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INTRODUCERE 
 

Rezistența la antibiotice este descrisă ca fiind una dintre cele mai mari amenințări globale 

ale secolului XXI în ceea ce privește sănătatea umană (Sabtu et al., 2015). Prin urmare, 

descoperirea de noi agenți antimicrobieni cu eficacitate ridicată și toxicitate scăzută este o 

prioritate pentru comunitatea științifică. Din acest motiv, pentru a descoperi medicamente noi, 

eficiente, care să funcționeze asemenea „gloanțelor magice” (Aslam et al., 2018), cercetătorii ar 

trebui să-și îndrepte atenția spre identificarea substanțelor ce aparțin unor noi clase de compuși la 

care microorganismele nu au dezvoltat rezistență. 

O posibilă strategie pentru a combate rezistența microbiană ar putea fi utilizarea 

flavonoidelor naturale extrase din plante, dar și a celor sintetice și semisintetice (Cushnie et al., 

2008) datorită proprietăților importante pe care le prezintă.  

Timp de secole, cataplasme, infuzii, balsamuri și condimente ce conțin flavonoide ca 

principali constituenți fiziologic activi au fost folosite de medici și de vindecători în încercarea 

de a trata bolile umane (Havsteen, 1983; Cushnie și Lamb, 2011). Printre utilizările tradiționale 

ale flavonoidelor se numără tratamentul și prevenirea unor boli infecțioase, răni, infecții ale 

rănilor, acnee, infecții respiratorii, boli gastrointestinale și infecții ale tractului urinar (Cushnie și 

Lamb, 2011).  

Pe lângă utilizările în medicina tradițională, flavonoidelor li s-au atribuit diverse efecte 

pozitive asupra sănătății umane și animale, cum ar fi proprietățile antioxidante, antiinflamatorii, 

antimicrobiene, antitumorale sau cardioprotectoare (Stefan și Birsa, 2019). Datorită efectelor 

pozitive asupra sănătății umane atribuite flavonoidelor, interesul actual în ceea ce privește 

rezistența la antibiotice se îndreaptă către testarea activității antimicrobiene atât a flavonoidelor 

naturale, cât și a celor sintetice (Khajuria et al., 2019). 

De-a lungul timpului, cercetătorii au observat că proprietățile flavonoidelor naturale pot fi 

îmbunătățite prin modificarea structurii acestora, obținându-se astfel flavonoide sintetice sau 

semisintetice cu activitate antimicrobiană mult mai intensă (Stefan și Birsa, 2019). În consecință, 

studiile noastre s-au centrat pe testarea activității antimicrobiene și stabilirea mecanismelor de 

acțiune ale unei noi clase de flavonoide sintetice triciclice cu sulf. Motivația studiului nostru este 

legată atât de proprietățile antibacteriene și antifungice promițătoare ale acestor flavonoide, cât și 

de potențialul lor ridicat în dezvoltarea de medicamente antimicrobiene noi, ce pot fi utilizate în 

contextul fenomenului alarmant al rezistenței la antibiotice.   
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OBIECTIVELE PRINCIPALE ALE STUDIULUI 
 

Obiectivul principal al acestui studiu este reprezentat de identificarea proprietăților 

antimicrobiene și ale mecanismelor de acțiune a unor flavonoide sintetice triciclice cu sulf. 

Pentru îndeplinirea acestui obiectiv s-au stabilit 8 obiective secundare, fiecare dintre acestea 

având la rândul lor o serie de activități asociate. 

Selecția unor flavonoide sintetice cu activitate antimicrobiană 

Activități asociate: 

O.1.1. Determinarea concentrației minime inhibitorii și a concentrației minime 

bactericide/fungicide. 

O.1.2. Stabilirea influenței flavonoidelor asupra creșterii unor culturi bacteriene și fungice. 

O.1.3. Evidențierea efectelor flavonoidelor asupra viabilității celulare. 

Investigarea mecanismelor de acțiune ale flavonoidei BrCl. 

Activități asociate: 

O.2.1. Aprecierea integrității membranare utilizând microscopia cu fluorescență. 

O.2.2. Evaluarea morfologiei celulelor de Candida în prezența flavonoidei BrCl utilizând 

microscopia electronică cu baleiaj. 

Stabilirea activității flavonoidei BrCl asupra factorilor implicați în virulența și rezistența 

bacteriilor. 

Activități asociate: 

O.3.1. Determinarea activității flavonoidei BrCl asupra motilității unor tulpini aparținând genului 

Pseudomonas. 

O.3.2. Aprecierea efectului flavonoidei testate asupra pompelor de eflux. 

Analiza efectului flavonoidei BrCl asupra unor factori implicați în virulența unor tulpini 

aparținând genului Candida. 

Activități asociate: 

O.4.1. Evaluarea efectului flavonoidei BrCl asupra formării hifelor. 

O.4.2. Aprecierea activității compusului testat asupra unor enzime implicate în virulență. 

Evidențierea activității flavonoidei BrCl asupra factorilor implicați în rezistența fungilor 

patogeni. 

