu au fost selectate 4478 de izolate clinice, specii de micete levuriforme
depistate in prelevatele clinice colectate din unele institutii medicale din Republica Moldova
in perioada anilor 2018-2022. Repartizarea agentilor fungici levuriformi identificati dupa
apartenenta de specie poate fi urmarita in Figura 3.1.
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Fig. 3.1. Structura principalelor specii de Candida din izolatele clinice (%)

Din numarul total de izolate clinice, in 2754 s-a dovedit a fi prezenta specia Candida
albicans, ceea ce reprezinti o pondere de 61,5% (I 95% 59,4-63,7) care confirma ci aceasta
specie este cea mai frecvent implicatd in patologia infectioasd fungica. Reprezentantii
Candida non-albicans au fost identificati in 38,5% (If 95% 36,4-40,7) din izolatele clinice.
Dintre speciile de Candida non-albicans, in 56,8% (Il 95% 54,7-59,0) (n=946) din cazuri
au fost izolate tulpini de Candida glabrata. Cu toate ca frecventa izolarii acestei specii din
biosubstraturile clinice este destul de inalta, in comparatie cu cea a speciei Candida albicans
este de trei ori mai mica. Pe locul trei se situeaza specia Candida krusei, care a fost izolata
in 31,8% (11 95% 29,7-34,0) (n=418) din izolatele clinice. Speciile de Candida parapsilosis
si Candida tropicalis pot fi clasate pe locul patru, cu 5,3% (Il 95% 3,2-7,5) (n=58) si 2,4%
(11 95% 0,3-4,6) (n=24) din cazuri, respectiv. Alte 12 specii de Candida au fost identificate
in 3,7% (Ii 95% 1,6-5,9) din cazuri, multe dintre ele fiind izolate intr-o singura proba.
Rezultatele obtinute sunt in consens cu cele publicate la nivel mondial.

3.2. Evaluarea sensibilitatii la antifungice a levurilor din genul Candida

Tulpinile de fungi levuriformi din genul Candida au fost testate in vederea
fluconazol, itraconazol si 5-fluorocitozina. Rezultatele obtinute au fost interpretate in baza
a trei criterii: sensibile (S), sensibile la doze 1nalte (SSD) si rezistente (R).

O serie de tulpini izolate din cele mai relevante biosubstraturi clinice au fost testate
la 0 gama mai larga de preparate antifungice: amfotericina B, anidulafungina, micafungina,
fluconazol, itraconazol, posaconazol, voriconazol, 5-flucitozina si capsofungina.
Rezultatele obtinute pot fi urmarite pe Figura 3.2.

Izolatele studiate au prezentat un nivel ridicat de sensibilitate fatd de toate preparatele
antifungice testate. Pentru cinci dintre cele noud preparate au fost identificate doar doua
categorii de sensibilitate — S si R, in timp ce pentru preparatele fluconazol, posaconazol,
voriconazol si caspofungina au fost identificate izolate cu profil de sensibilitate la doze
inalte de preparat. Nivelul de sensibilitate in esantionul studiat fata de cele noua preparate
testate a fost intre 93,5% (IT 95% 91,2-95,5) si 80,0% (I1 95% 77,9-82,2), cel mai inalt fiind
fatd de amfotericina B si 5-fluorocitozina, iar cel mai scazut — fatd de fluconazol si
caspofungina.

Din totalitatea izolatelor de Candida studiate, 93,5% (II 95% 91,2-95,5) s-au dovedit
a fi sensibile la amfotericina B si 6,5% (I 95% 4,4-8,7) - rezistente.
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Fig. 3.2. Fungigrama speciilor de Candida la preparatele antifungice testate, (%0)

Analiza profilului de sensibilitate la antifungice a aratat ca la anidulafungina 88,5%
(11 95% 86,4-90,7) din izolate au fost sensibile si 11,5% (1T 95% 9,4-13,7) — rezistente; la
micafungini — 89,5% (I 95% 87,4-91,7) — S si 10,5% (If 95% 8,4-2,7) — R; la fluconazol —
81,0% (11 95% 78.,9-83,2) — S, 10,5% (11 95% 8,4-12,7) — SSD si 8,5% (I 95% 6,4-10,7) —
R; la itraconazol — 84,5% (IT 95% 82.4-86,7) — S, 15,5% (Ii 95% 13,4-17,7) — R; la
posaconazol — 89,5% (If 95% 87,4-91,7) — S, 2,0% (I 95%-0,2-4,2) — SSD si 8,5% (I 95%
6,4-10,7) — R; la voriconazol — 88,0% (IT 95% 85,9-90,2) — S, 3,0% (IT 95% 0,9-5,2) — SSD
si 9,0% (IT 95% 6,9-11,2) — R; la 5-fluorocitozini — 93,1% (I 95% 91,0-95,3) — S si 6,9%
(11 95% 4,8-9,1) — R si la caspofungini — 80,0% (IT 95% 77,9-82,2) — S, 9,0% (11 95% 6,9-
11,2) — SSD si 11,0% (1T 95% 8,9-13,2) — R.

3.3 Cercetarea exprimarii factorilor de patogenitate a tulpinilor de Candida spp.
izolate din biosubstraturi clinice

Fungii patogeni poseda proprietdti importante, precum patogenitatea si virulenta.
Patogenitatea permite fungilor de a initia un proces infectios, dar aceasta nu se va dezvolta
dacd fungii nu vor fi suficient de virulenti pentru a strabate barierele de aparare ale
organismului uman si a patrunde in el. Actualmente, identificarea factorilor de virulenta la
levuri joaca un rol major in elucidarea patogenezei infectiilor fungice in vederea dezvoltarii
de noi preparate antfungice pentru a creste eficacitatea tratamentului acestora.

Mecanismele care moduleaza virulenta fungilor levuriformi la moment nu sunt pe
deplin cunoscute, insa deja sunt dovezi cd deteriorarea si liza celulelor-gazda sunt principalii
factorii care contribuie la patogenitatea fungica. Fungii patogeni produc enzime degradante
ce depolimerizeaza structurile, care le impiedica sa patrunda in organismul-gazda, facilitand
diseminarea si stabilirea bolii.

Astfel, n urma studiului a fost doveditd semnificatia fosfolipazei extracelulare ca
marker de diagnosticare a infectiilor fungice si s-au obtinut unele dovezi ale folosirii acesteia
ca potentiald tintd terapeutici impotriva dezvoltarii bolii. In studiul dat, fosfolipaza
extracelulard a fost pusa in evidentd la 94% (74,6%; 11 95% 67,0-82,2) din tulpinile de C.
albicans, 12,8% (I 95% 4,4-14,6) dintre ele prezentind activitate enzimatica moderati si
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87.2% (11 95% 85,1-89,4) — activitate enzimatica inalta, iar 25,4% (17,8-33,0) de tulpini nu
au produs aceasta enzima. Dintre speciile de C. non-albicans, cele mai multe tulpini
producitoare de fosfolipazi au fost inregistrate printre C. tropicalis — 53,8% (Il 95% 35,5-
72.,1), 94,3% (11 95% 92,5-96,5) inregistrand activitate enzimatici moderati si 5,7% (I 95%
3,6-7,9) — activitate enzimatica inalta, iar la 46,2% (11 95% 34,0-58,3) din tulpini nu a fost
pusa 1n evidentad aceasta enzima.

Producerea de proteaze este un alt factor de patogenitate care permite fungilor sa
invadeze organismul-gazda si sa hidrolizeze proteinele. In cercetarea realizati de noi a fost
inregistrata producerea de proteaze la un numar mai mare de C. albicans - 78,6% (I 95%
71,4-85,7), in comparatie cu C. non-albicans — 52,5% (I 95% 50,4-54,7). Sinteza acestei
enzime a fost pusa in evidenta la 55,4% (I 95% 37,1-73,6) din tulpinile de C. tropicalis,
53,1% (1T 95% 18,2-88,1) din tulpinile de C. glabrata si la 42,9% (If 95% 40,8-45,1) din
tulpinile de C. krusei. Lipsa activititii enzimatice a fost inregistrata la 21,4% (I 95% 14,3-
28,6) din tulpinile de C. albicans, la 44,6% (I1 95% 32,5-56,7) de C. tropicalis, la 46,9% (Ii
95% 29,6-64,2) de C. glabrata si la 57,1% (11 95% 36,0-78,3) de C. krusei.

Este foarte important de mentionat rolul hemolizinelor in supravietuirea levurilor si
in invadarea organismului uman. Prin formarea porilor in membrana celulara, hemolizinele
asigura diseminarea infectiei in macroorganism si dezvoltarea simptomelor severe ale bolii.
Producitori de hemolizine s-au dovedit a fi 90,5% (IT 95% 85,4-95,6) din tulpinile de C.
albicans, dintre care 50,9% (I 95% 37,3-54,7) au manifestat activitate enzimatici moderati
si 49,1% (If 95% 35,8-53,1) - activitate enzimatica inalti. Activitate enzimatici nu s-a
inregistrat doar la 19,5% (I 95% 17,4-21,7) din izolatele de C. albicans. Rata de exprimare
al acestei enzime a fost inregistrata si la 88 din tulpinile de C. non-albicans, intaictatea
revenind speciei C. tropicalis — 56,9% (I1 95% 38,7-75,1), urmati de C. glabrata — 96,9%
(11 95% 94.,8-99,1) si C. krusei —95,2% (11 95% 93,1-97,4). La nici o tulpini de C. glabrata
si de C. krusei nu s-a inregistrat activitate hemolizinica inalta.

Exprimarea producerii deoxiribonucleazei extracelulare (DNA-azei) este sugestiva in
determinarea patogenitatii Candida spp. DNA-aza este o enzima care scindeaza acizii
nucleici si asigura reducerea viscozitatii secretiilor, in care se aduna ADN-ul din celulele
lezate, asigurandu-le cu nucleotide pentru metabolismul de sinteza, favorizand raspandirea
lor in organismul- gazda. Aceastd enzimi a fost detectatd mai des la C. albicans — 26,2% (I
95% 18,5-33,9), comparativ cu C. tropicalis — 20,0% (If 95% I1 95% 5,3-34,7), C. krusei —
42,9% (I1 95% 40,8-45,1) si C. glabrata — 3,1% (1T 95% 1,0-5,3).

