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REPERELE CONCEPTUALE ALE CERCETARII
Actualitatea si importanta cercetarilor. Aparitia rezistentei multiple la

medicamente la multe dintre microorganismele patogene devine o problema din ce in ce mai
proeminenta, care compromite in mod serios terapiile bazate pe antibiotice. Rezistenta la antibiotice
are ca rezultat reducerea gradului de eficacitate a medicamentelor antibacteriene si antifungice, ceea
ce face ca tratamentul maladiilor infectioase sa fie complicat, costisitor sau in anumite cazuri, chiar
imposibil. Criza rezistentei la antimicrobiene a fost atribuitad utilizarii gresite si in exces a acestor
agenti [1]. Aplicarea antibioticelor in diferite tratamente constituie principala abordare a medicinei
moderne in cazul infectiilor. Din pécate, aceastda abordare este compromisd deoarece cercetatorii nu
au reusit s mentind ritmul descoperirii antibioticelor in fata aparitiei rapide a agentilor patogeni
rezistenti emergenti. Datorita utilizarii aberante a antibioticelor, numerosi agenti patogeni au capatat
rezistentd multipla la aceste medicamente. Cel mai elocvent exemplu in acest sens sunt tulpinile de
Mycobacterium tuberculosis cu rezistentd multipla. Infectii bacteriene severe sunt de asemenea
provocate de reprezentantii genurilor Acinetobacter, Burkholderia, Campylobacter, Citrobacter,
Clostridium, Enterobacter., Enterococcus, Escherichia, Haemophilus, Klebsiella, Proteus,
Pseudomonas, Salmonella, Serratia, Staphylococcus [1, 3].

O epoca post-antibiotica, in care infectiile comune si leziunile minore pot ucide nu mai
poate fi luatd drept fantezie apocaliptica, fiind de fapt o posibilitate foarte reala a secolului XXI [2,
10-12].

Centrele internationale si nationale pentru controlul si prevenirea maladiilor, precum si alte
organizatii s1 experti recomanda aplicarea diferitor mdsuri, care pot reduce amploarea fenomenului
de antibioticorezistentd. Implementarea masurilor recomandate, cum ar fi: adoptarea programelor de
administrare a antibioticelor; imbunatatirea practicilor de diagnostic, supraveghere si prescriere;
optimizarea regimurilor terapeutice; profilaxia infectiilor, ar trebui sa fie eficiente in gestionarea
acestei crize [6, 9]. Alaturi de cele mentionate este clar, cd una dintre cele mai importante masuri in
acest sens este elaborarea si producerea de noi preparate antibiotice, principiul de actiune a carora
sa minimizeze ori chiar sa excluda posibilitatea de dezvoltare a rezistentei la antimicrobiene.

Comunitatea stiintifica s-a dedicat in mod exhaustiv descoperirii de medicamente noi, mai
sigure si eficiente, fie prin sinteza chimica dirijata a noilor compusi, fie prin exploatarea resurselor
naturale. Majoritatea agentilor chimici noi care trec cu succes cel putin primele faze ale studiului
clinic in ultimii ani sunt elaborati directionat si actioneaza pe un spectru restrans de agenti patogent,
cum ar fi pseudomonadele, stafilococii sau micobacteriile. Succesul acestor substante chimice noi
se bazeaza pe faptul, ca acestea au tinte noi, asupra cdrora nu actioneaza antibioticele aprobate
existente. Descoperirea de noi clase de substante chimice care sunt eficiente fatd de tintele

moleculare noi prezinta o oportunitate pentru o dezvoltare extinsa viitoare de agenti antimicrobieni



cu spectru larg de actiune. Efectele produselor naturale sunt determinate de diferite principii active,
metaboliti secundari sau fitochimicale precum alcaloizii, taninurile, terpenoidele, uleiurile esentiale,
flavonoidele, lectinele, celulele fagocitare si multi alti constituenti organici. Activitatea
antimicrobiana a complexelor naturale rezulta frecvent din activitatea catorva componente
individuale, care actioneazd in energie cooperantd, iar impactul clinic este asigurat de efectele
directe asupra microorganismelor patogene [8].

Pentru a asigura progrese semnificative in domeniul elaborarii substantelor cu efecte
antimicrobiene in conditiile unei rezistente sporite a patogenilor la antibiotice, este necesar de a
realiza cercetari in domeniul sintezei directionate de noi substante chimice, in directia descoperirii
de noi produse naturale cu efecte antimicrobine, dar si 1n elaborarea de combinatii polifunctionale,
componentele carora sunt orientate spre mai multe tinte concomitent, asigurand astfel succesul in

combaterea microorganismelor multirezistente.

Scopul lucrarii: evaluarea proprietitilor antimicrobiene ale compusilor chimici noi ai

multifunctionale cu compusii de origine naturala.
Obiectivele lucrarii:

1. ldentificarea compusilor chimici noi cu activitate antimicrobiana inalta.

2. Studiul calitativ i cantitativ al activitatii antimicrobiene a compusilor chimici noi ai 3d
elementelor si compusilor naturali fata de tulpinile microbiene de referinta.

3. Stabilirea unor tinte specifice de actiune antimicrobiand a compusilor chimici noi si a
combinatiilor lor cu compusii naturali.

4. Evaluarea modificarilor unor parametri biochimici ai tulpinilor bacteriene de referinta sub
influenta compusilor monocomponeni si in combinatie cu compusii de origine naturala.

5. Influenta compusilor antimicrobieni noi asupra unor procese enzimatice.

Ipoteza de cercetare. Compusii chimici noi ai 3d elementelor cu activitate
antimicrobiand si compusii de origine naturala, asa ca enotanina si extractele din spirulina pot forma
combinatii sinergice multifunctionale, componentele carora sunt orientate spre mai multe tinte
concomitent, asigurand astfel amplificarea efectului biologic.

Sinteza metodologiei de cercetare si justificarea metodelor de cercetare

alese. Pentru realizarea tezei de doctor n calitate de obiecte de studiu au fost utilizare 5 tulpini de

referinta de microorganisme (douda Gram-, 2 Gram+ si una fungica), ceea ce a permis evidentierea
particularitatilor de actiune a compusilor chimici noi si a celor de origine naturald. In calitate de

substante cu efecte antibacteriene si antifungice au fost utilizati compusi noi cu segmentul



tiosemicarbazinic, coordonat cu metale de tranzitie - cobalt, nichel si cupru; preparatul BioR,
extractul din spirulind si enotanina hidrosolubila.

Tn cercetare au fost aplicate metode microbiologice standard, care au permis stabilirea
parametrilor calitativi si cantitativi ai actiunii antibacteriene/antifungice a compusilor chimici,
naturali si a combinatiilor acestora. De asemenea, au fost aplicate metode biochimice de evidentiere
a unor modificari ale permeabilitatii membranelor celulare, de apreciere a nivelului de stres oxidativ
si de activitate enzimaticd la microorganismele patogene sub influenta compusilor chimici si
naturali. Dintre metodele standard au fost aplicate tehnicile de determinare a concentratiei minime
de inhibitie si concentratiei minime bactericide/fungicide ale compusilor si combinatiilor lor.
Aprecierea integritatii membranelor celulelor bacteriene s-a realizat prin cuantificarea cantitatii de
acizi nucleici eliberati. Determinarea nivelului de stres oxidativ s-a facut prin cuantificarea speciilor
reactive ale oxigenului Tn celulele bacteriene. De asemenea, au fost utilizate metode de determinare
a activitdtii enzimelor antioxidante (catalaza si superoxiddismutaza), si a lactatdehidrogenazei
eliberate de celulele levuriene. Rezultatele experimentale obtinute au fost supuse analizei statistice
uzuale cu aplicarea instrumentelor statisticii descriptive si analizei corelationale. Valorile
parametrilor evaluati sunt date in tezi ca media = deviatia standard. In calitate de test de
semnificatie a fost aplicat testul Student.

Obiectele de studiu si metodologia aplicatd au fost selectate in vederea realizarii scopului si
sarcinilor trasate si au permis identificarea compusilor si combinatiilor active si de a evidentia unele tinte
de actiune a compusilor noi.

Noutatea si originalitatea stiintifica: A fost realizat screeningul si evidentiati noi
compusi chimici tiosemicarbazonici cu 3d elemente cu activitate antimicrobiand pronuntata. A fost
demonstrata posibilitatea maririi nivelului de manifestare a efectelor biologice ale compusilor testati
in combinatie cu extractele din spirulind si enotanina solubild. A fost demonstrat caracterul
polifunctional al combinatiilor obtinute prin evidentierea mai multor tinte de actiune a acestora

asupra tulpinilor microbiene testate.

Rezultatele obtinute, care contribuie la solutionarea problemei stiintifice
Importante: evidentierea de noi substante chimice, compusi naturali noi si
combinatii dintre acestea care prezinta efecte antimicrobiene pronuntate; identificarea
posibilelor tinte de actiune a acestora.