Activități asociate: 

O.5.1. Aprecierea activității anti-biofilm a flavonoidei BrCl în diferite etape (aderare, 

preformare, formare și biofilm matur). 

O.5.2. Aprecierea efectului flavonoidei asupra hidrofobicității suprafeței celulare. 

O.5.3. Stabilirea efectului compusului testat asupra conținutului total de carbohidrați. 
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Studiul efectului sinergic al flavonoidelor cu diferite antibiotice și antimicotice. 

Activități asociate: 

O.6.1. Testarea efectului unor combinații ale flavonoidelor sintetice cu diferite substanțe 

antimicrobiene. 

Investigarea in vitro și in silico a toxicității și proprietăților farmacologice ale flavonoidei 

BrCl. 

Activități asociate: 

O.7.1. Identificarea in silico a proprietăților farmacologice ale flavonoidei BrCl. 

O.7.2. Evidențierea efectului flavonoidei BrCl asupra viabilității unor linii celulare umane. 

Analiza și interpretarea datelor. Diseminarea rezultatelor. 

Activități asociate: 

O.8.1. Analiza statistică a rezultatelor. 

O.8.2. Redactarea rapoartelor științifice. 

O.8.3. Redactarea manuscriselor în vederea publicării. 

O.8.4. Participarea la conferințe și manifestări științifice. 
 

Structura tezei 

Teza de doctorat este alcătuită din două părți: 

Partea I – Stadiul actual al cunoașterii, structurată în două capitole ce prezintă o sinteză a 

literaturii de specialitate. 

Partea a II-a – Contribuții personale, formată din șapte capitole, împărțite la rândul lor în 

Generalități, Materiale și echipamente necesare și Rezultate și discuții. 

Teza se finalizează cu Concluzii, Lista lucrărilor publicate, Lista abstractelor publicate, 

Participări la conferințe internaționale, Participări la conferințe naționale, Burse 

internaționale câștigate, Proiecte de cercetare, Propunere brevet și Bibliografie. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



11 
 

PARTEA I – STADIUL ACTUAL AL CUNOAȘTERII 
 

CAPITOLUL 1 – CLASIFICAREA, STRUCTURA ȘI PROPRIETĂȚILE 

BIOLOGICE ALE FLAVONOIDELOR 
 

Compușii bioactivi din plante pot oferi beneficii suplimentare pentru sănătatea umană, 

dincolo de nevoile nutriționale fundamentale (Wang et al., 2021). Printre acești constituenți 

bioactivi identificați, polifenolii de origine vegetală sunt intens studiați, existând tot mai multe 

dovezi asupra potențialului acestora în ceea ce privește rolul lor în plante, dar și în organismele 

umane și animale (Górniak et al., 2019; Wang et al., 2021). 

Flavonoidele sunt compuși naturali ce prezintă structuri fenolice variabile și se întâlnesc 

pe scară largă în regnul vegetal (Tsao și McCallum, 2009; Kumar și Pandey, 2013). La nivelul 

plantelor, flavonoidele sunt implicate și în dezvoltarea normală a acestora, având roluri de 

protecție împotriva condițiilor de stres cum ar fi expunerea la radiații UV, secetă, frig, salinitate, 

dar pot acționa și ca agenți de eliminare a speciilor reactive de oxigen (ROS), fitoalexine și 

compuși alelopatici (Panche et al., 2016; Ferreyra et al., 2021). 

Timp de secole, compușii de origine vegetală ce conțin flavonoide au fost utilizați de 

medici și de vindecători în medicina tradițională pentru tratamentul bolilor umane (Cushnie și 

Lamb, 2005). De exemplu, utilizarea flavonoidelor ce intră în alcătuirea propolisului este 

menționată în Vechiul Testament și, de asemenea, în scrierile lui Hipocrate din Grecia Antică 

pentru tratamentul rănilor și ulcerului (Stefan și Birsa, 2019). Totodată, în medicina populară 

argentiniană a fost utilizată planta Tagetes minuta pentru tratarea bolilor infecțioase, această 

plantă fiind bogată în quercetagetin-7-arabinosil-galactozidă (Cushnie și Lamb, 2005). 

Scutellaria baicalensis este un alt exemplu de plantă medicinală ce a fost utilizată mii de ani în 

China pentru tratamentul abceselor parodontale și al rănilor orale infectate datorită conținutului 

de baicaleină (Tsao et al., 1982). În medicina populară din Iran, planta Tripleurospermum 

disciforme ce conține din abundență flavonoide, inclusiv apigenină, kaempferol, luteolină și 

quercetină este utilizată în tratamentul unor boli, dar și ca dezinfectant (Górniak et al., 2019). 

Structura chimică de bază a flavonoidelor este alcătuită dintr-un schelet de difenil propan, 

ce conține 15 atomi de carbon în nucleul primar: două inele cu 6 atomi de carbon legate cu o 

unitate de 3 atomi de carbon care poate sau nu să facă parte dintr-un al treilea inel (Figura 1.1). 