Exprimarea factorilor de patogenitate enzimatica la izolatele de Candida spp.
rezistente la antifungice s-a dovedit a fi mai inalta comparativ cu tulpinile sensibile.

Tulpinile de Candida spp. rezistente la fluconazol au prezentat o pondere de
exprimare a fosfolipazei, proteazei, hemolizinei si esterazei mai mare, constituind 83,0% (I
95% 80,9-85,2), 84,5% (11 95% 82.4-86,7), 92,3% (II 95% 90,2-94.5) si 72,3% (II 95%
70,2-74,5), respectiv, fatd de tulpinile sensibile — 35,0% (IT 95% 32,9-37.2), 37,4% (11 95%
35,3-39,6), 26,6% (1T 95% 24,5-28.8) si 36,4% (11 95% 34,3-38,6), respectiv. Diferente mai
putin evidente au fost observate la producerea DNA-azei, tulpinile rezistente depasind cu
30,9% (11 95% 28.8-33,1) pe cele sensibile.

Tulpinile de Candida spp. rezistente la 5-flucitozind au prezentat o pondere de
exprimare a fosfolipazei, proteazei, hemolizinei si esterazei mai mare, constituind 74,2% (I
95% 72,1-76,4), 88,4% (II 95% 86,3-90,6), 100% (Ii 95% 97,9-102,2) si 64,6% (II 95%
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62,5-66,8), respectiv, fatd de tulpinile sensibile. Diferente mai putin evidente au fost
observate la producerea DNA-azei, depasind cu 42,2% (II 95% 40,1-44,4) tulpinile
susceptibile.

Un alt factor de patogenitate cercetat in acest studiu a fost activitatea antilizozim a
speciilor de Candida. S-a dovedit ca lizozimul provine din degradarea celulelor liniei
granulocitare, monocitare, care confin aceasta enzima in lizozomi. Cresterea tolerantei
fungilor la actiunea lizozimuluii este una dintre strategiile adoptate de fungi pentru a-si
asigura persistenta pe termen lung n organismul-gazda.

Astfel, din cele 244 de tulpini izolate din biosubstraturi clinice, activitate antilizozim
au prezentat 95,9% (If 95% 93,8-98,1) in timp ce doar 4,1% (I1 95% 1,6-6,6) au fost inactive.
Marea majoritate a tulpinilor clinice au manifestat grad mediu de exprimare a activitatii
antilizozim — 53,4% (11 95% 40,5-66,3) de Candida spp., inclusiv 54,5% (I1 95% 44,4-61,5)
C. albicans, 47,6% (I1 95% 34,0-58,3) C. tropicalis, 53,6% ( IT 95% 29,6-64,2) C. glabrata
si 65,0% (11 95% 41,1-82,7) C. krusei.

Rezultatele evaluarii proprietatii de inactivare a lizozimului a tulpinilor de Candida
spp. rezistente si sensibile la fluconazol sunt prezentate pe Figura 3.7. Tulpinile rezistente
au prezentat in 38,5% (Ii 95% 36,4-40,6) din cazuri grad inalt de exprimare a activitatii
antilizozim, 58,9% (II 95% 56,8-61,1) — grad mediu si 2,6% (II 95% 0,5-4,8) — grad mic.
Tulpinile sensibile au prezentat un grad inalt de inactivare a lizozimului in 18,0% (I 95%
15,9-20,2) din cazuri, iar grad mediu si mic de inactivare a lizozimului s-a inregistrat la cate
41,0% (I 95% 38,9-43,2) din tulpini. Sistemul complement, un set complex de proteine si
glicoproteine plasmatice (C1, C2, C3, ..., C9, B, D, P s.a.) ce se pot activa in cascada, are
proprietatea de a distruge fungii patogeni si detine un rol primordial in apararea
antiinfectioasa si in reglarea functiei imune.

Pentru supravietuire, fungii levuriformi patogeni au dezvoltat diverse mecanisme
pentru inactivarea sistemului complement al organismului. In prezenta cercetare, din cele
244 de tulpini studiate, 93,4% (11 95% 91,3-95,6) au prezentat activitate anticomplement,
dintre care 62,3% (Ii 95% 52,8-71,8) au inactivat complementul la o concentratie mai mare
de 15 UH50/ml, 31,1% (Ii 95% 19,0-43,3) — la o concentratie de la 5 UH50/ml pana la 15
UH50/ml si 6,6% (If 95% 4,5-8,8) — la o concentratie de 5 UH50/ml. Nu au inactivat
complementul doar 16 tulpini sau 6,6% (If 95% 4,5-8,8%).

Formarea biofilmelor joacd un rol semnificativ in patogenitatea fungilor. Acesta
reprezintd un sistem complex, dinamic din punct de vedere structural, constituit de agenti
microbieni atasati in mod ireversibil de suprafete solide inerte sau vii, inconjurate de o
matrice polimericd extracelulara. Aceasta particularitate a fungilor, de a se organiza sub
forma de biofilme, constituie una dintre principalele caracteristici ce faciliteaza si
dezvoltarea rezistentei la antifungice a levurilor. Studierea acestui fenomen prezinta
importanta din punct de vedere clinic in cazul genului Candida, deoarece aceasta
caracteristica sporeste probabilitatea dezvoltarii candidemiei persistente, inclusiv ca rezultat
al rezistentei crescute la agentii antifungici. In studiu dat, din cele 244 de tulpini izolate din
biosubstraturi clinice, 52,9% (11 95% 50,8-55,1) au produs biofilm detectabil (DO > 0,056),
iar 47,1% (I 95% 40,9-53,4) nu au produs biofilm (DO < 0,056). In ceea ce priveste statutul
de biofilm, 46,5% (I 95% 33,5-59,5) de izolate au produs biofilm puternic aderent (DO >
0,220), 12,4% (IT 95% 0,9-23,9) — biofilm moderat aderent (DO 0,112-0,220) si 41,1% (I
95% 19,6-62,6) — biofilm slab aderent (0,056 < DO <0,112).
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Cel mai inalt grad de aderenta si de formare a biofilmelor a fost Inregistat la speciile
de Candida non-albicans, in special la C. tropicalis — 65,9% (11 95% 63,8-68,1), urmati de
C. krusei — 62,5% (11 95% 60,4-64,7) si C. glabrata — 50,0% (II 95% 47,9-52,2).

Dintre speciile de C. albicans, biofilm puternic aderent au format 30,8% (I 95% 28,7-
33,0) dintre tulpini, 12,3% (I 95% 10,2-14,5) — biofilm moderat aderent si 56,9% (II 95%
54,8-59,1) — biofilm slab aderent.

Evaluarea corelatiei dintre capacitatea de formare a biofilmelor si rezistenta izolatelor
de Candida spp. la fluconazol a aratat ca din izolatele care formeaza biofilm puternic aderent
52,6% (I 95% 50,5-54,8) au constituit izolate rezistente la fluconazol, in timp ce la tulpinile
sensibile nu s-a inregistrat formarea de biofilm puternic aderent.

Izolatele rezistente la 5-flucitozina au format, in principal, biofilm puternic aderent —
68,4% (11 95% 66,3-70,6) din tulpini, 11,9% (I 95% 9,8-14,1) au format biofilm moderat
aderent si 19,7% (I 95% 17,6-21,9) — biofilm slab aderent.

Izolatele sensibile la 5-flucitozind au format preponderent biofilme slab aderente —
97,4% (11 95% 95,3-99,6).

4. ACTIVITATEA ANTIFUNGICA A UNOR COMPUSI NOI DE ORIGINE
CHIMICA SI BIOLOGICA DE INTERES FARMACEUTIC

Acest capitol este dedicat problemei identificarii unor noi formule farmaceutice cu
actiune antifungica. Contine descrierea analizei comparative a rezultatelor evaluarii
activitdtii antifungice a unor noi molecule sintetice si substante biologice. Initial a fost
determinatd activitatea fungistatica si fungicidd asupra micetelor levuriforme a compusilor
testati separat, prin screening-ul a peste 900 compusi chimici si extracte biologice. Ulterior
s-a stabilit concentratia minima inhibitorie s minima fungicida atat pe tulpinile de referinta,
cat si pe fungii izolati din diverse biosubstrate umane. A fost evaluatd activitatea
substantelor monocomponente si policomponente asupra exprimarii factorilor de virulenta
al izolatelor clinice. La etapa urmatoare substantele care au prezentat o activitate antifungica
mai evidenta au fost modelate experimental in combinatie, pentru evaluarea sinergismului
si timpului de ucidere a fungilor. In baza datelor au fost elaborate certificate de inovatie,
zece brevete de inventie. Evaluarea actiunii citotoxice a noilor compusi au fost realizata fata
de Daphnia magna.

4.1. Activitatea antifungica a compusilor noi asupra tulpinilor tip de fungi

in screening-ul primar au fost inclusi 84 de compusi chimici noi din doua grupe. In
grupa A au intrat compusi coordinativi ai metalelor 3d cu tiosemicarbazone, aldehide si
cetone, iar in grupa B — compusii coordinativi ai metalelor 3d cu aminoguanizona, aldehide
si cetone. In conformitate cu datele screening-ului primar, din prima grupi au fost selectati
11 compusi, iar din cea de-a doua — un compus. Acesti compusi au fost inclusi in cercetarile
efectuate ulterior.

Rezultatele obtinute cu referire la valorile CMI ale compusilor selectati in raport cu
tulpinile tip din genul Candida sunt prezentate in figura 4.1.
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Fig. 4.1. Activitatea antifungica a compusilor chimici asupra Candida spp. - CMI si CMF, (ug/ml)

Compusii analizati mai sus au prezentat activitate antifungica si fata de tulpinile tip
din genurile Saccharomyces, Cryptococcus si Meyerozyma.