Semnificatia teoretica: Au fost acumulate cunostinte noi despre activitatea
antimicrobiand a unor compusi ai 3d elementelor, si combinatiilor acestora cu extracte din spirulina

si enotanind hidrosolubila si demonstrat caracterul polifunctional al acestor combinatii prin

evidentierea mai multor tinte de actiune.



Valoarea aplicativa a lucrarii: Au fost evidentiati compusi chimici noi ai 3d
elementelor si a combinatiile acestora cu extracte naturale, care poseda activitate antimicrobiana
inalta fata de tulpinile de referintd de microorganisme patogene, de perspectiva pentru continuarea

cercetarilor biomedicale in vederea evidentierii efectelor in vivo.

Principalele rezultate stiintifice inaintate spre sustinere
1. Compusii tiosemicarbazonati ai Cu(Il), Co(IIl) si Ni(II) manifesta activitate antimicrobiana fata

de bacteriile Gram(+), Gram(-) si Candida albicans.

2. Compusul metil N'-[(2-hidroxinaftalen-1-il)metiliden]-N-prop-2-en-1-ilcarbamo hidrazonotioat
are un effect antifungic performant fata de tulpina Candida albicans ATCC 10231 cu valori ale
CMI si CMF la 0,7pg/ml.

3. Enotanina are un efect sinergic fatd de compusii chimici in ceea ce priveste producerea de SRO
in combinare cu majoritatea compusilor testati si la toate tulpinile microbiene cercetate, cu o
amplitudine mult mai 1nalta in cazul bacteriilor Gram(-) si a tulpinii fungice Candida albicans.

4. Concentratiile minime de inhibitie ale compusilor chimici noi au efecte inhibitorii pronuntate
asupra activitatii enzimelor antioxidante la tulpinile Staphylococcus aureus ATCC 25922 si
Escherichia coli ATCC 25923.

Aprobarea rezultatelor stiintifice
Rezultatele obtinute pe durata realizarii tezei au fost prezentate si aprobate la 9 conferinte

internationale in tara si peste hotare. Medalie de aur Salonul International de Inventii si Inovatii
,,Traian Vuia” Timisoara , editia a VI -a, perioada 13-15 octombrie 2020 in Timisoara, din partea
USMF ,Nicolae Testemitanu”, Medalie de argint Salonul International de Inventii si Inovatii
,,Traian Vuia” Timisoara , editia a VI -a,perioada 13-15 octombrie 2020 in Timisoara, din partea
USMF ,Nicolae Testemitanu”, Medalie de aur, Salonul International al Cercetarii Stiintifice,
Inovarii si Inventicii PRO INVENT, editia a XVII-a, 20-22 martie 2019, Sala Polivalenta, CLUJ-
NAPOCA, Al 4-lea colocviu Franco-Roman de chimie medicala. lasi, Romania. 2017 05-07
octombrie, poster Conferinta stiintificd anuald in cadrul Zilelor USMF “Nicolae Testemitanu”.
Chisinau, 15- 18 octombrie 2019.

Rezultatele tezei au fost discutate si aprobate in cadrul sedintei Disciplinei de microbiologie si
imunologie al USMF ,Nicolae Testemitanu” din 31martie 2023 si a al sedintei Seminarului
stiintific de profil 313. Imunologie, microbiologie, virusologie, specialitatile 321.09. Boli
infectioase, tropicale si parazitologie medicald, 313.02. Microbiologie, virusologie medicald din

30.05.2023.
Publicatiile la tema tezei. Rezultatele obtinute pe durata elaborarii acestei teze sunt

reflectate in 38 publicatii stiintifice: 1 capitol in monografie colectiva, 10 articole in reviste

stiintifice, din ele 2 Tn monoautorat; 23 rezumate si 6 brevete de inventie.



Volumul si structura tezei. Teza constd din introducere, patru capitole, concluzii si

recomandari, bibliografie cu 225 titluri, 2 anexe, 130 pagini text de baza, 24 figuri, 18 tabele.



CONTINUTUL TEZEI
1. REZISTENTA MICROORGANISMELOR PATOGENE LA
ANTIBIOTICE SI ELABORAREA NOILOR REMEDII EFICIENTE

Capitolul include analiza situatiei create ca rezultat al raspandirii largi a fenomenului de
antibioticorezistentd si trece in revista principalele rezultate obtinute in domeniul elaborarii de noi
preparate cu efecte antimicrobiene performante si cu principii de actiune originale. Capitolul a fost
perfectat in baza analizei a 225 surse bibliografice cu grad inalt de actualitate, publicate in mare masura
in ultimii 10 ani, preponderent, in ultimii 5 ani. In partea introductiva a acestui capitol este descrisa
situatia cu referire la antibioticorezistenta pe plan mondial si succesele modeste in domeniul inregistrarii
de noi preparate antimicrobiene. in primul subcapitol sunt analizate cauzele si mecanismele aparitiei si
dezvoltdrii rezistentei la antibiotice la diferite grupuri sistematice de microorganismele patogene. Cel
de-al doilea subcapitol este dedicat identificarii solutiilor, pe care le propune stiinta moderna in vederea
solutiondrii problemei antibioticorezistentei. Sunt discutate mai multe strategii, cum ar fi sinteza
directionatd de noi compusi cu proprietati predeterminate, screening-ul compusilor naturali, utilizarea
medicamentelor deja cunoscute in formule hibride s.a. Cel de-al treilea subcapitol reflecta stadiul actual
al cunoasterii cu referire la domeniile de interes direct a prezentei teze de doctorat, si anume: utilizarea
de noi compusi coordinativi ce contin segmentul tiosemicarbazonic si metale de tranzitie, utilizarea
taninurilor si a extractelor naturale, in special, din cianobacteria Arthrospira platensis. Capitolul include,
de asemenea concluzii, care reflectd nivelul actual atins de cercetatori in domeniul prezentei lucrari,
dupi care este formulata problema de cercetare si directiile de rezolvare a acesteia. In finalul capitolului

sunt formulate scopul si sarcinile prezentei lucrari.

2. OBIECTELE SI METODELE DE STUDIU

Capitolul contine argumentarea si descrierea obiectelor de studiu (tulpinile de
microorganisme, compusii chimici si extractele naturale) si a metodelor de cercetare. In calitate de

obiecte de studiu ,,in vitro” au fost incluse 7 tulpini de referinta, care sunt destinate pentru testarea

.....

ATCC 25923, Bacillus cereus THCK 8035, Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella enterica
I'MCK 03/03y, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Candida albicans
ATCC 10231.

Sunt descrise substantele chimice cu efecte antimicrobiene, care au fost utilizate - 47
compusii coordinativi (selectati dintr-un numar de 385 compusi inclusi in screening) ai Cu (l);
Co(III) si Ni (II) sintetizati si caracterizati la catedra Chimie anorganica (Universitatea de Stat din
Moldova), Institutul de Chimie si Institutul de Fizica aplicata, si 3 compusi de origine naturala:
enotanina hidrosolubild, extractul hidroetanolic din spirulind si preparatul BioR, de asemenea

obtinut din spirulina.



Capitolul include de asemenea, descrierea metodelor microbiologice standard aplicate in vederea
evaludrii eficientei compusilor chimici si naturali si a combinatiilor acestora in raport cu tulpinile de
microorganisme patogene: metoda difuziei in geloza, metoda dilutiilor succesive, metoda standardizata
EUCAST 7.1. Pentru a identifica tintele de actiune a compusilor testati si a combinatiilor sinergice ale
acestora au fost aplicate un sir de metode de determinare a activitatii enzimelor (lactatdehidrogenazei
eliberate, supeoxiddismutazei, catalazei si proteazelor extracelulare). De asemenea este descrisd metoda de
apreciere a integritatii membranelor celulelor bacteriene in baza cantitatii de acizi nucleici eliberati.
Nivelul stresului oxidativ a fost masurat aplicand cuantificarea speciilor reactive ale oxigenului in celulele
bacteriene. Rezultatele obtinute sunt prelucrate statistic aplicind statistica descriptivd si analiza
corelationald. Metodele de cercetare au fost selectate astfel, ca sa asigure realizarea scopului si obiectivelor

de cercetare.

3. ACTIVITATEA ANTIMICROBIANA A UNOR COMPUSI NOI

Una dintre provocarile majore care stau in fata stiintei contemporane este necesitatea de a
depasi constrangerea provocatd de dezvoltarea rapida a rezistentei microorganismelor patogene la
antibioticele contemporane si clasice. In procesul de elaborare a noilor remedii se implica specialisti
din diferite domenii, care incearcd identificarea substantelor naturale cu efecte antimicrobiene, dar
si sinteza de compusi chimici noi. Cu toate acestea, nu putem afirma ca exista un salt cantitativ sau
calitativ In domeniul dat. Numarul de compusi antimicrobieni, care ajung la etapa de studii clinice
este foarte mic, comparativ cu medicamentele elaborate pentru alte scopuri terapeutice. De
exemplu, in anul 2019 s-au aflat in teste clinice 42 de potentiale antibiotice, in timp ce substante
aticancer testate au fost peste 1100 [4].