În principal, cele două inele benzenice (inelul A și B) sunt legate între ele prin intermediul celui 

de-al treilea inel heterociclic de piren care conține oxigen, această structură fiind notată C6-C3-

C6 (Karak, 2019). 
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Figura 1.1. Structura de bază a flavonoidelor (după Karak, 2019) 

 

În funcție de carbonul inelului C de care se află legat inelul B și de gradul de nesaturare și 

oxigenare al inelului C, flavonoidele sunt subclasificate în mai multe categorii (Bose et al., 

2018). Astfel, flavonoidele în care inelul B este legat în poziția 3 a inelului C se numesc 

izoflavone, cele în care inelul B este legat în poziția 4 se numesc neoflavone, iar cele în care 

inelul B este legat în poziția 2 pot fi subdivizate în mai multe subgrupuri, pe baza 

caracteristicilor structurale ale inelului C (Cushnie și Lamb, 2005; Bose et al., 2018). Aceste 

subgrupuri sunt reprezentate de flavone, flavonoli, flavanone și catechine, iar flavonoidele cu 

inelul C deschis sunt denumite calcone (Bose et al., 2018). 

Flavonoidele prezintă un interes practic deosebit datorită interacțiunilor variate cu 

organismul uman puse pe seama proprietăților biologice antioxidante, antitumorale, anti-

inflamatorii, antivirale, antibacteriene și antifungice. 

 

CAPITOLUL 2 – FACTORI IMPLICAȚI ÎN VIRULENȚA ȘI REZISTENȚA 

MICROORGANISMELOR LA SUBSTANȚELE ANTIMICROBIENE 
 

Mecanismele responsabile de virulență sunt utilizate de microorganisme pentru a depăși 

sistemele de apărare ale organismului țintă (Beceiro et al., 2013) și sunt adesea implicate în 

interacțiunea directă cu țesuturile gazdei (Wu et al., 2008). Mecanismele de rezistență la 

substanțele antimicrobiene sunt esențiale pentru a permite microorganismelor să supraviețuiască 

terapiilor antimicrobiene, să se adapteze și să supraviețuiască în mediile competitive și 

nefavorabile (Beceiro et al., 2013).  

Pentru ca microorganismele să poată produce infecții organismelor gazdă este nevoie de o 

serie de factori care să favorizeze declanșarea acestora. Printre cei mai comuni factori se numără 

secreția diferitelor enzime hidrolitice, formarea biofilmelor, activarea pompelor de eflux, 

„quorum sensing”, capacitatea de a-și schimba morfologia și adaptabilitatea metabolică (Leitão, 

2020). 
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2.1. FACTORI IMPLICAȚI ÎN VIRULENȚA BACTERIILOR 

 

Virulența reprezintă capacitatea unui agent patogen de a se multiplica și de a provoca 

daune gazdei sale (Poulin și Combes, 1999), în procesul de virulență bacteriană fiind implicați o 

serie de factori precum quorum sensing, capacitatea de a forma biofilme, motilitatea, producerea 

de toxine bacteriene, pigmenți și enzime (Silva et al., 2016). 

 

2.1.1. „Quorum sensing” (QS) 

 

Quorum sensing se referă la un tip de „circuit molecular”, pe care multe bacterii patogene 

îl folosesc pentru a comunica astfel între ele prin semnale intercelulare (Dow, 2021, Banerji et 

al., 2020). Această comunicare chimică presupune eliberarea, detectarea și răspunsul la 

acumularea moleculelor mici de semnalizare într-un mod dependent de densitatea celulară, 

reglând expresia unui set de gene țintă (Dong și Zhang, 2005).  

 

2.1.2. Secreția de toxine 

 

Toxinele bacteriene secretate sunt substanțe solubile care modifică metabolismul normal 

al celulelor gazdă, provocând efecte dăunătoare asupra gazdei (Schmitt et al., 1999). 

 

2.1.3. Secreția pigmenților 

 

Pigmenții sunt factori de virulență produși de bacteriile patogene, fiind necesari pentru 

invazia și supraviețuirea acestora. Printre cei mai cunoscuți pigmenți se numără stafiloxantina la 

S. aureus, violaceina la Chromobacterium violaceum (Ni et al., 2020), piocianina și pioverdina la 

P. aeruginosa (Celedón și Díaz, 2021).  

 

2.1.4. Motilitatea bacteriilor 

 

Capacitatea unui organism de a se deplasa este definită ca motilitate (Aygan și Arikan, 

2007). Ea poate fi un factor determinant pentru supraviețuirea speciilor conferindu-le capacitatea 

de a se deplasa spre medii favorabile, de a scăpa de toxine, de a evita condițiile dăunătoare, 

permițând astfel o competiție de succes cu alte microorganisme (Duan et al., 2013; Miyata et al., 

2020).  
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Motilitatea de tip swimming („de înot”) 

 

Motilitatea de tip swimming este una dintre abilitățile de bază în ciclul de viață al 

bacteriilor, oferindu-le un avantaj în supraviețuirea în condiții de mediu nefavorabile (Zegadło et 

al., 2023). Acest tip de motilitate este o mișcare celulară individuală care utilizează rotația unui 

singur flagel polar funcțional pentru a se deplasa prin mediile lichide (Ha et al., 2014). 