In cadrul acestui studiu au fost identificati 5 compusi chimici noi ai cuprului cu
tiosemicarbazone, aldehide si cetone, care au avut activitate antifungica nalta fata de opt
tulpini de fungi levuriformi din patru genuri, cu valori ale CMI de pana la 1 pg/ml si CMF
de pana la 10 pg/ml. Acesti compusi chimici noi prezintd interes in calitate de potentiali
candidati pentru devoltarea de preparate antifungice cu efecte directionate asupra levurilor.
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Fig. 4.3. Actiunea antifungica a compusilor naturali asupra Saccharomyces spp., Cryptococcus spp.
si Meyerozyma spp.(ug/ml)
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Este cunoscut faptul ca activitatea compusilor biologici este mai scazutd comparativ
cu cea a compusilor chimici. In schimb, compusii biologici au alte puncte forte, cum ar fi:
acceptarea de catre pacienti mai mare fata de acceptarea compusilor de sinteza, nivel minim
sau lipsa completa a efectelor adverse, polifunctionalitate, care presupune actiunea asupra
mai multor tinte datoritd matricei complexe s.a.

in cercetare au fost inclusi pentru testare, similara celei descrise mai sus, si cinci
compusi naturali, extracte din biomasa cianobacteriei Spirulina. Rezultatele cu referire la
efectele acestor compusi asupra tulpinilor tip de fungi sunt prezentate in 4.2 si 4.3.

4.2. Evaluarea actiunii antifungice a compusilor chimici si biologici testati fata de
tulpinile izolate din biosubstraturi umane

Este cunoscut faptul ca tulpinile clinice pot avea un nivel de rezistenta diferit de cel
al tulpinilor tip la actiunea compusilor antifungici, de aceea toti cei 12 compusi examinati
au fost testati si in raport cu tulpinile clinice de fungi levuriformi. In total, in calitate de
obiecte de studiu au servit cate 50 de tulpini care se refera la trei specii: Candida albicans,
Candida parapsilosis, Candida glabrata. Dintre cei 12 compusi chimici, sase s-au dovedit
a fi activi 1n raport cu tulpinile clinice din cele trei specii de fungi. Valorile CMI si ale CMF
obtinute pentru acesti compusi, exprimate in valoare medie +deviatia standard, sunt

prezentate in figura 4.4.
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Activitatea antifungici a compusilor chimici in raport cu tulpinile clinice de C. glabrata si in raport cu
tulpina tip C. glabrata ATCC 2001. 1. C14H19CuN503S; 2. C19H21BrCuN4S; 3. C17H19CuN503S

Fig. 4.4. Activitatea antifungica a compusilor chimici asupra tulpinilor tip si clinice, (ug/ml)
4.3. Actiunea sinergici a compugilor chimici si biologici testati asupra tulpinilor

tip de fungi levuriformi
Problema majora cu care se confruntd medicina contemporana, pe langa dezvoltarea

rapidd a formelor de rezistentd la antimicrobiene de cdtre microorganismele patogene,

21



inclusiv fungi, este toxicitatea inalta al antibioticelor de generatiile noi. O cale de a diminua
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de a micsora dozele utilizate in scopuri terapeutice.
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Fig. 4.5. Curbele timpului de ucidere a compusilor chimici si biologici si a combinatiilor lor in
raport cu tulpina Candida albicans ATCC 90028. C1 - bromo{N-ciclohexil-N"-[fenil(piridin-2-
il)metiliden]carbamohidrazono-tioat}cupru; C2 - dicloro{(prop-2-en-1-il)-N-(prop-2-en-1-il)-N’-
[(piridin-2-il)metili-den] carbamo-hidrazonotioat}cupru, C3 - nitrato{N-ciclohexil-N'-[(1-(piridin-2-
il)etiliden] carbamohidra-zonotioato}cupru; B1 - PCM1; B2 - PCM2

Acest deziderat poate fi atins prin explorarea fenomenului de sinergism. Sinergism in
raport cu tulpinile rezistente de Candida albicans a fost observat la combinarea compusilor
chimici obtinuti pe baza de pirazolina si ale complexelor lor de cupru (IT) si nichel (I1) cu
antifungice conventionale. Concentratiile aplicate pentru toti compusii luati in studiu au
constituit 1/4 din CMI identificate. Culturile fungice au fost incubate pe durata a 48 de ore
cu trei compusi chimici si doi compusi biologici (PCM1 si PCM?2), aplicati atat individual,
cat si in combinatie. Numarul de celule viabile a fost determinat la 4, 8, 12, 24 si 48 de ore
de la momentul initierii contactului dintre compusii aplicati si cultura fungica. Datele
obtinute reflecta rezultatele in cazul tulpinii C. albicans ATCC 90028 (Figura 4.5).

4.4. Evaluarea toxicitatii acute a compusilor chimici testati cu ajutorul testului de
imobilizare a crustaceului Daphnia magna

Pentru determinarea toxicitdtii compusilor chimici s-a efectuat testul de imobilizare
fata de crustaceul Daphnia magna conform metodologiei europene standardizata (OECD).
Realizarea testului a permis evaluarea toxicitatii acute a compusilor testati la 24 si la 48 de
ore de actiune asupra crustaceului Daphnia magna, exprimata sub forma de concentratie
mediand efectiva (CE50), care a rezultat in imobilizare, si cea mai mare concentratie care
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nu provoaca imobilizare. Activitatile biologice ale compusilor testati au fost comparate cu
cele ale compusilor de referinta.

Toxicitatea compusilor chimici supusi testarii a fost prezentata sub forma valorilor de
concentratie medie letala (LC50), care au fost calculate prin formula si raportul doza-
raspuns determinat prin metoda potrivirii celor mai mici patrate cu ajutorul software-ului
GraphPad Prism. Datele obtinute sunt prezentate ca medii + o deviere standard (DS) (Figura

4.6).
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Fig. 4.6. Toxicitatea compusilor testati prezentata sub forma valorilor de concentratie medie
letala (LCS50)

Efectul influentei compusilor in concentratie medie letala (LC50) asupra Daphnia
magna a fost determinatd prin examenul microscopic care denota evidentierea a unor
miscdri usoare a peste 50% din aceste organisme nevertebrate. S-a observat ca o parte din
dafnii au ramas nemiscate, in special la concentratii mari ale compusului chimic, deoarece
au prezentat un efect citotoxic total. La examinare s-a observat trunchiul, membrele
Daphniei magna deformat, continutul amestecat cu mediu de crestere (Figura 4.7).

a) b)

Fig. 4.7. Imagini Daphnia magna (microscopia optica) sub influenta compusilor chimici:
a) Daphnia magna fara contact cu compusi chimici, nu se vizualizeaza modificari patologice;
b) Daphnia magna dupa contact cu compusi chimici, se observi ca membrele si corpul au

fost deformate si continutul s-a amestecat cu mediul de crestere.

4.5. Influenta compusilor chimici si biologici testati, si a combinatiilor lor asupra
factorilor de patogenitate ai Candida albicans si ai Candida tropicalis

In studiul dat s-a urmirit si evidentierea modificdrilor expesiei factorilor de
patogenitate ai tulpinilor ce se refera la doua specii de Candida — Candida albicans si
Candida tropicalis. In acest compartiment al lucrarii au fost testate atdt compusii
individuali, cat si combinatiile lor. Astfel, in regim de monosistem au fost testate doua
extracte de spirulind ES1 (B1) si PCM2 (B2), si trei compusi chimici: C1 - C19H21BrCuN,S;
C2- C17H19CUN5038; C3- C17H16N6082.

Compusii au fost aplicati In concentratii de 25, 50 si 75% din valoarea CMI pentru
fiecare i1n mod individual. Au fost testate si combinatiile dintre compusii chimici si cei
naturali, in aceleasi concentratii, care constituie 25, 50 si 75% din CMI pentru fiecare
compus luat in parte.
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Fig. 4.8. Actiunea compusilor chimici si biologici si a combinatiilor lor asupra activititii
hemolizinei la Candida albicans si la Candida tropicalis

Cele mai bune rezultate au fost obtinute in cazul aplicarii combinatiilor de 75% CMI
a compusilor chimici noi si biologici. In acest caz, pentru Candida albicans cele doui
combinatii mentionate mai sus au aratat inhibitie totala a activitatii hemolizinice (Figura
4.8). In cazul Candida tropicalis de asemenea, au fost obtinte rezultate foarte bune la acest
nivel de concentratii, dar putin mai modeste comparativ cu specia C. albicans.

Activitatea fosfolipazei fungice si modificarea ei sub actiunea compusilor biologici
si chimici si a combinatiilor acestora este redata in figura 4.9.

Un alt factor de patogenitate studiat a fost activitatea proteinazei. Concentratiile de
25% CMI ale compusilor biologici si chimici aplicate n mod individual nu au avut un efect
de inhibarea activitatii proteinazice eliberate de C. tropicalis. La tulpinile de C. albicans,
chiar si aceasta concentratie a dus la o crestere cu 12,4 — 20,9% a valorii indicelui Fz
comparativ cu martorul. Concentratia de 50% CMI a compusilor biologici si chimici aplicati
au avut un efect uniform in cazul C. tropicalis, provocand o crestere a indicelui Fz cu 11,3-
14,9% fatd de martor. In cazul concentratiei de 50% CMI indicele Fz la C. albicans, a
crescurt in limite destul de inguste — cu 16,3-28,1% fata de martor, dar totusi, mai pronuntat
in cazul compusilor chimici, decéat a celor biologici. Concentratia de 75% CMI a dus la o
majorare uniforma a valorii Fz, variind in limite destul de inguste in functie de specie si
compus — de la 0,64 pana la 0,80.
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Fig. 4.9. Actiunea compusilor chimici si biologici si a combinatiilor lor asupra activititii
fosfolipazei la Candida albicans si Candida tropicalis

Proteinaza pare a fi cel mai rezistent factor de patogenitate la actiunea compusilor
selectati aplicati in mod individual, comparativ cu hemolizina si fosfolipaza fungica, care
au fost mai sensibile. Combinatiile dintre compusii biologici si cei chimici au fost mai active,
comparativ cu compusii aplicati in mod individual (Figura 4.10). La concentratiile de 25%
CMI ale compusilorin combinatii, valoarea indicelui Fz a crescut cu 12,9-24,6% comparativ
cu martorul la ambele specii. La concentratia de 50% CMI a compusilor testati inca doua
combinatii ies in evidenta. Acestea sunt combinatiile dintre PCM2 si cei doi compusi
chimici cu continut de cupru. Concentratiile de 75% CMI a substantelor Tn combinatii au
asigurat un nivel foarte Tnalt de inhibitie al activitatii proteinazei, valorile Fz fiind peste 0.9
pentru ambele specii si toate combinatiile analizate. Astfel, chiar daca la nivel de substante
aplicate In regim de monositem, proteinaza se parea a fi un factor de patogenitate mai putin
sensibuil la actiunea compusilor selectati, combinatiile dintre acestia au efecte sinergice
pronuntate, inhiband semnificativ activitatea acestui factor.