Idei principiale noi despre natura noilor substante antimicrobiene sunt foarte limitate. Mai
mult de % din substantele aflate in proces de testare clinica in calitate de compusi cu efect
antimicrobian sunt simpli derivati ai substantelor binecunoscute si aplicate pe larg, si deci, la care
este foarte probabil sa se dezvolte rezistenta dupa aceeasi schema, ca si fata de substanta originala.
Dintre putinii compusi originali testati anual pentru aplicare in calitate de antimicrobiene mai putin
de 0,5% sunt eficienti fatd de tulpinile patogene gram-negative.

Astfel, este absolut clar, ¢d sunt necesare abordari noi, inovative, in procesul de elaborare si
punere 1n aplicare a noilor medicamente cu efecte antimicrobiene. Cercetdrile realizate in cadrul
acestei teze tin de screeningul primar al noilor compusi elaborati conform anumitor supozitii despre
o potentiald structurd chimica, care poate asigura efectele dorite ale substantei. Din cele 5 grupuri
de compusi testati au fost selectati compusii cu activitate antimicrobiand fatd de fiecare dintre

tulpinile testate. Rezultatele sunt generalizate in tabelul 1.
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Tabelul 1. Activitatea antimicrobiand a compusilor tiosemicarbazonici noi
fatd de microorganismele de referinta, pg/mi

Nr | Formula compusului Denumirea compusului CMI C(::I\'\//IIEIS:/
Staphylococcus aureus ATCC 25923
1 C17H18CIN3NiOS Cloro[N-(3,4-dimetilfenil)-2-[1-(2-etiliden)- 15 15
hidrazincarbotioamido(1-)]-nichel (I1) ’ ’
2 C11H13CUNzO,S (2-(2-hidroxibenziliden)-N-(prop-2-en-1-il)hidrazin- 15 70
carbotioamido(2-))aquacupru ’ ’
3 C11H12Br2CuN4OsS Nitratul de (2-(3,5-dibromo-2-hidroxibenziliden)-N-(prop-2- 15 15
en-1-il) hidrazincarbotioamido) aquacupru (I1) ’ ’
4 C11H14CICUN;0,S Hidratul de cloro(2-(2-hidroxibenziliden)-N-(prop-2-en- 0.7 30
1-il)hidrazincarbotioamido)cupru ’ '
5 C15H14CICUN30S Cloro(2-[(2-hidroxinaftalen-1-il)metilidene]-N-(prop-2- 0.7 30
en-1-il)hidrazincarbotioamido)cupru ’ ’
Bacillus cereus THCK 8035
1 C11H14CICUN;0,S Hidratul de cloro(2-(2-hidroxibenziliden)-N-(prop-2-en- 0.7 30
1-il)hidrazincarbotioamido)cupru ' '
2 C15H14CICuNzOS Cloro(2-[(2-hidroxinaftalen-1-il)metilidene]-N-(prop-2- 07 30
en-1-il)hidrazincarbotioamido)cupru ’ ’
3 C11H12Br,CuN4OsS Nitratul de (2-(3,5-dibromo-2-hidroxibenziliden)-N-(prop -2- 15 30
en-1-il)hidrazincarbotioamido) aquacupru(ll) ’ ’
4 C11H11CICuN4OsS Cloro(2-(2-hidroxi-3-nitrobenziliden)-N-(prop-2-en-1- 15 30
il)hidrazincarbotioamido)cupru ’ ’
5 C12H14CICUN;0,S Cloro(2-(2-hidroxi-3-metoxibenziliden)-N-(prop-2-en-1- 70 30
il)hidrazincarbotioamido)cupru '
Escherichia coli, ATCC 25922
1 C17H1sCIN3NIOS Cloro[ N-(3,4-dimetilfenil)-2-[1-(2-etiliden)-hidrazin car 15 15
botioamido(1-)]-nichel (1) ’ ’
2 Cs2H3,CoCINsO2S> Clorura de bis[ N-(2,4-dimetilfenil)-2-(2-oxibenziliden)- 70 30
hidrazincarbotioamido(1-)]-cobalt(l11) ’
3 C11H13CuN30,S (2-(2-hidroxibenziliden)-N-(prop-2-en-1- 15.0 30.0
il)hidrazincarbotioamido(2-))aquacupru ’ ’
4 C11H11CICuUN4OsS Cloro(2-(2-hidroxi-3-nitrobenziliden)-N-(prop-2-en-1- 15.0 120.0
il)hidrazincarbotioamido)cupru ’ ’
5 C12H14CICUN;0,S Cloro(2-(2-hidroxi-3-metoxibenziliden)-N-(prop-2-en-1- 30.0 120.0
il)hidrazincarbotioamido)cupru ’ ’
Salmonella enterica (S. Abony THCK 03/03)
1 C,H,CuN,0.S Nitratul de (metil-N'-(2-hidroxibenziliden)-N-prop-2-en- 600 5000
1-ilcarbamohidrazonotioato)-diaquacupru(ll) ' '
2 C11H14CICUN30,S Hidratul de cloro(2-(2-hidroxibenziliden)-N-(prop-2-en- 300 600
1-il)hidrazincarbotioamido)cupru ' '
3 C11H13CuNzO2S (2-(2-hidroxibenziliden)-N-(prop-2-en-1- 300 120.0
il)hidrazincarbotioamido(2-))aquacupru ' '
4 C11H11CICUN.OsS Cloro(2-(2-hidroxi-3-nitrobenziliden)-N-(prop-2-en-1- 15.0 600
il)hidrazincarbotioamido)cupru ' '
5 C12H14CICUN;0,S Cloro(2-(2-hidroxi-3-metoxibenziliden)-N-(prop-2-en-1- 120.0 120.0
il)hidrazincarbotioamido)cupru ’ '
Candida albicans ATCC 10231
C17H15CIN3NIOS Cloro[ N-(3,4-dimetilfenil)-2-[1-(2-etiliden)-hidrazin car 0.7 15
botioamido(1-)]-nichel (1) ’ ’
C32H32CoCINgO-S: Clorura de bis[ N-(2,4-dimetilfenil)-2-(2-oxibenziliden)- 0.7 30
hidrazincarbotioamido(1-)]-cobalt(l11) ’ '
C11H12Br,CuN4OsS Nitratul de (2-(3,5-dibromo-2-hidroxibenziliden)-N-(prop-2- 15 30

en-1-il)hidrazincarbotioamido) aquacupru(ll)
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C22H20BrsCoN70OsS; Nitratul de bis(2-(3,5-dibromo-2-hidroxibenziliden)-N- 15 30
(prop-2-en-1-il)hidrazincarbotioamido)cobalt(l11) ’ ’
C11H11CICuN403S Cloro(2-(2-hidroxi-3-nitrobenziliden)-N-(prop-2-en-1-
St o 3,0 15,0
il)hidrazincarbotioamido)cupru

Pentru 4 dintre tulpinile de referinta au fost identificati compusi cu activitate antimicrobiana
inalta, cu valoarea CMI mai mica de 10 pg/ml. Doar in cazul Salmonella enterica (S. Abony TCK
03/03) activitatea antimicrobiana a celor mai activi compusi din Seriile testate au fost pentru valorile
CMl intre 15 si 120 pg /ml.

In prezenta tezd au fost studiate trei preparate de origine naturali — produse obtinute in rezultatul
cercetdrilor stiintifice realizate sub conducerea academicianului Valeriu Rudic (preparatul BioR si
extractul hidro-etanolc din Arthrospira platensis ES) si sub conducerea academicianului Teodor
Lupascu (enotanina hidrosolubila obtinuta din seminte de vita-de-vie).

Rezultatele sunt prezentate in tabelul 2.

Tabelul 2. Activitatea antimicrobiana a compusilor de origine naturali fata de
microorganismele de referinta (mg/ml)

) BioR ES Enotanina solubila
Tulpina CMI | CMB/ICMF | CMI | CMB/ICMF | CMI | CMB/CMF
iﬁ%hg 'ggg;g“s aureus 0,625 1,25 2,5 5,0 3,0 6,0
gggg'“s cereus  THCK | 675 1,25 5,0 5,0 0,7 3,0
Egggg”cma coli ATCC 0,625 1,25 2,5 5,0 3,0 6,0
?ﬂgﬁ”g;'/%ggte”ca 1,25 250 25 5,0 6,0 12,0
Klebsiella pneumoniae 2,5 5,0 5,0 10,0 6,0 25,0
isfgdc";“%”sa; aeruginosa | g 5,0 5,0 5,0 3,0 6,0
fg;gida albicans ATCC | 605 1,25 1,25 2,5 3,0 6,0

CMI si CMB/CMF obtinute sunt mai mari, comparativ cu cele descrise in compartimentele
anterioare. Cele mai mici valori ale CMI au fost obtinute pentru preparatul BioR fatd de tulpinile
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus cereus THCK 8035, Escherichia coli ATCC 25922,
Candida albicans ATCC 10231. Cea mai nalta activitate antimicrobiana compusul ES din spirulina
il manifesta fata de tulpina Candida albicans ATCC 10231, cu CMI de 1,25 mg/ml si CMF de 2,5
mg/ml. Enotanina hidrosolubild manifesta cea mai inalta activivitate antibacteriana fata de Bacillus
cereus, CMI fiind de 0,7 mg/ml, iar CMB — de 3,0 mg/ml.