 

Motilitatea de tip swarming („de roire”) 

 

Motilitatea de tip swarming reprezintă un mod colectiv de mișcare în care bacteriile 

flagelate migrează rapid pe suprafețe semi-solide (Lai et al., 2009; Ariel et al., 2015). Această 

motilitate este un fenomen intrinsec legat de suprafață și dependent de densitatea celulară, care 

implică diferențierea celulară, contactul între bacteriile vecine și în special migrația coordonată a 

celulelor (Sharma și Anand, 2002). 

 

Motilitatea de tip twitching („de contracție”) 

 

Motilitatea de tip twitching este un mod de translocare pe suprafețe, care apare în condiții 

de umiditate pe suprafețe semisolide sau solide, depinde de prezența pililor retractili de tip IV și 

este independentă de prezența unui flagel (Turnbull și Whitchurch, 2014). Mișcarea este 

alimentată de extensia și retracția pililor ce se poate manifesta ca un comportament colectiv 

multicelular complex care mediază expansiunea activă a coloniilor (Harshey, 2003; Turnbull și 

Whitchurch, 2014). 

 

2.2. MECANISME DE REZISTENȚĂ LA ANTIBIOTICE 

 

Rezistența antimicrobiană este reprezentată de capacitatea bacteriilor de a supraviețui 

atunci când sunt expuse la substanțele antimicrobiene (Acar și Rosel, 2001). Aceasta se poate 

manifesta prin diferite mecanisme de acțiune cum ar fi limitarea absorbției unui medicament, 

modificarea unei ținte a medicamentului, inactivarea unui medicament, efluxul activ al acestuia 

(Reygaert, 2018). 

 

2.2.1. Modificarea țintei 

 

Bacteriile pot modifica numeroase ținte pentru a dezvolta rezistența la diferite antibiotice. 

De exemplu, unul dintre mecanismele de rezistență la medicamentele β-lactamice este 
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reprezentat de modificarea structurii proteinelor de legare ale penicilinei (PBP – transpeptidaze 

implicate în construcția peptidoglicanului din peretele celular) (Reygaert, 2018). 

 

2.2.2. Inactivarea antibioticelor 

 

Bacteriile inactivează medicamentele prin două mecanisme principale: degradarea 

efectivă a medicamentului sau transferul unei grupe chimice către medicament (Reygaert, 2016). 

Printre exemplele de inactivare ale antibioticelor se numără hidroliza antibioticelor β-

lactamice (peniciline, cefalosporine, monobactamele și carbapamele) de către β-lactamaze  

(Kapoor et al., 2017). 

 

2.2.3. Pompele de eflux 

 

Pompele de eflux sunt proteine membranare prezente în aproape toate organismele vii, 

având funcția principală de a transporta substanțele nedorite din interiorul celulei bacteriene în 

mediul extern (Alav et al., 2018; Garcia et al., 2022).  

 

2.3. FACTORI DE VIRULENȚĂ PREZENȚI LA FUNGI 

 

Există o serie de factori de virulență care ajută fungii să colonizeze și să infecteze 

organismele umane și animale (Stehr et al., 2003). Printre acești factori de virulență se numără 

secreția unor enzime hidrolitice (Silva et al., 2012), a unor molecule de semnalizare lipidică 

(Gauwerky et al., 2009) și dimorfismul celulelor (trecerea de la forma de dermatoplast la cea de 

hifă) (Yang, 2003).  

 

2.3.1. Molecule lipidice de semnalizare 

 

Moleculele lipidice de semnalizare sunt implicate în virulența mai multor 

microorganisme de importanță clinică, făcând ca fungii să devină hipervirulenți (Singh și Del 

Poeta, 2011). La fungii patogeni, moleculele de semnalizare lipidică sunt reprezentate de 

sfingolipide, farnesol și oxilipide (Singh și Del Poeta, 2011).  

 

2.3.2. Dimorfismul celulelor 

 

Capacitatea tulpinilor de C. albicans de a suferi o tranziție morfologică reversibilă de la 

dermatoplaști (formă ovală) la filamente (pseudohife și hife) este atribuită răspunsului la o 
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varietate de condiții de mediu ale gazdei și este asociată cu virulența, rezistența și patogeneza 

acestora (Kadosh, 2019; Chen et al., 2020). Extinderea filamentelor hifelor de C. albicans este 

importantă pentru o serie de proprietăți legate de virulență, inclusiv de formarea biofilmului, liza 

macrofagelor, străpungerea celulelor endoteliale, invazia straturilor de celule epiteliale și a 

tigmotropismului (Kadosh, 2016). 

 

2.3.3. Secreția enzimelor hidrolitice 

 

Agenții patogeni microbieni folosesc o serie de strategii pentru a invada organismul 

gazdă, pentru a provoca infecții (Ghannoum, 2000) și pentru a opune rezistență la substanțele cu 

acțiune antimicrobiană (Schroeder et al., 2017). Enzimele ce prezintă un rol important în 

virulența microorganismelor sunt reprezentate de fosfolipaze, esteraze, proteaze, catalaze și 

hemolozine. 