Pattern-urile de interactiune ale culturilor de fungi levuriformi cu compusii chimici,
biologici si combinatiile acestora sunt foarte apropiate intre ele si scot in evidenta efecte
foarte pronuntate ale combinatiilor de compusi, in comparatie cu compusii aplicati in mod
individual. Fenomenul efectelor antifungice performante ale combinatiilor dintre compusii
chimici si cei biologici se bazeaza pe interactiunea preponderent sinergica dintre acestea,
dovedit prin aplicarea modelului indicelui de concentractie al inhibitiei factoriale (ICIF).
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Fig. 4.10. Actiunea compusilor chimici si biologici si a combinatiilor lor asupra activititii
proteinazei la Candida albicans si la Candida tropicalis
Explorarea acestui fenomen poate asigura reducerea dozei de compus chimic de 4-32
de ori in conditiile aceluiasi efect antifungic.

5. NANOPARTICULE DE AG STABILIZATE CU DIVERSI DERIVATI
NATURALI SI PROPRIETATILE LOR ANTIFUNGICE

5.1. Caracterizarea noilor nanosisteme antifungice bazate pe nanoparticule de
argint generate din pululan, 6-carboxi pululan si deriviati celulozici

In acest subcapitol sunt prezentate rezultatele caracterizirii nanoparticulelor de argint
obtinute in dezvoltarea de noi nanosisteme antifungice, bazate pe AgNPs si stabilizate cu
derivati naturali, precum polizaharidele: pululan, 6-carboxipululan (pululan oxidat) si
diversi derivati celulozici in scopul utilizarii ulterioare in diferite domenii ale medicinei,
inclusiv in dezvoltarea de noi formule farmaceutice cu efect antifungic.

Intr-o prima parte a acestei directii de cercetare a fost efectuata oxidarea pululanului
la 6-carboxipululan in prezenta radicalului 2,2,6,6-tetrametilpiperidina-N-oxil (TEMPO),
radical nitroxilic extrem de eficient in reactiile de oxidare selectiva a polizaharidelor.
Reactia de oxidare a pululanului a fost realizatd in conditii de presiune atmosferica, la
temperatura camerei si la pH 10. Reactia de oxidare a pululanului in prezenta sistemului
TEMPO/NaBr/NaOCI (Figura 5.1.) poate fi privita ca un proces in trepte, distingandu-se
trei etape diferite: 1. Formarea hipobromitului de sodiu (NaOBr) in mediul de reactie, in
prezenta hipocloritului de sodiu (NaOCI) si a bromurii de sodiu (NaBr); II. Formarea ionului
de oxoamoniu in mediul de reactie; III. Oxidarea grupelor alcoolice primare la grupe
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carboxilice, cu formarea intermediara a gruparilor aldehidice. Pentru a confirma oxidarea
pululanului la 6-carboxipululan s-a utilizat atat spectroscopia in infrarosu cu transformata
Fourier (FT-IR), cat si spectroscopia de rezonanta magnetica nucleara (RMN), rezultatele
investigarii fiind prezentate in continuare.

Oxidarea pululanului poate fi observata cu usurinta cu ajutorul spectroscopiei FTIR.
Figura 5.2. prezenta spectrele FTIR ale probei de pululan initial si ale probei de pululan
oxidat. Pentru a se evita interferenta benzilor de absorbtie ale apei (1647 cm-1) cu banda de
absorbtie a grupdrilor carboxilice, pululanul oxidat a fost acidifiat cu o solutie de HCIl
(0,5M), grupele —COONa, fiind convertite la —COOH, banda de absorbtie specifica
grupdrilor carboxilice aparand la un numar de undd mai mare. Analizdnd comparativ
spectrele, se observa ca in cazul pululanului oxidat apare o noud banda la 1701 cm-1,
specifica gruparilor carboxilice.

Microscopia electronica de baleiaj cu sistem de analiza elementalda (EDAX) ofera,
1nf0rma‘;11 Valoroase despre compozr;la elementala a probelor investigate (Figura 5.1.)
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Fig. 5.1. Date SEM-EDAX ale nanoparticulelor de argint si spectrele EDAX

Studiul dat a presupus combinarea unei derivati celulozici (CA, HPC, MC si EC) cu
solutia de AgNO3 la temperatura camerei. Solutia de polimer si-a schimbat culoarea la
adaugarea solutiei de azotat de Ag, de la incolor la galben-deschis spre maro-inchis, in
functie de derivatul celulozic utilizat, indicind formarea de AgNP-uri (Figura 5.2.).

Fig. 5.2. Obtinerea Nanoparticulelor de argint mediata de derivatii de celuloza acetatul de
celuloza (CA), etilceluloza (EC), metilceluloza (MC) si hidroxipropilceluloza (HPC)
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In aceste sisteme, derivatii celulozici au capacitatea de a reduce ionii de Ag+ la argint
elementar, aparand fenomenul de rezonanta plasmonica de suprafata (SPR) (Figura 5.8).
Practic, prin combinarea celor doua solutii, ionul de argint a interactionat cu derivatul
celulozic si a creat un complex Ag [derivat de celulozad] +. Ca precursor intermediar,
derivatul celulozic a transformat Ag+in (Ag [derivat de celuloza]). AgNP-urile formate sunt
stabilizate coloidal, prin intermediul sarcinilor negative ale derivatilor celulozici care
acopera grupdrile incarcate pozitiv de pe suprafata lor (Ag [derivat celulozic]).

5.2. Screening-ul calitativ al sensibilitatii tulpinilor tip i clinice de fungi fatd de
potentiala actiune antifungica a nanoparticulelor de Ag generate din polizaharide

Evaluarea distributiei tulpinilor clinice testate cu referire la potentialul antifungic al
nanoparticulelor de argint generate din polizaharide denota apartenenta la cinci genuri de
fungi: Candida 94,0% (II 95% 91,9-96,2), Cryptococcus — 1,0% (II 95% 1,2-3,2),
Magnusiomyces — 1,0% (Il 95% 1,2-3,2), Saccharomyces — 3,0% (Il 95% 0,9-5,2) si
Trichosporon — 1,0 (IT 95% 1,2-3,2). Genurile Magnsiomyces capitatus si Trichosporon
asahii au fost reprezentate de o singura specie fiecare cu cate un izolat — 1,0% (I 95% 1,2-
3,2). Genul Saccharomyces a fost reprezentat de o singura specie - S. cerevisiae cu trei
izolate — 3,0% (I1 95% 0,9-5,2). Cel mai numeros gen din acest studiu a fost Candida spp.,
cu 15 specii si 94,0% (11 95% 91,9-96,2) din izolatele clinice. Cele mai multe izolate au fost
reprezentate de specia Candida glabrata cu 27,0% (If 95% 24,9-29,2) din izolate, urmata
de specia Candida albicans cu 23,0% (I 95% 20,9-25,2) din izolate si Candida parapsilosis
cu 16,0% (I 95% 13,9-18,2). Candida krusei a fost reprezentata de 5,0% (IT 95% 2,9-7,2);
Candida guilliermondii si Candida tropicalis - cu cate 4,0% (Il 95% 1,9-6,2) fiecare;
Candida lusitaniae - cu 3,0% (IT 95% 0,9-5,2)e; Candida famata, Candida kefyr, Candida
norvegensis si Candida utilis - cate 2,0% (IT 95% 0,2-4,2) fiecare;si Cryptococcus
neoformans, Candida pulcherrima, Candida pelliculosa, Candida dubliniensis, Candida
robusta — cu cate 1,0% (1T 95% -1,2-3,2) fiecare.

Screening-ul calitativ al activitatii antifungice a nanoparticulelor de argint (AgNPs)
generate din pululan, 6-carboxipululan si derivati celulozici (AgNPs-MC, AgNPs-HPC,
AgNPs-CA, AgNPs-EC) pe tulpini tip de C. albicans ATCC 10231, C. auris CBS 10913,
C. glabrata ATCC 90030, C. parapsilosis ATCC 22019, C. guilliermondii IP 1055, C.
krusei ATCC 6258, C. lusitaniae RTCC 1120, C. pelliculosa RTCC 1029 si al izolatele
clinice de fungi levuriformi a fost realizat prin metoda difuziunii cu agar. Metoda a presupus
addugarea AgNP-urilor testate la mediul de cultura preinoculat cu suspensie microbiana si
misurarea zonei clare cauzate de inhibarea cresterii dupd 24 de ore de incubare. In linii
generale, pentru toate tipurile de AgNP-uri a fost demonstrata eficienta foarte ridicata in
cazul majoritatii tulpinilor testate, efectul nefiind datorat solventului.

Rezultatele activitdtii antifungice a AgNPS generate din polizaharide (derivati
celulozici, pululan si 6-carboxipululan) au demonstrat rezultate promitdtoare asupra
fungilor, in special asupra levurilor. Astfel, conform datelor obtinute, toate cele patru tipuri
de nanoparticule de Ag noi (PAg, POAg, C4, C5), in limitele concentratiilor testate, au
manifestat efect antifungic fata de anumite tulpini si la diferite concentratii aplicate.