Compusii tiosemicarbazonati ai Cu(Il), Co(IIl) si Ni(Il) cercetati in cadrul acestui studiu

manifesta activitate antimicrobiana fata de bacterii Gram+ , Gram- si fata de Candida albicans.

12




In majoritatea cazurilor investigate, activitatea antimicrobiani a liganzilor este semnificativ
mai joasda comparativ cu activitatea compusilor coordinativi ai acestora cu metalele Cu(ll), Co(lll)
si Ni(Il). Cele mai performante rezultate au fost obtinute pentru doud tipuri de compusi studiati:
compusii ce contin N-(2,4-dimetilfenil)-2-(2-hidroxibenziliden)-hidrazincarbotioamida si 2-(2-hidro
xi-3-nitrobenziliden)-N-(prop-2-en-1-il)hidrazincarbotioamida. =~ Activitatea  majoritatii  dintre
compusii studiati este specifica cu referire la tipul de microorganisme si tulpinile testate. Astfel,
majoritatea compusilor au manifestat efecte antimicrobiene de diferita intensitate fata de bacteriile
Gram+, in lipsa acestora fata de bacteriile Gram- si Candida albicans. Compusul metil N'-[(2-
hidroxinaftalen-1-il)metiliden]-N-prop-2-en-1-ilcarbamo hidra-zonotioat are un efect antifungic
performant fata de tulpina Candida albicans ATCC 10231 cu valori ale CMI si CMF la 0,7ug/ml,
fiind un candidat excelent pentru testari ulterioare.

Compusul cloro[N-(3,4-dimetilfenil)-2-[1-(2-etiliden)-hidrazincarbotioamido(1-)]-nichel (1) se
caracterizeaza prin activitate antimicrobiana universala in raport cu tulpinile de microorganisme testate
in cadrul acestui studiu. Astfel, concentratiile compusului cu efecte asupra tulpinilor Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Bacillus cereus TMCK 8035, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Candida albicans ATCC 10231 sunt de pana la
1,5 pg/ml.

O activitatea antimicrobianda cu caracter universal a manifestat cloro(2-(2-hidroxi-3-nitro
benzyliden)-N-(prop-2-en-1-il)hidrazincarbotioamido)cupru, cu efecte performante fata de Bacillus cereus
I'MCK 8035, Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella enterica IT'MICK 03/03y si Candida albicans
ATCC 10231 la concentratii de pana la 15 pg/ml.

Au fost realizate diferite combinatii intre compusii chimici si cei naturali. Unele cercetari
anterioare au demonstrat, ca aceastd tacticd poate da efecte de amplificare a efectelor antimicrobiene si
diminuarea efectelor adverse ale substantelor chimice. Pornind de la faptul, ca preparatele de origine
naturald sunt suplimentate la compozitiile antibacteriene in scopul diminudrii efectelor toxice asupra
celulelor care nu prezintd tinte directe ale susbstantei de baza, este important, ca acestea sa nu diminueze
sau sa compromitd efectul antimicrobian. latd de ce in continuare am testat efectele antimicrobiene ale

combinatiilor dintre compusii chimici evidentiati in etapele de screening si compusii de
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Figura 1. Activitatea antimicrobiana a compusilor activi fata de tulpinile
Staphylococcus aureus ATCC 25923 (A) si Escherichia coli ATCC 259223 (B) in

combinare cu compusii de origine naturala: 1-5 — compusi conform tabelului 1;
(3- p<0,005 pentru diferenta fatda de Compusul M; °- p<0,05 pentru diferenta fatd de Compusul M;)

origine naturald. Pentru fiecare tulpind microbiana s-au aplicat concentratiile minime de
inhibitie, determinate la etapele anterioare, atdt pentru compusii chimici, cat si pentru preparatele de
origine naturald. Pentru comparare a fost luat antibioticul cu spectru larg de actiune ampicilina, n
concentratie de 15 pg/ml. Mai jos sunt rezultatele obtinute in cazul Staphylococcus aureus ATCC 25923
si Escherichia coli ATCC 259223 (figura 1).

Rezultatele obtinute pentru activitatea antifungicd a combinatiilor dintre compusii selectati
chimic, preparate din spirulind si enotanina solubila fata de tulpina Candida albicans ATCC 10231 sunt
prezentate Tn figura 2. In calitate de substantd de referinti a fost luati nistatina in cantitate de 30 pg/ml.
Majoritatea compusilor chimici noi selectati la etapa de screening pentru activitate antimicrobiana
pronuntatd formeaza compozitii active cu extracte din spirulina si cu enotanina hidrosolubild, iar efectul
antibacterian si antifungic al amestecurilor este mai pronuntat, comparativ cu cel al compusului
respectiv aplicat individual. Tinand cont de faptul, cd preparatele de origine naturald au de cele mai

multe ori si efecte benefice asupra celulelor, care nu prezintd tinte directe ale compusilor chimici,
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efectele in vivo ale acestor combinatii pot fi mult mai valoroase, decat doar actiunea antimicrobiana, iar

aceasta poate constitui obiectul unor studii de perspectiva.
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Figura 2. Activitatea antimicrobiana a compusilor activi fata de tulpina Candida
albicans ATCC 10231 in combinare cu compusii de origine naturala: 1-5 —
compusi conform tabelului 1; (3 p<0,005 pentru diferenti fatd de Compusul M; -
p<0,05 pentru diferentd fatd de Compusul M)

Activitatea antimicrobiand a compusilor chimici noi poate fi amplificata prin elaborarea de
combinatii intre acestia si preparatele de origine naturalda — extracte din biomasa de spirulina si

enotanina hidrosolubila.

4. MECANISMELE POSIBILE DE ACTIUNE A NOILOR COMPUSI
ASUPRA MICROORGANISMELOR PATOGENE

Tiosemicarbazonele si complexele lor metalice sunt deja recunoscute pentru diverse activitati
biologice, fiind considerate in calitate de potentiale remedii in diferite patologii, de la infectii microbiene
pana la proliferarea celulara anormala. Activitatea antiproliferativa a acestor substante este studiatd mai
intens si se cunosc mai multe despre mecanismele de actiune in acest sens. Astfel, s-a stabilit ca
tiosemicarbazonele interactioneaza cu guanina din componenta ADN formand legaturi de hidrogen,
ceea ce determind fragmentarea ADN-ului si in final -apoptoza celulelor canceroase [5]. Se poate
presupune ca unele dintre mecanismele cunoscute de actiune ale tiosemicarbazonelor si complexelor lor
metalice asupra celulelor tumorale ar putea fi, de asemenea, responsabile pentru eficacitatea
antimicrobian [7]. Tn acelas timp pot fi evidentiate si alte mecanisme, ceea ce indica asupra necesititii

unor studii profunde Tn acest domeniu.
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Figura 3. Eliberarea acizilor nucleici (AN) la Staphylococcus aureus ATCC
25923 (A), Escherichia coli ATCC 259223 (B) si lactatdehidrogenazei (LDH) la

Candida albicans ATCC 10231 (C) sub influenta combinatiilor de compusi: 1-5 -

compusi conform tabelului 1; CBM — control biomasa netratata; (*- p<0,0005 pentru diferenta fata
de Compusul M; P- p<0,05 pentru diferenta fati de Compusul M;)

Invelisurile celulare (membrana citoplasmatica, peretele celular si capsula) prezintd prima
bariera de care se lovesc factorii antimicrobieni. Marcheri ai degradarii membranelor pot servi
substantele, care de reguld, nu sunt eliberate Tn mediul ambiant de catre celulele vii. In acest studiu

a fost cercetat procesul de eliberare a acizilor nucleici de catre culturile bacteriene si de eliberare a
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lactatdehidrogenazei de catre celulele fungice sub actiunea compusilor chimici noi aplicati
individual, dar si in combinatie cu substantele de origine naturald (extractele din spirulind si
enotanina hidrosolubild). Actiunea compusilor si a combinatiilor a fost comparatd cu actiunea
ampicilinei in cazul bacteriilor si a nistatinei in cazul fungilor levuriformi. Mai jos, in figura 3 sunt
prezentate rezultatele obtinute Tn cazul tulpinilor Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia
coli ATCC 259223 si Candida albicans ATCC 10231.