 

2.4. MECANISME DE REZISTENȚĂ LA SUBSTANȚELE ANTIFUNGICE 

 

Printre cei mai comuni factori implicați în rezistența fungilor se numără supra-exprimarea 

pompelor de eflux (de Waard et al., 2006; Coleman și Mylonakis, 2009), modificarea țintei 

medicamentelor (Lee et al., 2021) și formarea biofilmelor (Del Pozo, 2018). 

 

2.4.1. Modificarea țintei de acțiune 

 

Modificarea genetică a țintei medicamentului este un mecanism de rezistență foarte 

important întâlnit la fungi și are ca rezultat reducerea afinității pentru antimicotice (Perlin et al., 

2015). Până în prezent au fost caracterizate mai multe modificări ale țintelor care au ca rezultat 

rezistența la substanțele antifungice (McKeegan et al., 2002). 

 

2.4.2. Formarea biofilmelor 

 

Biofilmele microbiene sunt comunități de celule sesile (Sharma et al., 2019) înglobate în 

substanțe polimerice extracelulare (EPS) (Wolfmeier et al., 2018), fiind considerate cea mai 

comună stare de creștere pentru multe microorganisme (Nobile și Johnson, 2015; Lohse et al., 

2018). 

Celulele din biofilme prezintă proprietăți care sunt distincte de cele planctonice (celulele 

ce plutesc liber) (Pierce et al., 2009), cum ar fi expresia genelor, rata de creștere mai scăzută și 
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rezistența mai mare la substanțele antimicrobiene (Cavalheiro și Teixeira, 2018; Sharma et al., 

2019).  

Datorită acestor caracteristici generale, biofilmele sunt foarte dificil de eradicat (Del 

Pozo, 2018) și potențează apariția infecțiilor în organismul gazdă (Cavalheiro și Teixeira, 2018). 

Mai mult, celulele din biofilme sunt în mod inerent insensibile la substanțele antimicrobiene, 

fiind considerate de aproximativ 1000 de ori mai rezistente decât celulele planctonice (Del Pozo, 

2018; Rumbaugh și Sauer, 2020). 
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PARTEA A-II-A – CONTRIBUȚII PERSONALE 
 

CAPITOLUL 1 – SELECȚIA UNOR FLAVONOIDE SINTETICE 

TRICICLICE CU ACTIVITATE ANTIMICROBIANĂ 
 

1.1. MATERIALE, ECHIPAMENTE ȘI METODE DE LUCRU 

 

1.1.1. Sinteza flavonoidelor sintetice triciclice cu sulf 

 

Flavonoidele testate în acest studiu au fost sintetizate în cadrul Facultății de Chimie a 

Universității „Alexandru Ioan Cuza” din Iași de către grupul de cercetare coordonat de Prof. dr. 

habil. Lucian Bîrsă. S-au sintetizat două serii de flavonoide triciclice cu sulf având ca derivați 

halogenați Br și Cl. Flavonoidele din seria cu brom conțin Br în poziția R1, iar în poziția R2 

conțin F, Br, Cl sau I, în timp ce flavonoidele din seria cu clor au Cl în poziția R2, iar în poziția 

R1 conțin F, Br, Cl sau I – Figura 1.1. 

Sinteza celor două serii de flavonoide a avut loc în două etape, iar structura și puritatea 

lor au fost analizate prin RMN (rezonanță magnetică nucleară), SM (spectrometrie de masă) și 

IR (spectrometrie de infraroșu) (Bahrin et al., 2014). În Figura 1.1 este prezentată schema 

generală de obținere a flavonoidelor sintetice triciclice cu sulf: 

 

 
i) EtOH, reflux 2 ore; ii) H2SO4/AcOH=1/3 (v/v), 80 °C 10 minute; iii)KBF4 
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Figura 1.1. Schema generală de obținere a celor două serii de flavonoide sintetice triciclice cu sulf (Bahrin et 

al., 2014) 

 

1.1.2. Determinarea concentrației minime inhibitorii și a concentrației minime 

bactericide/fungicide 

 

Metoda diluțiilor seriate este frecvent utilizată pentru testarea sensibilității 

microorganismelor atât în laboratoarele de cercetare, cât și în cele clinice (Reimer et al., 1981). 

Determinarea concentrației minime inhibitorii (CMI) se realizează în plăci cu 96 godeuri prin 

stabilirea celei mai mici concentrații de substanță antimicrobiană necesară pentru a inhiba 

dezvoltarea microorganismelor (Lambert și Pearson, 2000; Wiegand et al., 2008). 

 

1.1.3. Evoluția unei populații bacteriene/fungice într-o cultură discontinuă asincronă 

 

Evidențierea efectului antimicrobian al flavonoidelor sintetice triciclice cu sulf se 

apreciază urmărind dinamica creșterii bacteriilor/fungilor într-o cultură discontinuă asincronă. 