Nanoparticulele POAg au manifestat actiune antifungica fata de tulpinile clinice
testate. Pentru 91,0% (Ii 95% 88,9-93,2) dintre acestea efectul minim de inhibitie a fost
obtinut la concentratia de 26,25 pg/ml, pentru celelalte 9,0% (I 95% 6,9-11,2) de tulpini

28



(cinci tulpini de C. albicans si cate o tulpina de C. glabrata, C. parapsilosis, C. famata si
de C. pulcherrima) — la concentratia de 52,5 pg/ml.

In cazul nanoparticulelor C4, efectul antifungic a fost obtinut la concentratii putin mai
ridicate. Cele mai active substante cu efect antifungic au fost nanoparticulele C5.

Cercetarca realizata demonstreaza eficienta celor patru tipuri de nanoparticule de
argint fata de 18 specii de fungi patogeni, inclusiv dermatofiti. Pentru marea majoritate din
cele 100 de tulpini testate, concentratiile de nanoparticule care inhiba 100% cresterea
fungilor este de pana la 50 pg/ml, ceea ce permite a examina aceste nanomateriale in calitate
de remedii alternative (ori adjuvante la terapiile existente) antifungice, in special de
perspectiva in cazul tulpinilor rezistente la preparate antifungice.

Microscopia electronicd de scanare (SEM) a fost utilizata pentru a pune in evidenta
modificarile ultrastructurale ale celulelor fungice in prezenta AgNP-urilor folosind derivati
celulozici dupa 24 de ore de incubare. Evaluarea microscopica a fost realizata pe specia C.
albicans ca control fara AgNPs unde s-a observat ca celulele netratate au fost agregate, bine
definite, cu o suprafatd netedd a celulei, forma ovala si celule levurice care se multiplica
prin burjeonare (Figura 5.3., a/b). In schimb, imaginile SEM ale celulelor de C. albicans
tratate cu nanoparticulele de argint testate au indicat denaturarea peretelui celular si
eliberarea matricei intracelulare (Figura 5.3, a/b).
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Fig. 5.3. Reprezentarea grafica al efectului AgNPs asupra C. albicans utilzand microscopia
electronica [SEM]: a) C. albicans fara tratament, celulele sunt bine definite, cu suprafata neteda si
forma ovali b) C. albicans dupa tratamentul cu AgNP se observa reductia si distorsiunea celulelor

levurice prin eliberarea continutului intracitoplasmatic

5.3. Evaluarea proprietdtilor antifungice ale nanoparticulelor de Ag generate din
pululan, din 6-carboxipululan comparativ cu cele pe bazd de derivati celulozici

In prezentul studiul s-au efectuat testdri comparative pentru a evalua impactul
nanoparticulelor de Ag stabilizate cu utilizarea polizaharidelor si anume cele generate din
pululan cu cele obtinute pe baza de derivati celulozici.

Avantajul nanoparticulelor de Ag stabilizate cu derivati celulozici este in prezentat de
metodologia de obtinere a acestora fiind una simpla si nu presupune utilizarea de agenti
nocivi toxici si de factori fizici externi ( temperatura, presiunea etc.) ci doar a materialelor
ieftine si uzuale (celuloza este cel mai raspandit material organic biodegradabil).

Rezultatele testarilor si ale indicilor valorilor concentratiei minime fungicida a
activitatii nanoparticulelor de Ag generate din pululan, comparativ cu cele ale AgNPs
stabilizate cu derivati celulozici, au prezentat un efect antifungic ridicat fata de toate speciile
levurice luate 1n studiu si valori ale CMI mult mai mici si mai uniforme.
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6. MODIFICAREA MARKERILOR STRESULUI OXIDATIV, SISTEMULUI
ANTIOXIDANT SI A PATTERNULUI INFLAMATOR SUB INFLUENTA
COMPUSILOR BIOLOGIC ACTIVI

6.1. Activitatea compusilor biologic activi asupra parametrilor stresului oxidativ si
ai sistemului antioxidant

Capitolul cuprinde descrierea modului privind rezultatele studiului axat pe actiunea
compusilor monocomponenti si policomponenti asupra intensitatii reactiilor de oxidare cu
radicali liberi in materialul biologic prin aprecierea unor indici ai stresului oxidativ si a
sistemului antioxidant. Sunt prezentate rezultatele evaluarii expresiei unor citokine pro- (IL-
6, IL-1PB si TNF-a) si antiinflamatoare (IL-10) sub influenta compusilor chimici si biologici
testati, separat si in combinatie.

Evaluarea intensitatii reactiilor de oxidare cu radicali liberi in materialul biologic s-a
realizat prin aprecierea unor indici importanti ai proceselor de peroxidare, cum ar fi nivelul
dialdehidei malonice, produselor proteice de oxidare avansata, precum si a sistemului
antioxidant: superoxid dismutaza, catalaza, activitatea antioxidanta totala, glutation S-
transferaza, glutation peroxidaza, glutation reductaza. Stresul oxidativ este un dezechilibru
dintre speciile reactive de oxigen, numite si oxidanti (€X., radicali liberi, metaboliti reactivi
s.a.) st antioxidanti, in avantajul oxidantilor manifestat prin procese distructive ale celulelor
si impact semnificativ asupra intregului organism.

6.2. Modificarea nivelului parametrilor citokinelor proinflamatoare i
antiinflamatoare

Interactiunea fungilor cu citokinele proinflamatorii declanseaza raspuns inflamator.
in lucrare s-a studiat expresia citokinelor pro- (IL-6, IL-1B si TNF-) si antiinflamatoare
(IL-10) sub influenta compusilor chimici, biologici testati, separat si in combinatie.

Analiza masurarilor efectuate pentru interleukinele de tip 1, (IL-1, pg/ml) a
demonstrate valoarea maximala in lotul C1 (Mediana = 51,0, IQR =1,35), valoarea minima
in lotul N2 (Mediana =47,5, IQR = 1,58) (Figura 6.1.). Analiza masurarilor efectuate pentru
factorul de necroza tumoralda (TNF-o0, pg/ml) a ardtat valoarea maximald in lotul CI
(Mediana = 102, IQR = 6,08), valoarea minima in lotul N2 (Mediana = 78,6, IQR = 2,28)
(Figura 6.2.).
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Fig. 6.1. Tendintele distribuirii valorilor TNF-a, Fig. 6.2. Tendintele distribuirii valorilor
pg/ml din loturile cercetate IL-1, pg/ml din loturile cercetate
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Analiza masurarilor efectuate pentru interleukinele de tip 6, (IL-6, pg/ml) a
demonstrate valoarea maximald in lotul C1 (Mediana = 150, IQR = 3,70), valoarea minima
in lotul N2 (Mediana = 106, IQR = 3.80) (Figura 6.3.). Analiza masurarilor efectuate pentru
interleukinele de tip 10, (IL-10, pg/ml) a aratat valoarea maximala in lotul N2 (Mediana =
106, IQR =5,13), valoarea minima in lotul C1 (Mediana = 58,4, IQR = 2,73) si lotul Martor
(Mediana = 58,9, IQR = 2,45) (Figura 6.4.).

6.3. Analiza comparativd a parametrilor din loturile cercetate

Evaluarea comparativa a loturilor cercetate a fost realizata prin testul Friedman iar
analiza post hoc utilizind corectia Benjamini Hochberg. Evaluarea comparativa a datelor
pentru DAM, uM/L din loturile cercetate a prezentat semnificatie statistica (Friedman chi-
square = 92,703, df = 8, p-value = 2.2e-16), ceea ce permite de a considera ipoteza
alternativa (cel putin doud loturi din cele studiate difera dupa valoarea DAM, uM/L).
Marimea efectului medicatiei a fost estimatd ca una crescutd (Kendall W = 0,966). Analiza
post-hoc a evidentiat diferente statistic semnificative intre lotul Martor si toate loturile
cercetate, datele fiind prezentate in Tabelul 6.1. Evaluarea comparativa a datelor pentru
PPOA, uM/L din loturile cercetate a prezentat semnificatie statistica (Friedman chi-square
= 71,057, df = 8, p-value = 3,027e-12), ceea ce permite de a considera ipoteza alternativa
(cel putin doua loturi din cele studiate diferda dupa PPOA, uM/L). Astfel, a fost efectuata
evaluarea comparativa a datelor pentru DAM, PPOA, SOD, Catalaza, AAT cu ABTS, G-S-
T, GPO, GR, IL-1, TNF-qa, IL-6, IL-10. Pentru a evalua influenta extractului de S. platensis
(ES), extractului carotenoidicu continut de mixoxantofila s1 compusii chimici Cl
(C19H21BrCuN4S) si C2 (C17H19CuN503S;), precum si combinarea acestora asupra
markerilor stresului oxidativ, sistemului antioxidant si pattern-ului inflamator, a fost
utilizatd analiza heatmap. Aceasta metoda a permis reprezentarea grafica a datelor obtinute
in care valorile au fost redate cromatic, astfel facilitind prezentarea simplificata a datelor
complexe si, in final, intelegerea acestora dintr-o sigura privire (Tabelul 6.1.).
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Tabelul 6.1. Heatmap pentru sinteza evaluarii comparative parametrilor cercetati cu
lotul martor pentru substantele precum si combinarea acestora

Loturile

Martor, DAM,
pM/L
Martor, PPOA,
uM/L

Martor, SOD, u/c

Martor, Catalaza,
uM/L
Martor, AAT cu
ABTS, uM/L
Martor, G-S-T,
nM/s. L
Martor, GPO,
nM/s. L

Martor, GR, nM/s.

L
Martor, IL-1p,
pg/ml
Martor, TNF-a,
pg/ml
Martor, IL-6,
pg/ml
Martor, 1L-10,
pg/ml
diferenta statistic semnificativa, valoarea din lotul martor fiind mai mica
diferenta statistic semnificativa, valoarea din lotul martor fiind mai mare

diferenta statistic nesemnificativa
Nota: N1 —extract de S. platensis (ES); N2 — pigment carotenoidic mixoxantofila (MX); C1 - compusul chimic CL9H21BrCuN4S;
C2 - compusul chimic C17H19CuN503S; DAM — dialdehida malonica, PPOA — produse proteice de oxidare avansatd, SOD —
superoxid dismutaza, AAT — activitatea antioxidanta totald, GST — glutation S-transferaza, GPO — glutation peroxidaza, GR —

glutation reductaza, IL — interleukina, TNF — factorul de necroza tumorala.