Rezultatele obtinute aratd, cd unul dintre mecanismele de actiune a compusilor chimici testati
este dereglarea permeabilitatii membranelor celulare, care duce la eliberarea continutului celular in
mediul extracelular si ca urmare, moartea celulelor. Compusii naturali nu au efecte foarte pronuntate
asupra membranelor, in schimb acestea pot genera un efect mai pronuntat fiind aplicati impreuna cu
compusii chimici. In cazul bacteriilor Gram- si al tulpinii Candida albicans ATCC 10231 cel mai
pronuntat efect sinergic se observa In cazul combindrii compusilor chimici cu enotanina hidrosolubila,
iar in cazul bacteriilor Gram+ in calitate de potentatori ai efectului de permiabilizare a membranelor pot
fi considerate preparatele pe baza de spirulina.

Un alt mecanism de actiune a compusilor antimicrobieni este generarea speriilor reactive ale
oxigenului (SRO) si crearea starii de stres oxidativ. Pentru evaluarea nivelului de stres oxidativ a
fost aplicat testul cu tetrazolium nitroblue (NBT). Tn cazul cand in celule este o stare de echilibru
intre formarea si eliminarea SRO, valorile testului NBT sunt neglijabile, in timp ce in cazul
stresului oxidativ aceste valori sunt foarte ridicate. Etapa de cercetare descrisa in continuare consta
in monitorizarea elimindrii SRO de catre culturile microbiene sub influenta compusilor chimici
aplicati individual si in combinatie cu compusii de origine naturald. Rezultatele obtinute pentru
tulpinile Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 259223 si Candida albicans
ATCC 10231 sunt prezentate in figura 4.

Efectul antimicrobian al compusilor chimici noi este asociat cu generarea excesiva a specilor
reactive ale oxigenului, care provoaci starea de stres oxidativ. In toate variantele experimentale nivelul
SRO depaseste semnificativ nivelul lor in cultura netratatd, fiind comparabil sau chiar mai mare fata de
nivelul de SRO indus de substantele antimicrobiene de referinta. Nivelul de SRO este mult mai nalt la
tulpinile de bacterii Gram- si la Candida albicans comparativ cu bacteriile Gram+. Enotanina solubila
aplicata de una singura are efecte de iducere a procesului de generare excesiva a SRO, in special la
bacteriile Gram- si la Candida albicans. La fel, Candida albicans raspunde prin cresterea semnificativa
a SRO 1n prezenta preparatului BioR si a extractului din spirulina. Are un efect sinergic fata de compusii
chimici in ceea ce priveste producerea de SRO in combinare cu majoritatea compusilor testati si la toate
tulpinile microbiene cercetate, cu o amplitudine mult mai Tnaltd in cazul bacteriilor Gram- si a tulpinii

fungice Candida albicans. Preparatul BioR si extractul din biomasa de spirulina de asemenea au actiune
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sinergica in ceea ce tine de producerea de SRO de catre Candida albicans ATCC 10231 la combinare

cu compusii chimici selectati pentru activitatea lor antifungica.
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Figura 4. Eliberarea SRO. Efectul compusilor chimici activi asupra
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 259223 si Candida

albicans ATCC 10231 in combinare cu compusii de origine naturala: 1-5 - compusi
conform tabelului 1; CBM — control biomasa netratata; (- p<0,0005 pentru diferenta fata de
Compusul M; - p<0,05 pentru diferenta fati de Compusul M)
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Stresul oxidativ este cauza degradarii oxidative a lipidelor, inclusiv a celor membranare. Ca
rezultat, se modifica strucura si permeabilitatea acestora, astfel, ca scurgerea componentelor
celulare in mediul extracelular poate avea la baza formarea excesivd a speciilor reactive ale
oxigenului. Analiza corelationald a Intregului masiv de date experimentale, care a fost acumulat,
pentru toate cele 5 tulpini microbiene au fost identificate corelarii puternice si foarte puternice intre
rezultatele celor doua teste analizate, astfel ca putem vorbi despre faptul, ca producerea excesiva de
specii reactive de oxigen intr-adevar una din cauzele determinante ale scurgerilor de continut
intracelular in spatiul extracelular, sau cel putin, cd aceste doua evenimente (producerea de SRO si
eliberarea de continut) au paterne foarte asemanatoare de modificare in conditiile actiunii factorilor
cu potential toxic mai mult sau mai putin pronuntat. Cel mai semnificativ nivel de corelare intre
rezultatele testului SRO si de eliberare a continutului intracelular a fost in cazul tulpinii

Bacillus cereus TMCK 8035 (r=0.930), urmat de Escherichia coli ATCC 259223 (0.898),
Candida albicans ATCC 10231(r=0.883) si Salmonella enterica T'HCK 03/03y (r=0.878). In cazul
tulpinii Staphylococcus aureus ATCC 25923 valoarea coeficientului Pearson este de 0.727.

In acelasi timp observim o grupare a rezultatelor pe clustere, ceea ce ne-a determinat si
analizdm grupurile de substante separat. Astfel, au fost analizate rezultatele obtinute pentru cele doua
teste in cazul aplicarii compusilor chimici; compusilor chimici in combinatie cu preparatul BioR;
compusilor chimici In combinare cu extractul de spirulind; compusilor chimici in combinare cu
enotanina hidrosolubila. Figura 5 demonstreaza rezultatele obtinute pentru tulpina Candida albicans
ATCC 10231. Rezultatele obtinute aratd, ca numai in cazul tratarii culturii de fungi levuriformi cu
compusi chimici aplicati individual, se observa o corelare puternicd dintre cantitatea de specii reactive
ale oxigenului formate si eliberarea lactatdehidrogenazei intracelulare (r=0.894). Astfel, stresul oxidativ
generat de substantele chimice este cauza determinantd a permeabilitatii anormale a membranei celulare
sau chiar a deteriorarii fizice a acesteia.

Situatia este complet diferita in cazul aplicarii compusilor chimici in combinare cu extractele
din spirulind si enotanina hidrosolubila. In cele trei grupuri de date selectate pentru analizi
corelarea dintre cantitatea SRO si cantitatea de LDH eliberati nu a fost depistata. In acelasi timp,
este evident efectul antimicrobian al acestor combinatii, care cel putin nu este mai mic decét efectul
compusilor chimici aplicati individual, iar in multe cazuri — il depaseste semnificativ pe acesta. De
asemenea nu a fost identificatd o corelare a rezultatelor acestor doua teste in cazul aplicarii
compusilor de origine naturald, in acest caz relatia fiind descrisa de formula y = 488.27x - 71.926,
R? = 0.2063, iar r=0.486. Rezultatele obtinute ne conduc spre idea, ca spre deosebire de compusii
chimici, substantele naturale si combinatiile lor cu compusii chimici 1si realizeaza efectul
antimicrobian prin mai multe mecanisme. Rezultate asemanatoare au fost obtinute si in cazul altor

doua dintre tulpinile studiate: Escherichia coli ATCC 259223, si Staphylococcus aureus ATCC
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25923, in cazul carora actiunea compusilor chimici noi este asociatd cu o corelare 1naltd intre
producerea de SRO si eliberarea de acizi nucleici in mediul extracelular.

La 4 dintre cele 5 tulpini bacteriene, pierderea continutului intracelular sub actiunea
compusilor chimici noi cu activitate antimicrobiana, este asociata cu producerea in exces a speciilor
reactive ale oxigenului, iar in cazul uneia — sub actiunea compusilor de origine naturala. In cazul
combinatiilor dintre compusii chimici si cei naturali stresul oxidativ nu este unicul mecanism prin

care are loc eliberarea continutului celular in mediul extracelular.
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Figura 5. Corelarea dintre nivelul speciilor reactive ale oxigenului si cel de
eliberare a lactatdehidrogenazei intracelulare la Candida albicans ATCC 10231
sub actiunea compusilor chimici aplicati individual versus aplicati in combinatie

cu compusii de origine naturala

Este evident, ca speciile reactive ale oxigenului sunt prezente intr-o cantitate importantd in
biomasa microbiand tratatd cu substante chimice si cu combinatiile acestora cu substantele de origine
naturala. Pentru anihilarea acestora celulele bacteriene sunt inzestrate cu mecanisme de protectie, prima
linie fiind constituita de enzimele antioxidante primare — superoxiddismutaza si catalaza [212]. Efectele
pozitive ale superoxiddismutazei si catalazei in protectia patogenilor contra mecanismelor de protectie
ale gazdei au fost observate de mai multi cercetatori [36, 50].

Astfel, In continuarea cercetarii a fost studiat efectul compusilor chimici selectati pentru
activitatea lor pronuntatd asupra celor doua tulpini - Staphylococcus aureus ATCC 25922 si
Escherichia coli coli ATCC 25923 , precum si a compusilor de origine naturala si a combinatiilor

dintre ei asupra activitatii a doua enzime cheie ale protectiei antiodante — SOD si CAT. Compusii de
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origine naturald testati de noi au modificat activitatea acestor enzime in directia inhibarii sau nu au
produs modificari semnificative.

Rezultatele sunt prezentate n tabelul 3.