 

1.1.4. Aprecierea viabilității celulelor microbiene după expunerea la flavonoide prin 

metoda numărării coloniilor dezvoltate pe medii solide 

 

Testul de viabilitate celulară se realizează pentru a evalua eficiența flavonoidelor sintetice 

triciclice cu sulf asupra tulpinilor bacteriene și fungice. Acesta se bazează pe faptul că fiecare 

celulă rămasă viabilă în urma expunerii la agentul antimicrobian determină formarea unei colonii 

vizibile cu ochiul liber pe suprafața mediului de cultură. 
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1.2. REZULTATE ȘI DISCUȚII 

 

1.2.1. Activitatea antibacteriană și antifungică a unor flavonoide sintetice triciclice cu sulf 

 

Activitatea antimicrobiană a flavonoidelor a variat în funcție de agentul patogen studiat și 

de flavonoida testată. Astfel, după cum se poate observa în Tabelul 1.1, bacteriile Gram-pozitive 

au fost mai sensibile la flavonoidele testate, cele mai mici valori ale CMI fiind de 0,12 μg/ml 

(înregistrate pentru o tulpină de B. subtilis), în timp ce bacteriile Gram-negative au prezentat 

valori minime ale CMI de 3,9 μg/ml (pentru o tulpină de E. coli). În plus, trebuie să subliniem 

faptul că în cazul flavonoidei BrCl au fost înregistrate cele mai mici valori CMI asupra 

bacteriilor. Totodată, flavonoidele au înregistrat valori ale CMI cuprinse între 3,9 μg/ml și 62,5 

μg/ml împotriva tulpinilor fungice testate - Tabel 1.1. Cele mai mici valori ale CMI au fost 

obținute în cazul flavonoidelor BrCl, BrBr și BrI asupra tulpinii C. albicans P37037. 

 
Tabel 1.1. Valorile concentrațiilor minime inhibitorii determinate în prezența flavonoidelor testate 

Tulpini testate CMI flavonoide (μg/ml) 

FCl ClCl BrCl ICl BrF BrBr BrI 

S. aureus ATCC 25923 3,9 0,48 0,24* 0,48 3,9 0,24 0,48 

B. subtilis ssp. spizizenii  ATCC 

6633 

0,24 0,12 0,24* 0,24 - - - 

E. coli ATCC 25922 125 125 3,95* 3,95 125 15,62 15,62 

P. aeruginosa ATCC 27853 125 125 - 62,5 - - - 

K. pneumoniae ATCC 13883 125 31,25 7,81* 62,5 125 250 125 

C. albicans ATCC 10231 31,25 15,62 15,62 7,81 31,25 15,62 7,81 

C. albicans P37037 15,62 7,81 3,9 7,81 31,25 3,9 3,9 

C. albicans Prx 31,25 15,62 7,81 7,81 31,25 15,62 7,81 

C. krusei Prx 31,25 7,81 15,62 7,81 62,5 7,81 7,81 

C. parapsilosis Prx 31,25 15,62 15,62 - 31,25 7,81 3,9 

C. glabrata Cam 31,25 15,62 15,62 - 62,5 15,62 7,81 

CMI = concentrația minimă inhibitorie 

* valori obținute de Babii (2019) 

 

După confirmarea faptului că flavonoidele sintetice triciclice cu sulf posedă o activitate 

antibacteriană și antifungică împotriva tuturor tulpinilor testate, am evaluat în continuare efectul 

bactericid sau fungicid al acestora. În urma rezultatelor obținute am observat că flavonoidele au 

prezentat valori ale CMB cuprinse între 0,24 μg/ml și 7,8 μg/ml pentru bacteriile Gram-pozitive, 

respectiv între 15,62 – 250 μg/ml pentru bacteriile Gram-negative testate. În cazul tulpinilor de 

Candida investigate, valorile CMF au variat între 31,25 μg/ml și 125 μg/ml - Tabelul 1.2. 
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Tabel 1.2. Valorile concentrațiilor minime bactericide și fungicide determinate în prezența flavonoidelor 

testate 

Tulpini testate CMB/CMF flavonoide (μg/ml) 

FCl ClCl BrCl ICl BrF BrBr BrI 

S. aureus ATCC 25923 7,8 0,95 0,48* 1,95 3,9 0,48 0,48 

B. subtilis ssp. spizizenii 

ATCC 6633 

0,48 0,24 0,48* 0,97 - - - 

E. coli ATCC 25922 250 31,25 31,25* 15,62 250 31,25 31,25 

P. aeruginosa ATCC 27853 250 250 - - - - - 

K. pneumoniae ATCC 

13883 

250 31,25 125* - 250 250 125 

C. albicans ATCC 10231 31,25 31,25 - - 125 31,25 7,8 

C. albicans P37037 62,5 15,62 62,5 - 125 125 125 

C. albicans Prx 62,5 15,62 - - 125 15,62 15,62 

C. krusei Prx 62,5 15,62 - - 125 15,62 15,62 

C. parapsilosis Prx 125 31,25 - - 125 15,62 15,62 

C. glabrata Cam 62,5 15,62 - - 250 31,25 15,62 

CMB = concentrația minimă bactericidă 

CMF = concentrația minimă fungicidă 

* valori obținute de Babii (2019) 