6.4. Analiza corelationald in cadrul loturilor cercetate

In cadrul loturilor cercetate a fost utilizat coeficientul de corelatie al ordinului (testul
p Spearman) pentru a putea observa daca exista sau nu o corelatie intre parametrii inclusi in
cercetare. Astfel, in baza efectuarii acestei analize s-a demonstrat, ca unii parametri au
corelat pozitiv, iar Intre alti parametri nu s-a determinat nici o corelatie.

Astfel, analiza corelationald in loturi pentru variabilele cercetate a evidentiat
urmdtoarele rezultate: in lotul C1 valoarea absoluta maximald a coeficientului a fost
determinata intre SOD si IL-10 (0,57), ceea ce demonstreaza o asociere pozitiva intre acesti
parametri; in lotul C2 valoarea absolutd maximala a coeficientului a fost determinata intre
SOD si catalaza (-0,68), ceea ce demonstreaza o asociere negativa intre acesti parametri; in
lotul N1 valoarea absoluta maximala a coeficientului a fost determinata intre SOD si IL-10
(0,73), ceea ce demonstreaza o asociere pozitiva intre acesti parametri; in lotul N2 valoarea

32



absoluta maximala a coeficientului a fost determinata intre SOD si G-S-T (-0,76), ceea ce

demonstreaza o asociere negativa intre acesti parametri (Figura 6.5.).