Efectul compusilor chimici noi aplicati individual si in combinatie cu compusii de origine
naturala asupra activitatii superoxiddismutazei la Staphylococcus aureus ATCC 25923 si
Escherichia coli ATCC 259223 este prezentat in figura 6.

Computii chimici produc o reducere semnificativa, cu 32-54%, la S.aureus si cu 27-95% la
E.coli a activitatii SOD fatd de martor. In acelasi timp, efectul realizat de antibioticul de referinti a
rimas mai pronuntat. In cazul acestuia reducerea activititii SOD a fost cu 65% fati de martor la
S.aureus si 96% la E.coli. Cel mai pronuntat efect sinergic 1-a avut combinatia dintre compusii

chimici cu enotanina hidrosolubila.

Tabelul 3. Efectul compusilor de origine naturala asupra activitatii enzimelor
antioxidante la Staphylococcus aureus ATCC 25922 si Escherichia coli

ATCC 25923
Tulpina Compusul de origine | Concentratia, | Activitatea enzimatici, U/ml
naturala mg/ml SOD CAT
Staphylococcus Preparatul BioR 0,626 428,555+8,712 10,099+0,149
aureus Extractul din spirulina 2,500 395,539+9,947 10.098+0,108
ATCC 25922 Enotanina hidrosolubila 3,000 303,992+17,358 | 5,489+0,096
Martor - 453,74+6,556 10,466+0,163
Escherichia coli | Preparatul BioR 0,626 44,283+1,586 8,295+0,080
ATCC 25923 Extractul din spirulind 2,500 47,652+2,656 8,677+0,161
Enotanina hidrosolubila 3,000 23,360+2,316 4,924+0,058
Martor - 46,675+2,504 8,402+0,184
500.000
g 400.000
a 300.000
% 200.000
g 100.000
2 0.000
< 1 2 3 4 5
Compusul
mm Compusul M mmm Compus cu BioR I Compus cu ES
B Compus cu Enotanina e Ampicilina e CBM
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Figura 6. Activitatea supeoxiddismutazei la Staphylococcus aureus ATCC 25923
si Escherichia coli ATCC 259223sub influenta compusilor noi in combinare cu

compusii de origine naturala: 1. 1-5 — compusi conform tabelului 1; CBM — control biomasa
netratata; (- p<0,0005 pentru diferenta fatd de Compusul M; P- p<0,05 pentru diferenta fatd de
Compusul M
Compusii chimici s-au dovedit a fi mult mai eficienti in ceea ce tine de inhibarea activitatii

catalazei. Cu exceptia hidratului de cloro(2-(2-hidroxibenzil iden)-N-(prop-2-en-1-il)hidrazin-
carbotioamido)cupru, toti ceilalti compusi aplicati individual au dus la diminuarea activitatii CAT
pand la un nivel mai jos decat cel indus de ampicilind. Combinarea compusilor chimici cu cei
naturali duc la manifestarea efectelor diverse — de la diminuarea efectului de inhibitie, pana la
amplificarea semnificativa a acestuia. Ca si in cazurile analizate anterior, enotanina hidrosolubila s-
a dovedit a fi cel mai eficient compus sinergist pentru compusii chimici in inhibarea activititii CAT.

Astfel, in cercetarile descrise mai sus a fost evidentiat un compus chimic - cloro[ N-(3,4-
dimetilfenil)-2-[1-(2-etiliden)-hidrazincarbotioamido(1-)]-nichel (II), si unul natural — enotanina
hidrosolubila, care atat individual, cat si in combinatie dau efecte performante in ceea ce priveste
inhibarea activititii enzimelor antioxidante la Staphylococcus aureus si Escherichia coli. Tn cazul
combinatiei acestor doi compusi se obtine o inhibare completa a activitatii catalazei si o redicere de
de a aplica concentratii mai mici ale compusilor respectivi cu efecte inhibitoare Tnalte asupra
sistemului de protectie antioxidanta a bacteriilor.

Pentru aceasta au fost aplicate concentratii mai mici si egale cu concentratia minima de
inhibitie pentru enotanind: 0,75 mg/ml; 1,50 mg/ml si 3 mg/ml, astfel, ca culturile microbiene sa
ramana viabile pe durata actiunii compusului antimicrobian. A fost monitorizatd activitatea
endoenzimelor si enzimelor extracelulare. Ambele culturi microbiene se caracterizeazd prin
activitate pronuntatdi a enzimelor antioxidante catalaza si superoxiddismutaza in mediul
extracelular. La S.aureus de asemenea se mai atestd si o activitate proteolitica. Aceasta din urma
scade semnificativ (cu peste 45% fatd de martor) la toate concentratiile de enotanind aplicate.
Diferenta semnificativa intre variantele cu diferite concentratii nu au fost depistate. Activitatea
exoenzimelor antioxidante (SOD si CAT) scade la Staphylococcus aureus ATCC 25922. Aceasta
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scadere este doza-dependentd si este mai pronuntata la concentratiile de 1,5 si 3,0 mg/ml compus
antibacterian. Tn cazul tulpinii Escherichia coli ATCC 25923 rezultatele obtinute difera. Astfel, la
adaugarea enotaninei se atesta o crestere semnificativa a activitatii catalazei (la concentratia de 0,75
mg/ml) si a superoxid dismutazei (la concentratia de 1,50 mg/ml). In schimb concentratia de 3
mg/ml, care a fost stabilitd ca fiind minim inhibitorie, duce la o scadere de peste 2 ori a activitatii
superoxid dismutazei si de aproape 2 ori a catalazei.

Activitatea enzimelor antioxidante intracelulare de asemenea se modifica la interactiunea
culturilor microbiene cu enotanina hidrosilubila. Concentratiile mai joase decdt cea minim
inhibitorie duc la crestere semnificativa a activitatii catalazei si superoxiddismutazei intracelulare,
in timp ce concentratia Tnaltd de enotanina (3,0 mg/ml) a provocat o scadere pronuntata a activitatii
enzimelor antioxidante in interiorul celulelor bacteriene.

Cercetarile realizate anterior au permis evidentierea unui compus chimic nou - cloro[ N-
(3,4-dimetilfenil)-2-[1-(2-etiliden)-hidrazincarbotioamido(1-)]-nichel (I1) - cu efect antimicrobian
Staphylococcus aureus ATCC®25922 si
ATCC®25923™ . CMI pentru ambele tulpini a fost de 1,5 pg/ml. In exeperinta ulterioara au fost

pronuntat asupra tulpinilor Escherichia coli

testate concentratiile mai joase, si anume cele de 0,4; 0,8 si 1,3 pg/ml ale acestui compus asupra

celor doua tulpini de microorganisme. Rezultatele sunt prezentate in tabelul 4.

Tabelul 4. Activitatea enzimatica la Staphylococcus aureus ATCC 25922 si
Escherichia coli ATCC 25923 la interactiunea culturii cu concentratii
subinhibitorii ale C17H18CINsNiOS si enotaninei hidrosolubile

Tulpina Concen- Activitatea enzimelor Activitatea enzimelor intracelulare,
tratia, extracelulare, %M %M
SoOD | CAT SOD | CAT
Ci17H15CIN3NiOS ug/ml
0,4 31,4451 7,5%0,9 54,9454 60,5+4,8
Staphylococcus 0,8 26,5+0,8 5,8+0,07 39,3+0,8 58,2+3,4
aureus ATCC 1,3 3,5%1,7 3,3+£1,2 21,5+1,6 45,8+5,3
25922 Enotanind hidrosolubila, mg/ml + C17H1sCIN3NiOS, pg/ml
1,50 + 0,8 | 0 | 0 | 147+23 | 13,3+0,7
C17H18CIN3NiOS ug/ml
0,4 52,6+3,6 0 62,5+2,4 27,3+0,6
Escherichia coli 0,8 27,2+3,3 0 44,2+32 7,9+1,1
ATCC 25923 1,3 0 0 3,3+1,8 3,717
Enotanind hidrosolubila, mg/ml + C17H1sCIN3NiOS, pg/ml
1,50+08 |0 I [0 [0

Efectul compusului testat asupra activitdtii exoenzimelor eliberate si a acelor endocelulare la

Staphylococcus aureus ATCC®25922™ a fost puternic bactericid in toate variantele experientei si

mai pronuntat decat in cazul endoenzimelor. Acelas patern de actiune se observa si in cazul tulpinii

Escherichia coli ATCC 25923. Un efect inhibitor semnificativ asupra enzimelor antioxidante la

tulpinile Staphylococcus aureus ATCC 25922 si Escherichia coli ATCC 25923 poate fi obtinut si in
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cazul aplicarii concentratiilor 2 CMI de cloro[ N-(3,4-dimetilfenil)-2-[1-(2-etiliden)-hidrazin

carbotioamido(1-)]-nichel (II) in combinatie cu > CMI enotanina hidrosolubila.

CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI

Aspectele elucidate pe parcursul realizarii tezei de doctorat pot fi exprimate prin urmatoarele

concluzii:

1.