 

1.2.2. Efectul flavonoidelor asupra creșterii unor populații microbiene 

 

Flavonoidele ce fac parte din seria cu clor ca substituent halogenat au determinat un efect 

bacteriostatic semnificativ (p ˂ 0,05) asupra tulpinii S. aureus ATCC 25923 de până la 11-12 ore 

la o concentrație echivalentă cu CMI și 2 × CMI. În ceea ce privește concentrația echivalentă cu 

½ CMI, flavonoida FCl a prezentat o întârziere a creșterii de cel puțin 9 ore (Figura 1.2-A), în 

timp ce flavonoida ICl a inhibat creșterea celulelor de S. aureus timp de doar 3 ore (Figura 1.2-

B) în comparație cu controlul. 
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Figura 1.2. Dinamica creșterii tulpinii S. aureus ATCC 25923 în prezența flavonoidelor: A – FCl (CMI = 3,9 

μg/ml) și B – ICl (CMI = 0,48 μg/ml). 

 

Flavonoidele din seria cu brom ca substituent halogenat au determinat un însemnat efect 

bacteriostatic asupra tulpinii S. aureus ATCC 25923. Astfel, la o concentrație egală cu ½ CMI, 

flavonoida BrF a inhibat creșterea celulelor timp de aproximativ 2 ore (Figura 1.3-A), flavonoida 

BrBr a determinat o inhibare de 8 ore (Figura 1.3-B), iar flavonoida BrI a prezentat un efect 

bacteriostatic de cel puțin 5 ore (Figura 1.3-C) în comparație cu controlul. 

 

 
 

Figura 1.3. Dinamica creșterii tulpinii S. aureus ATCC 25923 în prezența flavonoidelor: A – BrF (CMI = 3,9 

μg/ml), B – BrBr (CMI = 0,24 μg/ml) și C – BrI (CMI = 0,48 μg/ml).  

 

Flavonoidele FCl și ICl au determinat un efect bacteriostatic semnificativ asupra tulpinii 

testate. Astfel, la o concentrație echivalentă cu CMI și 2 × CMI ambele flavonoide au manifestat 

efect bacteriostatic pe toată durata experimentului. La concentrația egală cu ½ CMI, flavonoida 
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FCl a inhibat creșterea celulelor timp de cel puțin 12 ore (Figura 1.4-A), iar flavonoida ICl a 

determinat o prelungire a fazei de lag de doar 4 ore în comparație cu controlul (Figura 1.4-B). 

 

 
 

Figura 1.4. Dinamica creșterii tulpinii E. coli ATCC 25922 în prezența flavonoidelor: A – FCl (CMI = 125 

μg/ml) și B – ICl (CMI = 1,95 μg/ml). 

 

Utilizate într-o concentrație echivalentă cu CMI și 2 × CMI, flavonoidele BrBr și BrI au 

prezentat un efect bacteriostatic pe toată durata experimentelor (24 ore). În ceea ce privește 

concentrațiile echivalente cu ½ CMI, flavonoida BrBr a determinat o inhibare a creșterii 

celulelor de E. coli timp de aproximativ 4 ore (Figura 1.5-A). La concentrații echivalente cu  

½ CMI, flavonoida BrI a o inhibat creșterea bacteriană pentru aproximativ 4 ore, în timp ce 

concentrațiile echivalente cu CMI au avut un efect bacteriostatic similar cu 2 × CMI - Figura 1.5-

B. 

 

 
 

Figura 1.5. Dinamica creșterii tulpinii E. coli ATCC 25922 în prezența flavonoidelor: A – BrBr (CMI = 15,62 

μg/ml) și B – BrI (CMI = 15,62 μg/ml). 

 

Pentru a mări spectrul microorganismelor analizate, flavonoidele sintetice triciclice cu 

sulf au fost testate și împotriva fungilor de tipul C. albicans. Utilizate într-o concentrație 

echivalentă cu 2 × CMI, flavonoidele FCl, ClCl și ICl au prezentat efect fungistatic de cel puțin 
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22 ore în comparație cu controlul. La o concentrație echivalentă cu CMI, flavonoidele FCl și ICl 

au determinat un efect fungistatic de aproximativ 19 ore (Figura 1.6-A), respectiv 14 ore (Figura 

1.6-C), în timp ce flavonoida ClCl a determinat un efect fungistatic de aproximativ 24 ore 

(Figura 1.6-B). În ceea ce privește concentrația echivalentă cu ½ CMI, flavonoidele au inhibat 

dezvoltarea celulelor fungice timp de 14, 10, respectiv 20 ore. 