w062 0.56

lllllllllllllllllllllllllll

w 0.61

lationala in lotul N2

~~~~~~~~~

-0.76
0.60

C d
Fig). 6.5. Analiza corelationala in cadrul loturilor cer)cetate:
a) C1; b) C2; c) N1; d) N2

Aceste valori 1n lotul C1 au fost urmate de asocierea intre G-S-T si IL-1 (0,56), SOD
si valoarea PPOA (-0,55), AATABTS si valoarea PPOA (-0,55), TNF si AATABTS (0,52),
in lotul C2 de asocierea intre DAM si PPOA (-0,62), SOD si G-S-T (-0,61), TNF si IL-6
(0,61), GR si IL-6 (0,57), SOD si valoareca DAM (0,56), AATABTS si IL-6 (-0,5), in lotul
N1 de asocierea intre DAM si PPOA (-0,71), GPO si G-S-T (0,62), AATABTS si IL-6 (-
0,62), Catalaza si valoarea DAM (-0,55), IL-1 si IL-10 (-0,5), in lotul N2 de asocierea intre
TNF si PPOA (0,65), Catalaza si GR (0,6), SOD si IL-1 (-0,59), GPO si IL-1 (0,57), valoarea
Catalazei si PPOA (0,55), valorile SOD si Catalaza precum si GR si IL-10 fiind asociate la
fel (-0,54) ceilalti coeficienti fiind mai mici de 0,5, totalitatea indicatorilor avind si baza
logica in afard de legatura matematica.

Analiza corelationala (testul p Spearman) in loturi pentru variabilele cercetate a
evidentiat urmatoarele rezultate: in lotul CI1+N1 valoarea absoluta maximala a
coeficientului s-a determinat intre DAM/GPO si GPO-GR (-0,59), ceea ce demonstreaza o
asociere negativa intre parametri In ambele cazuri; in lotul C1+N2 valoarea absoluta
maximala a coeficientului a fost determinata intre SOD si G-S-T (-0,67), ceea ce
demonstreaza o asociere negativa intre parametrii prezentati; in lotul C2+N1; valoarea
absoluta maximal a coeficientului a fost determinata intre GPO si G-S-T (0,77), ceea ce
demonstreaza o asociere pozitivd intre parametrii prezentati; in lotul C2+N2; valoarea
absoluta maximald a coeficientului a fost determinata intre aceste valori in lotul C1+N1 au
fost urmate de asocierea intre TNF si AATABTS (0,58), SOD si IL-10 (0,57), GPO si IL-
10 (0,55), GR-PPOA si GR-IL-6 (0,54), GR si PPOA (-0,53), PPOA si IL-1 (0,51); C1+N2
de asocierea intre GPO si IL-10 (0,62), DAM si IL-6 (0,57), GPO si IL-6 (-0,53), valoarea
Catalazei cu AATABTS si valoarea Catalazei cu IL-6 (-0.52), GPO si Catalaza (0,51);
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C2+N1 de asocierea intre Catalaza si GR (0,70), GR si IL-1 (0,69), IL-6 si AATABTS
(0,63), DAM si GST (-0,58), DAM si valoarea Catalazei (-0,5);C2+N2 de asocierea intre
IL-1 si AATABTS (-0,72), TNF si IL-10 (-0,62), DAM si IL-6 (0,61).

Astfel, compusul bromo{N-ciclohexil-N'-[fenil(piridin-2-il)metiliden] carbamo
hidrazono-tioat}cupru  (C1) si  compusul nitrato{N-tert-butil-N'-[fenil(piridin-2-il)
metiliden]carbamohidrazono-tioat}cupru (C2) prezinta efecte negative; extractul de S.
platensis (N1) prezinta, incontestabil, efecte positive; extractul carotenoid cu continut de
mixoxantofila (N2) a demonstrat efecte similare cu extractul de S. platensis (N1), cu
exceptia modificdrilor nesemnificative pentru PPOA. Efectele pozitive ale combinatiilor,
mai ales asupra sistemului antiinflamator si a sistemului DAM — PPOA, sunt determinate
de extractul de S. platensis (N1) si de extractul carotenoid cu continut de mixoxantofila.
Reiesind din rezultatele cercetarii din cadrul acestui studiu, extractul de S. platensis (N1) si
extractul carotenoid cu continut de mixoxantofild, avind caracteristici optimale privind
efectele asupra sistemelor cercetate, prezinta un potential efect antifungic fapt ce
argumenteaza necesitatea continudrii cercetarilor in Vivo.

Analiza corelationala in lotul C1+N1 Analiza corelationala in lotul C1#N2

DAM -0.59 DAM 0.57
PPOA 0.54 0.51 PPOA 0.47 0.46
0.57
Catalaza Catalaza 051
AATABTS 0.58 047 \ AATABTS 0.43
PO 5 0.55 o 0.62
R 0.54 R 0.48
0.46
™ (0.44 THF
~ L&
[
a) b)
Analiza corelationala in lotul C2+N1 Analiza corelationala in lotul C2+N2
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PPOA ) reon 0.46 0.52 0.48
500 0.45 500 0.52
waza (.43 (.48 0.70 Catalaza 0.58 0.51 0.88
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-1
™
IL-6
L6
— — — IL-10
110
c) d)

Fig. 6.6. Analiza corelationali in cadrul loturilor cercetate:
a) C1+N1; b) C1+N2; c) C2+N1; d) C2+N2

Catalaza si GR (0,88), ceea ce demonstreaza o asociere pozitiva intre acesti parametri
(Figura 6.6.). Catalaza si G-S-T (0,58), G-S-T si GPO (0,54), PPOA si Catalaza precum si
SOD si IL-10, avand asociatia pozitiva (0,52 in ambele cazuri), Catalaza si GPO (0,51),
totalitatea indicatorilor avand si baza logica in afard de legatura matematica.
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CONCLUZII GENERALE:

1. Candida albicans a fost cel mai frecvent agent fungic izolat din biosubstraturile umane
in cadrul acestui studiu (61,5%), iar dintre speciile de Candida non-albicans (NAC), care
au constituit o parte substantiala din tulpinile clinice izolate (38,5%), a prevalat Candida
glabrata (56,8%,) urmata de Candida krusei (31,8%), Candida parapsilosis (5,3%) si
Candida tropicalis (2,4%). Repartizarea speciilor de Candida in functic de specimenele
biologice este neuniforma. Astfel, unele specii au fost recuperate din toate specimenele clinice
(C. albicans si C. glabrata), in timp ce altele doar in unele (ex., C. dublinensis, C.
norvegensis in prelevatele din caile respiratorii). Distributia speciilor de Candida non-
albicans in raport cu proba clinica nu a variat semnificativ, acestea prevaland in probele
de urini (20,8%), urmate de cele de sputi/aspirat bronsic (14,7%). Imbucuritor este
faptul, ca izolatele clinice nu atesta indici majorati de rezistenta la antifungice.

2. Rezultatele cercetarilor factorilor de patogenitate ai tulpinilor de levuri nu au demonstrat
diferente evidente a expresiei acestora in functie de biosubstrat si de specia testata.
Totodata, s-a atestat 0 exprimare putin mai inalta a enzimelor la C. albicans, comparativ cu
Candida non-albicans, ceea ce permite supravietuirea si implicarea acestor specii in
invazie, evitarea raspunsului imun al gazdei si dezvoltarea formelor mai severe de IFI, drept
consecinta persistenta si dificultati de eradicare a infectiei. La Candida non-albicans s-au
observat unele diferente in gradul de expresie a factorilor de patogenitate. Astfel, C.
tropicalis a prezentat cel mai frecvent activitate esterazica, C. glabrata si C. krusei —
activitate hemolizinica si capacitate de inactivare a activitatii lizozimului.

3. Activitate antifungica naltd fatd de fungii levuriformi cercetati au prezentat cinci
compusi chimici noi ai cuprului cu tiosemicarbazone, cu aldehide si cu cetone. Acesti
compusi prezintd interes in calitate de potentiali candidati pentru devoltarea de preparate
antifungice cu efecte directionate asupra fungilor levuriformi. Preparatele carotenoide cu
continut de mixoxantofild au prezentat activitate antifungica mai pronuntatd, comparabila
cu cea a celor cinci compusi chimici enumerati mai sus. Intrucat susceptibilitatea
tulpinilor de referinta s-a dovedit a fi apropiata de cea a tulpinilor clinice, rezultatele
obtinute in cadrul testelor primare pe culturi de referintd, prin care se studiaza compusii
chimici tiosemicarbazonati cu continut de cupru, pot fi extrapolate, cu un nivel foarte Tnalt
de probabilitate, si asupra tulpinilor clinice.

4. Activitatea antifungicd a combinatiilor dintre compusii chimici si cei biologici se bazeaza
pe interactiunea preponderent sinergica dintre acestea, dovedita prin aplicarea modelului
indicelui de concentractie al inhibitiei factoriale. Compusii chimici si biologici aplicati
fiecare in parte, cat si combinatie, au avut efecte performante de inhibare a factorilor de
patogenitate manifestati de speciile C. albicans si C. tropicalis, provocand diminuarea
semnificativa a activitdtii exoenzimelor de patogenitate, blocand capacitatea de formare
a biofilmelor, inhiband total ori partial activitatea antilizozim si anticomplementara a
fungilor patogeni. Combinatiile dintre preparatele biologice si compusii chimici sunt mai
eficiente 1n raport cu factorii de patogenitate decat compusii aplicati individual. Efectele
sinergice, generate intre principiile active constituente, au determinat cresterea capacitatii
de inhibare a dezvoltarii agentilor fungici.

5. Nanoparticulele de argint stabilizate cu derivati naturali, precum pululanul si derivatii
celulozici, au demonstrat actiune inhibitorie atat asupra tulpinilor de referintd, cat si
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asupra fungilor izolati din biosubstraturile clinice. Activitatea antifungica s-a dovedit a fi
relativ uniforma impotriva tuturor tulpinilor testate la un nivel relativ de concentratii
apropiate. Sistemele pe bazd de derivati naturali de noua generatie au ca scop depasirea
inconvenientelor anterioare legate de incorporarea si toxicitatea AgNPs, iar activitatea
antifungica inalta a AgNPs in vitro, demonstrata in prezentul studiu, necesita investigatii
suplimentare in vivo, precum standardizarea si stabilizarea, si cercetari toxicologice
corespunzatoare pentru a le face aplicabile ca preparate antifungice.

. Efectele pozitive in cadrul combinatiilor, mai ales asupra sistemului antiinflamator si a
sistemului DAM — PPOA, sunt determinate de extractele N1 si N2, caracteristici optimale
avand combinatia C2+N2. Pe de alta parte, efectul asteptat de potentare a fost slab
exprimat. Acest fapt poate fi observat prin analiza evolutiei indicatorilor studiati in lotul
N2 si lotul C2+N2 (complet din punct de vedere al efectelor asteptate). Conform
rezultatelor cercetdrilor efectuate n acest studiu, compusii N1 si N2 prezinta caracteristici
optimale privind efectele asupra sistemelor cercetate, potential efect antifungic, ceea ce
argumenteaza necesitatea continuarii cercetarilor in vivo in vederea confirmarii acestor
date. Fara aceste cercetari nu se pot trage concluzii defintive privind efectul cantitativ al
compusilor studiati, ceea ce constiue una dintre limitarile cercetarii efectuate. Totodata,
rezultatele obtinute oferd noi perspective de cercetare a actiunii compusilor studiati in
diverse afectiuni caracterizate prin perturbarea functiilor sistemului de protectie
antioxidanta.

. In raport cu obiectivul privind evaluarea modificarilor unor parametri biochimici ai
izolatelor fungice sub influenta compusilor monocomponenti si in combinatie se poate
mentiona ca extractele de spirulind nu au efect toxic direct asupra fungilor studiati, iar
compusii chimici studiati i aplicati in concentratii minim inhibitorii produc efecte toxice
pronuntate asupra izolatelor fungice analizate. Actiunea combinata a compusilor asupra
parametrilor investigati demonstreaza eficacitatea lor in calitate de potentiali agenti
antifungici, in conditiile in care concentratiile compusilor chimici sunt de 2-4 ori mai mici
comparativ cu cele aplicate in cazul utilizarii lor separate. Compusii chimici si cei naturali
actioneaza sinergist, prin mecanisme neevidentiate in cadrul acestui studiu, dar care le
ofera perspective mari in calitate de agenti antifungice cu grad redus de toxicitate si
potential scazut de formare a rezistentei.

. In contextul influentei compusilor biologic activi asupra parametrilor fiziologici in vitro
se atesta efecte pozitive ale acestora asupra tuturor parametrilor studiati, manifestate prin
micgorarea Vvalorii indicilor stresului oxidativ, sistemului proinflamator si cresterea
potentialului antioxidant si antiinflamator, in timp ce compusii chimici au prezentat efecte
negative, determinand valori crescute pentru indicii stresului oxidativ §i componentele
sistemului proinflamator, favorizand sistemele antoxidant si antiinflamator. In cazul
compusilor combinati s-au observant efecte pozitive, in special asupra sistemului
antiinflamator si a indicilor stresului oxidativ.
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RECOMANDARI