Compusii tiosemicarbazonati ai Cu(Il), Co(III) si Ni(II) manifestd activitate antimicrobiana
specificd cu referire la pozitia sistematica a microorganismelor testate. Astfel, majoritatea
compusilor au manifestat efecte antimicrobiene de diferita intensitate fatd de bacteriile
Gram(+), Gram(-) si Candida albicans.

Activitatea antimicrobiand a compusilor chimici noi este amplificatd prin elaborarea de
combinatii intre acestia si preparatele de origine naturald — extracte din biomasa de spirulina
si enotanind hidrosolubila.

Unul dintre mecanismele de actiune a compusilor chimici testati este deregralea
permeabilitatii membranelor celulare, care duce la eliberarea continutului celular si ca
urmare, moartea celulelor. Compusii naturali genereazd un efect sinergic pronuntat fiind
aplicati impreund cu compusii chimici. In cazul bacteriilor Gram(-) si al tulpinii Candida
albicans ATCC 10231 cel mai pronuntat efect sinergic se observa in cazul combinarii
compusilor chimici cu enotanina hidrosolubila, iar in cazul bacteriilor Gram(+) in calitate de
potentatori ai efectului de permiabilizare a membranelor pot fi considerate preparatele pe
baza de spirulina.

Efectul antimicrobian al compusilor chimici noi este asociat cu generarea excesiva a specilor
reactive ale oxigenului, care provoaca starea de stres oxidativ. Nivelul de SRO este mult mai
nalt la tulpinile de bacterii Gram(-) si la Candida albicans comparativ cu bacteriile Gram
(+).

Enotanina are un efect sinergic fatd de compusii chimici in ceea ce priveste producerea de
SRO in combinare cu majoritatea compusilor testati si la toate tulpinile microbiene
cercetate, cu o amplitudine mult mai Tnaltd in cazul bacteriilor Gram(-) si a tulpinii fungice
Candida albicans. Preparatul Bior si extractul din biomasa de spirulind de asemenea au
actiune sinergicad in ceea ce tine de producerea de SRO de catre Candida albicans ATCC
10231 la combinare cu compusii chimici selectati pentru activitatea lor antifungica
Concentratiile minime de inhibitie ale compusilor chimici noi au efecte inhibitorii
pronuntate asupra activitatii enzimelor antioxidante la tulpinile Staphylococcus aureus
ATCC 25922 si Escherichia coli ATCC 25923. Dintre compusii naturali efecte pronuntate

asupra activitatii enzimatice o are enotanina hidrosolubild, care poate fi consideratd un
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compus sinergist efficient, care potenteazi efectul antibacterian al compusilor chimici. In
dependentd de compusii cu care sunt combinate, preparatele din spirulina (BioR si ES) sunt

capabile atat sa sporeasca, cat si sa diminueze efectul antibacterian al compusilor chimici.

Problema stiintifica importanta solutionata in lucrare consti in elucidarea
efectelor antimicrobiene a unor noi substante chimice, compusi naturali noi si combinatii dintre
acestea asupra tulpinilor de microorganisme patogene, ceea ce a contribuit la evidentierea tintelor
de actiune a substantelor si combinatiilor noi, fapt ce a permis confirmarea caracterului
polifunctional al acestora.

Aportul personal. Planificarea experientelor, selectarea grupurilor de substante pentru
includerea lor in screening, experientele au fost realizate de autoare. Analiza rezultatelor,
generalizarile si concluziile apartin autoarei. In publicatii autoarei i revine cota-parte n

corespundere cu lista autorilor.

Recomandari practice
1. Se recomandd combinatia compusilor selectati cu enotanina in scopul obtinerii unor efecte

antimicrobiene amplificate pentru testari pe tulpini clinice.

2. Se recomanda compusi biologic activi cu activitate antimicrobiana pronuntatd in calitate de
substante cu efecte antibacteriene fatd de tulpinile de referintd si se propune continuarea
cercetdrilor clinice privind elaborarea produselor antimicrobiene combinate de sintezd si
naturiste.

3. Pentru a asigura inofensivitatea compusilor testati sunt necesare studii ca continuitate a
prezentei lucrari in vederea determinarii proprietatilor farmacologice in vivo si potentialul
acestora de a fi utilizati ca agenti antimicrobieni.

4. Metodele aplicate si rezultatele obtinute in prezentul studiu pot fi utilizate in procesul de
instruire universitard si postuniversitard la disciplinele microbiologie clinica si laboratorul
microbiologic.

Sugestii privind cercetari de perspectiva
1. Realizarea testelor biomedicale in scopul validarii efectelor compusilor si combinatiilor

identificate in vivo.
2. Realizarea cercetdrilor genetico-moleculare in vederea evidentierii efectului compusilor si
combinatiilor evidentiate asupra expresiei unor gene la tulpinile testate in scopul identificarii tintelor

noi asupra cdrora actioneaza acestea.
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ADNOTARE

Zariciuc Elena, ,,Actiunea antimicrobiani a unor compusi coordinativi ai 3d
elementelor 3d si a preparatelor polifunctionale noi”, teza de doctor in stiinte
medicale, specialitatea 313.02 — Microbiologie, virusologie medicala,
Chisinau, 2022

Structura tezei: Teza contine introducere, patru capitole, concluzii si recomandari,
bibliografie cu 225 titluri, 2 anexe, 130 pagini text de baza, 24 figuri, 18 tabele. Rezultatele
sunt reflectate in 38 publicatii stiintifice: 1 capitol In monografie colectiva, 10 articole in
reviste stiintifice, din ele 2 in monoautorat; 23 rezumate si 4 brevete de inventie.

Cuvintele cheie: compusi coordinativi, 3d elemente, extracte din spirulind, enotanina,
activitate anmicrobiand, concentratiec minimd de inhibitie, concentratic minima
bactericida/fungicida, activitate enzimatica, permiabilitate membranara, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Bacillus cereus, Shigella sonnei, Salmonella enterica, Candida
albicans.

Scopul lucrarii: evaluarea proprietatilor antimicrobiene ale compusilor chimici noi ai
combinatii polifunctionale cu compusii de origine naturald.

Obiectivele lucrarii: identificarea compusilor chimici noi cu activitate antimicrobiana
inaltd; evaluarea actiunii antimicrobiene a compusilor de origine naturald si combinatiilor
lor cu compusii chimici noi ai metalelor de tranzitie; stabilirea unor tinte specifice de
actiune antimicrobiand a compusilor chimici noi si a combinatiilor lor cu compusii naturali.

Noutatea si originalitatea stiintifica: A fost realizat screeningul si evidentiati noi
compusi chimici tiosemicarbazonici cu 3d elementele cu activitate antimicrobiana
pronuntatad. A fost demonstrata posibilitatea maririi nivelului de manifestare a efectelor
biologice ale compusilor testati in combinatie cu extractele din spirulind si enotanina
solubild. A fost demonstrat caracterul polifunctional al combinatiilor obtinute prin
evidentierea mai multor tinte de actiune a acestora asupra tulpinilor microbiene testate.

Rezultatele obtinute, care contribuie la solutionarea problemei stiintifice
importante: evidentierea de noi substante chimice, compusi naturali noi si combinatii
dintre acestea care prezinta efecte antimicrobiene pronuntate; identificarea posibilelor tinte
de actiune a acestora.

Semnificatia teoretici: Au fost acumulate cunostinte noi despre activitatea
antimicrobiana a unor compusi ai 3d elementelor, si combinatiilor acestora cu extracte din
spirulina si enotanind hidrosolubild si demonstrat caracterul polifunctional al acestor
combinatii prin evidentierea mai multor tinte de actiune.

Valoarea aplicativi a lucrarii: Au fost evidentiati compusi chimici noi ai 3d
elementelor si a combinatiile acestora cu extracte naturale, care poseda activitate
antimicrobiana inaltd fatd de tulpinile de referintd de microorganisme patogene, de
perspectiva pentru continuarea cercetarilor biomedicale in vederea evidentierii efectelor in
vivo.

Implementarea rezultatelor stiintifice: Rezultatele studiului au fost implementate la
catedra de Microbiologie si imunologie a Universitatii de Stat de Medicina si Farmacie
”Nicolae Testemitanu” ca material didactic pentru instruirea universitara.
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AHHOTAIUA
3apuuyk EjieHa “AHTUMHKPOOHOE JeliCTBHE HEKOTOPBIX KOOPIMHAIIMOHHBIX
coequHeHu 3d-3/1eMeHTOB M HOBBIX NOJIM(YHKIIMOHATBHBIX NMPenaparoB''.
Juccepranms KAaHAMIATA MEIMIUHCKHAX HAYK, clieluaaibHOCTh 313.02 —
MenuuuHCKass MUKPOOH0J10THsA, BUpPYycoJiorusi, Kummunes, 2022.

Crpykrypa auccepramum: Jluccepramusi COCTOUT €3 BBEACHHS, YETHIPEX TIJaB,
3aKJIIOUYEHUS W pPEeKOMEHJaluii, OmOnmorpaduyeckoro cmucka u3 225 HauMEHOBaHMMA, 2
npwiokennid, 130 cTpaHHI] OCHOBHOTO TEKCTa, COJACPKUT 24 pUCYHKOB M 18 Tabumuil.
PesynbraTel uccnenoBanuii ony0iaukoBaHbl B 38 Hay4HbIX pa®orax: | riaBa B KOJUIEKTHBHOM
MoHorpadum, 10 crareii B HaydHBIX KypHaJlax, U3 HHUX 2 0e3 coaBTOpoB; 23 Te3uca u 4
MaTeHTa.

KioueBble cj0Ba: KOOpAWHAIIMOHHBIC COeauWHEHUs, 3d dSJIEeMEHTBhI, JKCTPAKThI
CHUPYJIHUHBI, HSHOTAHHWH, AHTUMUKPOOHAs AaKTUBHOCTh, MHHHMAJbHAs HHTHOUPYIOIIAs
KOHIIEHTpPAIKs, MUHUMaIbHas OakTepuiuaHas/GpyHruauaHas KOHIEHTpaIus, Y H3NMaTHIeCKas
aKTHBHOCTH, IPOHHMIIAEMOCTh MemOpaHn, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus
cereus, Shigella sonnei, Salmonella enterica, Candida albicans.

Heap padoThl: OlleHKAa aHTUMUKPOOHBIX CBOMCTB HOBBIX XMMHUYECKHX coeAuMHEeHHH 3d-
AJIEMEHTOB U BO3MOXKHOCTH YCWJIEHHS MX OMOJOrMYECKOro ACHCTBUS 3a CYET MOJyYeHUs
NMoJIN(pYHKIMOHAIBHBIX KOMOMHAIUI C COeAMHEHUSMHU IPUPOIHOIO IPOUCXOKIACHHUSL.

3agaun MCCJIeJOBAHMI: BbBIIBJICHUE HOBBIX XHMHUYECKMX COCJIMHEHHUH C BBICOKON
AHTUMHUKPOOHOW aKTUBHOCTHIO; OIICHKA AHTUMHUKPOOHOTO ACHCTBHS COCTUHEHUN MPHUPOITHOTO
MPOUCXOXKACHUSI M WX COYETAaHWW C HOBBIMH XHMHUYECKUMH COCAMHCHHUSIMH TICPEXOTHBIX
METAJJIOB; YCTAaHOBJICHHE CIENU(DUUECKUX MUIMICHEH aHTUMHUKPOOHOTO JCHCTBUS HOBBIX
XUMHYECKUX COCTMHEHUHN M UX COYCTAHHUH C TPUPOTHBIMU COCTUHECHUSMHU.

Hayynasi HOBM3Ha M OPUTMHAJIBLHOCTBL. [IpoBeneH CKPUHUHT W BBISIBICHBI HOBBIC
XUMHUYECKHE COEIUHEHHUs] THOoceMuKapOa3zoHa ¢ 3ieMmeHTamu 3d, oOrnamaromive BbIpa)KEHHOMN
AHTUMHUKPOOHOM aKTHUBHOCTHIO. [lOKa3aHa BO3MOJKHOCTb TMOBBIIICHHS YPOBHS MPOSIBICHUS
O0HoJ0rn4ecKuX 3PPEKTOB UCIBITYEMBIX COSAMHEHUHM B COYETAHUU C KCTPAKTAMU CIHUPYJIUHbI
U PacTBOPUMBIM 3HOTaHHUHOM. [lonmpyHKIMOHANBHBIM XapakTep MOITYYEHHBIX KOMOMHAIUI
ObUT IPOJAEMOHCTPUPOBAH BbIICICHUEM HECKOJIbKUX MHIIEHEH MX JEHCTBHS Ha UCCIETyeMble
MUKpPOOHBIE IITAMMBI.

Pe3yabTaThl, CIOCOOCTBYIOIIME PelIeHUI0 BAKHOH HAYYHOW MPoOdJjeM: CBOAATCA K
BBISIBJICHHIO HOBBIX XMMHUYECKHX BEIIECTB, HOBBIX MPUPOIHBIX COCIMHEHUN M MX COYCTAHUU,
00Jamamux BBIPAKEHHBIM aHTUMHUKPOOHBIM JCHCTBHEM, ¥ BBISBICHHIO BO3MOXHBIX
MHUILIEHEN JEUCTBUS COSAUHEHUN U UX COUECTAHUI.

Teopernueckoe 3HavyeHue padoThl. bbUIM HaKOMJIEHB HOBBIE 3HAaHUSA 00
AHTUMHUKPOOHOM aKTUBHOCTH HEKOTOPBIX COeIWHEHUN 3d-37eMEeHTOB M MX KOMOWHAIUh C
AKCTpPAKTaMU CHHUPYJIHMHBI M BOJOPACTBOPUMBIM HHOTAHHUHOM; MOJU(DYHKIHMOHAIBHBIN
XapakTep dTUX COYETaHUI JOKa3aH YCTAaHOBJIEHWEM HECKOJBKHUX CIEeUU(PUUECKUX MUILICHEH Ha
KOTOpBIC JEHCTBYIOT COSAMHCHHSI.

IIpakTnyeckoe 3Ha4YeHue. BoiieIeHBI HOBBIE XUMUYECKHE COeTMHEHUs 3d-2JIEMEHTOB 1
WX COYETaHUS C TPUPOIHBIMH OSKCTPAKTaMH, OOIaNaoONMe BBICOKOH aHTHUMHKPOOHON
AKTUBHOCTHIO B OTHOIIECHWH PEPEPEHTHBIX MITAMMOB IAaTOTCHHBIX MHKPOOPTAHU3MOB,
MEPCIEKTUBHBIE N7l  MPOJOJDKEHUS MEIUKO-OMOJIOTMYEeCKHX HCCIIEOBAaHUN C  LEJBIO
BhIsiBIICHUs 3(pdexToB in Vivo.

Buenpenue pesyabraToB. Pesynbrartel uccienoBaHusi BHeApenbol Ha  Kadenpe
Mukpobuosiorui  u  uUMMyHosiorun  MongaBckoro ['ocygapcTBeHHOTO — YHUBEpCUTETA
Menuuuuel u  ®@apmaruu uM. “Hukomae Tectemuniany” B KayecTBE JIUAAKTUYECKOIO
MaTepuania.
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ANNOTATION
Zariciuc Elena, ,,The antimicrobial effect of some coordination compounds of
3d elements and new polyfunctional drugs”. PhD thesis in medical sciences,
speciality 313.02 — Medical microbiology, virology, Chisinau, 2022

Thesis structure: The thesis consists of an introduction, four chapters, conclusions
and recommendations, bibliography list with 225 references. It comprises 130 pages of main
content, 24 figures, 18 tables and 2 annexes. The results were published in 38 scientific
papers: 1 chapter in collective monograph, 10 articles in scientific journals; 23 abstracts and
4 patents.

Keywords: coordinating compounds, 3d elements, spirulina extracts, enotannin,
antimicrobial activity, minimum inhibitory concentration, minimum bactericidal/fungicidal
concentration, enzymatic activity, membrane permeability, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Bacillus cereus, Shigella sonnei, Salmonella enterica, Candida albicans.

Research goal: evaluation of the antimicrobial properties of new chemical compounds
of the 3d elements and the possibility of amplifying their biological effects by obtaining
polyfunctional combinations with natural compounds.

Objectives: identification of new chemical compounds with high antimicrobial
activity; evaluation of the antimicrobial action of natural compounds and their combinations
with new chemical compounds of transition metals; establishing specific targets of
antimicrobial action of new chemical compounds and their combinations with natural
compounds.

Scientific novelty and originality: Screening was performed and new
thiosemicarbazone chemical compounds with 3d elements with pronounced antimicrobial
activity were identified. The possibility of increasing the level of manifestation of the
biological effects of the tested compounds in combination with spirulina extracts and
soluble enotannin was demonstrated. The polyfunctional character of the obtained
combinations was demonstrated by highlighting several targets of their action on the tested
microbial strains.

The results obtained that contribute to solving an important scientific problem:
identification of new chemicals, new natural compounds and combinations thereof that
exhibit pronounced antimicrobial effects; identification of their possible targets of action.

Theoretical value: New knowledge was accumulated about the antimicrobial activity
of some compounds of the 3d elements, and their combinations with spirulina extracts and
water-soluble enotannin, and the polyfunctional nature of these combinations was
demonstrated by highlighting several action targets.

Practical value: New chemical compounds of the 3d elements and their combinations
with natural extracts, with high antimicrobial activity against the reference strains of
pathogenic microorganisms, promising for the continuation of biomedical research in order
to highlight the in vivo effects were highlighted.

Implementation of scientific results. Results of the study have been implemented at
the Department of Microbiology and immunology of the State University of Medicine and
Pharmacy "Nicolae Testemitanu" as teaching material for university training.
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