Pe baza rezultatelor obtinute in cadrul acestei cercetari au fost elaborate unele

recomandari pentru aplicare in practica:

1.

2.

Crearea unui sistem national de supraveghere si control a infectiilor fungice si
consolidarea capacitatilor de diagnostic de laborator in domeniul micologiei medicale.
Implementarea in practica laboratoarelor medicale a testelor rapide de identificare cu
specificificitate, sensibilitate Tnaltd de evidentiere a expresiei factorilor de patogenitate
Elaborarea ghidurilor, procedurilor, protocoalelor clinice nationale si organizarea
instruirii specialistilor implicati in supravegherea si controlul infectiilor fungice.
Propunerea spre utilizare a tehnologilor de combinare a preparatelor biologice,
compusilor chimici si a nanoparticulelor de Ag stabilizate cu derivati naturali in vederea
elaborarii a medicamentelor policomponente eficiente in terapia infectiilor fungice.

Directii si sugestii de cercetare de perspectiva
Rezultatele studiului realizat pot fi utilizate pentru continuarea cercetarilor

directionate spre dezvoltarea unor metodologii de diagnostic rapid al infectiilor fungice, al
preparatelor farmaceutice originale eficiente asupra fungilor filamentosi in calitate de terapii
alternative cu toxicitate redusa asupra organismului.
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10.

11.

12.

13.

14,

15.

16.

17.
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ADNOTARE
BURDUNIUC Olga
PRODUSE INOVATIONALE CU ACTIUNE ANTIFUNGICA ASUPRA UNOR
AGENTI CAUZALI A1 MICOZELOR UMANE
Teza de doctor habilitat in stiinte medicale, Chisindu, 2023
Structura tezei: introducere, sase capitole, concluzii generale si recomandari practice,
bibliografia din 334 titluri, 20 anexe, 228 pagini de text de baza, 80 de figuri, 38 tabele.
Rezultatele obtinute sunt publicate in 60 de lucrari stiintifice si stiintifico-metodice.
Cuvinte cheie: fungi, factori de patogenitate, antifungce, nanoparticule de Ag.
Domeniul de studiu: Microbiologie, Virusologie medicala.
Scopul cercetarii: Evaluarea activitatii antifungice a unor noi compusi in vederea argumentarii
principiilor de elaborare a medicamentelor policomponente eficiente in terapia infectiilor
fungice.
micetelor levuriforme izolate din biosubstrate; (2) Evidentierea fenotipica a expresiei factorilor
de patogenitate a tulpinilor clinice de Candida spp; (3) Cercetarea potentialului antifungic a
noilor compusi chimici, biologici, nanoparticulelor de Ag generate din derivati celulozici
asupra tulpinilor de referinta si clinice; (4) Analiza activitatii sinergice, caracterizarea efectelor
antifungice a compusilor monocomponenti si policomponenti; (5) Evaluare actiunii compusilor
testati fata de exprimarea factorilor de patogenitate a Candida spp; (6) Studierea influentei
compusilor biologic activi asupra parametrilor biochimici.
Noutatea si originalitatea stiintifica: Pentru prima data a fost identificata, fundamentata
stiintific activitatea antifungica, antioxidanta si imunomodulatoare a unor noi substante biologic
active asupra micetelor levuriforme cu evidentierea proprietatilor de inhibitie a expresiei
factorilor de virulenta si brevetate in calitate de produse inovationale cu actiune antifungica.
Problema stiintifica solutionata: evaluata actiunea antifungicd a unor noi compusi chimici,
biologici, nanoparticulelor de Ag generate din derivati celulozici ce serveste ca punct de plecare
pentru crearea directiei stiintifice aplicative si principii de sinteza a nanocompozitelor naturale
si produse inovationale combinate cu potential de actiune antifungica la costuri reduse.
Semnificatia teoretica si valoarea aplicativa a lucrarii: studiu realizat vine in consens cu
agendele de cercetare strategicd ale initiativelor internationale in domeniu, politicile in
domeniul sanatatii publice, obiectivele strategice a Planului Global de actiune privind rezistenta
la antimicrobiene oferind dovezi fiabile pentru dezvoltare de alternative antifungice combinate
cu valorificarea acestora in vederea obtinerii unor noi forme farmaceutice pentru terapia
infectiilor fungice si crearea unui sistem de supraveghere a rezistenti la antifungice in Republica
Moldova.
Implementarea rezultatelor stiintifice: Rezultatele privind evidentierea expresiei factorilor
enzimatici ai levurilor, ghidurile practice privind diagnosticul fungilor in biosubstrate au fost
implementate in activitatea laboratoarelor microbiologice din cadrul retelei nationale publice si
private, in procesul didactic de pregatire a cadrelor medicale USMF, , Nicolae Testemitanu”,
Centrul de excelenta in medicind s1 farmacie ,,Raisa Pacalo”.
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AHHOTANUSA
BYPAYHIOK Oubra
WHHOBAIIMOHHBIE MMPENMAPATHI C TPOTUBOIPUEKOBBIM JJEMUCTBUEM HA
HEKOTOPBIE BO3BYJAUTEJIN MUKO30B YEJIOBEKA
Juccepranus 10KTOpa MeTuIUHCKNX HayK. Kumunes, 2023
CTpykTypa aMccepTallMU: BBEJCHHME, IIECTh TJiaB, OOIIKME BBIBOABI M TMPAKTHUYECKUE
pexomenpanuu, oudanorpadus u3 334 nanmeHoBanui, 20 MpuIoKeHUH, 228 CTpaHUIl OCHOBHOTO
Tekcta, 80 pucyHkoB, 38 Tabmuipsl. [lomydyennsie pe3ynbTarsl omyOauKoBansl B 60 HaydHOU U
Hay4YHO-METOJUYECKON CTaThe.
KuroueBble ciioBa:rpudbl, (pakToOphl MATOT€HHOCTH, MPOTHBOTPUOKOBBIE MpenapaThl HAHOYACTHII
cepebpa.
O0uacTh uccaenoBanusa: Mukpoobuosorusi, MenuuuHcKass BUPYCOJIOTHSL.
Hean uccinenoBanus: OleHKa TPOTUBOTPUOKOBBIX CBOMCTB M MEXaHU3MOB JICHCTBUSI HEKOTOPBIX
KOMIUIEKCHBIX COEAMHEHHMH C IeJIbl0 OOOCHOBAaHMS pPa3pabOTKHM HOBBIX NPOTHUBOIPUOKOBBIX
dbopMyJ1 U yCTAaHOBIICHUS TIEPCTIEKTUBBI KIIMHUYECKOTO IPUMEHEHHS.
3amaun wuccnenoanus: (1) YcraHoBieHuWe BHUIOBOE pa3zHOOOpa3ue, UYYBCTBUTEIBHOCTH K
MPOTUBOTPUOKOBBIM TpenaparaM JApPOXIKEBBIX T'pUOOB, BBIJCICHHBIX U3 OHocybcTpaToB; (2)
Brinenenue (eHOTUNIHUECKOM 3KCIpeccuu (PaKTOPOB MATOTEHHOCTH y KIMHUYECKHX IITAMMOB
Candida spp (3) MHccrnenoBanue mNPOTHBOIPUOKOBOIO MMOTCHIMATA HOBBIX XHMHYECKHX,
OMOJIOrMYECKUX COEMHEHUI, HAHOYACTHI] cepeOpa MOTyUYEeHHbIX U3 IPOU3BOAHBIX IIEJITI0I03bI, HA
STAJIOHHBIX M KJIMHUYECKHX InTamMmax; (4) AHaiIM3 CHHEPreTMYecKOW AaKTUBHOCTH,
XapaKTepU3yIOlel MOTEHIMANbHBIE MPOTHUBOTPUOKOBBIE A(P(HEKThl MOHOKOMIIOHEHTHBIX U
MOJIMKOMITOHEHTHBIX ~coeinHeHuii; (5) OleHka JeHCTBUSL TECTUPYEMbBIX COCIMHEHUW Ha
JKCIIpeccHio  (PaKTOpoB BHUPYJIEHTHOCTH; 6) M3ydyeHue BAMSHUS OHOJIOTMYECKH AaKTUBHBIX
COEJIMHEHUN HAa OMOXMMHYECKHE MTOKa3aTelH.
HayuHnasi HOBH3HAa M OpPUIMHAJBLHOCTBL. BIIEpBble Obla OmpenesieHa U HayyHO 0oOOCHOBaHa
NPOTUBOTPUOKOBAsI, AHTUOKCHUJAHTHAST ¥ HWMMYHOMOJYJUPYIOIIAs AaKTUBHOCTh  HOBBIX
OMONOTUYECKN aKTHBHBIX BEIIECTB B OTHOIIEHUH JIPOXKIKEBBIX TPUOOB C BBISIBICHHEM CBOWCTB
UHTHOWpOBaHMsS  dKcnpeccud  (GakToOpoB  BuUpyJleHTHOCTH. OHHM  3amaTEHTOBAaHBI  Kak
WHHOBAIIMOHHBIE TIPENapaThl ¢ MPOTUBOTPUOKOBBIM JICHCTBUEM.
PemienHasi HayuyHasi 3ajaya: IMpOBEJECHA OIIEHKAa MPOTUBOTPUOKOBOTO JEWCTBUSI HEKOTOPBIX
HOBBIX XHMHYECKHX, OUOJOTUYECKUX COCAMHEHUHN, HAaHOYACTUIl Ag, TOJyYeHHBIX U3
MPOU3BOJHBIX LIEJUIION03bI, YTO MOCIY>KUJIO OTIPABHOM TOUKOM Mg CO3JaHUS MPHUKIATHOTO
HAYYHOTO HAIPABJICHUS U MIPUHIIUIIOB CHHTE3a MPUPOIHBIX HAHOKOMIIO3UTOB M MHHOBAIIMOHHBIX
MPOJYKTOB B COYETAHHUH C MTOTSHIIMAIOM MPOTHUBOTPUOKOBOTO JIEHCTBUS MPU HU3KHUX 3aTpaTax.
Teopernueckasi 3HAYUMOCTb M NPUKJIAJIHAsI HEHHOCTh Pa0oThI: POBEACHHOE HCCIIEJOBaHHUE
corjacyercs €O CTpPaTeTMYeCKUMHU HCCIEAOBATEIbCKUMU MPOTpaMMaMU  MEKIYyHapOJHbIX
MHUIMATUB B JIaHHON 0O0JacTH, MOJUTHUKON B 00JIacTH OOIECTBEHHOIO 3/JpaBOOXPaHEHMS,
cTparerudyeckumu 1ensimu [ mobanpHoro [lnmana peiicTBuii mo GopnOEe C PE3HCTEHTHOCTHIO K
MPOTUBOMUKPOOHBIM TIperapaTam, MPEeAOCTaBIisis HaJSKHBIE JO0Ka3aTelIbCTBA JUIsl pa3padoTKa
MIPOTUBOTPUOKOBHIX AIbTEPHATUB B COUCTAHUU C UX KalUTAIU3AIUEHN C 1[ETbI0 MOTYyUYEeHHs] HOBBIX
JeKapCTBEHHBIX (OpM Ui Tepanuu TpUOKOBBIX MH(EKIUN W CO3JaHUS CUCTEMbl HAA30pa 3a
YCTOMYMBOCTHIO K TPOTUBOIPUOKOBBIM MpemnapaTtam B PecniyOnrike Momngosa.
BHenpeHue HAYYHBIX pPe3yJabTaTOB: Pe3yabTaThl 10 BBISBICHUIO SKCIIPECCHH (PEPMEHTATUBHBIX
(bakTOpOB APOKKEH, MPAKTUIECKHIE PYKOBOJICTBA IO AMATHOCTUKE TPrOOB B OrocyOcTpaTax ObLTN
BHEJIPCHBI B JIEATEIHHOCTh MHKPOOMOJIOTUYECKUX J1ab0OpaTopuii B paMKax HaIMOHAJILHOU
rOCyJAapCTBEHHONM W 4YacTHOW CeTH, B JAMJIAKTHUECKHI mporecc OOy4deHHs] MEIUIIMHCKHUOTO
nepcorasia KI'MYVY ,Hukonae Tecremurniany”, LleHTp mepenoBoro oneita B 00J1aCTH METUIIUHBI U
dapmanuu ,,Pauca [lakano”.
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SUMMARY
BURDUNIUC Olga
INNOVATIVE PRODUCTS WITH ANTIFUNGAL ACTION ON SOME CAUSAL
AGENTS OF HUMAN MYCOSES
PhD thesis in medical sciences, Chisinau, 2023

Thesis structure: introduction, six chapters, general conclusions and practical
recommendations, bibliography of 334 titles, 20 appendices, 228 pages of basic text, 80
figures, 38 tables. The obtained results are published in 60 scientific and scientific-
methodical works.

Key words: fungi, pathogenicity factors, antifungals, silver nanoparticles

Field of study: Microbiology, Medical Virology.
The purpose of the research: Evaluation of the antifungal activity of some new compounds
in order to argue the principles of developing polycomponent drugs effective in the therapy
of fungal infections.
The objectives of the research: (1) Establishing the diversity of species and sensitivity to
antifungals of the yeast fungi isolated from biosubstrates; (2) Phenotypic highlighting of the
expression of pathogenicity factors of clinical strains of Candida spp; (3) Research of the
antifungal potential of new chemical, biological compounds, Ag nanoparticles generated
from cellulosic derivatives on reference and clinical strains; (4) Synergistic activity analysis,
characterization of the antifungal effects of monocomponent and polycomponent
compounds; (5) Evaluation of the action of the tested compounds against the expression of
pathogenicity factors of Candida spp; (6) Studying the influence of biologically active
compounds on biochemical parameters.
Scientific novelty and originality: For the first time, the antifungal, antioxidant and
immunomodulatory activity of new biologically active substances on yeast fungi was
identified and scientifically substantiated, highlighting the properties of inhibiting the
expression of virulence factors and patented as innovative products with antifungal action.
The scientific problem solved: evaluated the antifungal action of some new chemical,
biological compounds, Silver nanoparticles generated from cellulosic derivatives which
serves as a starting point for the creation of the applied scientific direction and principles
for the synthesis of natural nanocomposites and innovative products combined with the
potential of antifungal action at low costs.
The theoretical significance and the applied value of the study: the study carried out is
in agreement with the strategic research agendas of the international initiatives in the field,
the policies in the field of public health, the strategic objectives of the Global Action Plan
on Antimicrobial Resistance providing reliable evidence for development of antifungal
alternatives combined with their capitalization in order to obtain new pharmaceutical forms
for the therapy of fungal infections and the creation of a surveillance system for resistant to
antifungals in the Republic of Moldova.

Implementation of the scientific results: The results regarding the highlighting of the
expression of the enzymatic factors of the yeasts, the practical guidelines regarding the
diagnosis of fungi in biosubstrates were implemented in the activity of the microbiological
laboratories within the national public and private network, in the didactic process of
training the USMF medical staff, ,Nicolae Testemitanu”, ,Raisa Pacalo” Center of
Excellence in Medicine and Pharmacy.
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