După expunerea la flavonoida BrF timp de 34 ore, nu s-au observat modificări 

semnificative ale densității celulare la concentrația echivalentă cu 2 × CMI în comparație cu 

controlul, în timp ce la concentrațiile egale cu ½ CMI și CMI nu au existat diferențe față de 

control (Figura 1.7-A). În ceea ce privește flavonoida BrBr, aceasta a inhibat creșterea celulelor 

de C. albicans aproximativ 14 ore la o concentrație echivalentă cu CMI, iar la o concentrație de 2 

× CMI flavonoida a manifestat un efect fungistatic mai mult de 24 ore (Figura 1.7-B). Un efect 

fungistatic important îl prezintă și flavonoida BrI, aceasta inhibând creșterea celulelor 

aproximativ 18 ore la toate concentrațiile utilizate (Figura 1.7-C). 

 

 
 

Figura 1.6. Dinamica creșterii tulpinii C. albicans P37037 în prezența flavonoidelor: A – FCl (CMI = 15,62 

μg/ml), B – ClCl (CMI = 7,8 μg/ml) și C – ICl (CMI = 15,62 μg/ml). 
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Figura 1.7. Dinamica creșterii tulpinii C. albicans P37037 în prezența flavonoidelor: A – BrF (CMI = 15,62 

μg/ml), B – BrBr (CMI = 3,9 μg/ml) și C – BrI (CMI = 3,9 μg/ml). 

 

 

 

1.2.3. Aprecierea efectului flavonoidelor triciclice cu sulf asupra viabilității celulelor 

bacteriene și fungice 

 

În Figura 1.8 este reprezentată activitatea flavonoidelor FCl și ICl asupra viabilității 

tulpinii S. aureus ATCC 25923. Flavonoida FCl utilizată într-o concentrație echivalentă cu  

2 × CMI a dus la pierderea totală a viabilității celulelor de S. aureus după doar 2 ore de expunere 

(Figura 1.8-A). De remarcat este faptul că flavonoida ICl (Figura 1.8-B) utilizată într-o 

concentrație de 3,9 μg/ml a manifestat același efect de tip total kill ca și flavonoida FCl utilizată 

într-o concentrație egală cu 7,8 μg/ml. 
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Figura 1.8. Aprecierea viabilității celulelor de S. aureus ATCC 25923 în prezența flavonoidelor: A – FCl (2 × 

CMI = 7,8 μg/ml) și B – ICl (2 × CMI = 3,9 μg/ml). 

 

Expunerea celulelor de S. aureus la flavonoidele seriei Br a condus de asemenea la 

reducerea semnificativă a viabilității, față de celule din control care au rămas viabile pe toată 

durata experimentului. La o concentrație echivalentă cu 2 × CMI flavonoida BrF a determinat 

reducerea totală a viabilității celulelor după 4 ore (Figura 1.9-A). O reducere a viabilității 

celulare cu mai mult de 8 log10 a fost înregistrată și în cazul flavonoidelor BrBr (Figura 1.9-B) și 

BrI (Figura 1.9-C), după doar două ore de la expunere. 

În ceea ce privește celulele de E. coli, acestea și-au pierdut viabilitatea după doar 2 ore în 

prezența flavonoidei ICl la o concentrație echivalentă cu 2 × CMI (7,81 μg/ml) - Figura 1.10. 

O reducere a viabilității celulare cu aproximativ 8 log10 a fost înregistrată și în cazul 

flavonoidelor BrBr (Figura 1.11-A) și BrI (Figura 1.11-B). Acestea, utilizate într-o concentrație 

echivalentă cu 2 × CMI au dus la pierderea totală a viabilității celulelor de E. coli tot după cel 

mult o oră de la expunere. 

 
 

Figura 1.9. Aprecierea viabilității celulelor de S. aureus ATCC 25923 în prezența flavonoidelor: A – BrF (2 × 

CMI = 0,95 μg/ml), B – BrBr (2 × CMI = 0,95 μg/ml) și C – BrI (2 × CMI = 0,95 μg/ml). 
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Figura 1.10. Aprecierea viabilității celulelor de E. coli ATCC 25922 în prezența flavonoidei ICl (2 × CMI = 

7,81 μg/ml). 

 

 
 

Figura 1.11. Aprecierea viabilității celulelor de E. coli ATCC 25922 în prezența flavonoidelor: A – BrBr (2 × 

CMI = 31,25 μg/ml) și B – BrI (2 × CMI = 31,25 μg/ml). 

 

Ținând cont de activitatea antimicrobiană promițătoare a flavonoidei BrCl precum și de 

rezultatele obținute anterior în cadrul grupului de cercetare de către Cornelia Babii asupra unor 

tulpini bacteriene, am hotărât să extindem studiile privind spectrul antimicrobian al flavonoidei 

BrCl și asupra unor tulpini fungice. Prin urmare, studiul nostru s-a axat în continuare pe 

stabilirea mecanismelor de acțiune ale flavonoidei BrCl asupra unor tulpini patogene de 

Candida, precum și pe activitatea acesteia asupra unor factori implicați în virulența și rezistența 

bacteriilor și fungilor. 
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CAPITOLUL 2 – MECANISME DE ACȚIUNE ALE FLAVONOIDEI BrCl 
 

2.2. MATERIALE, ECHIPAMENTE ȘI METODE DE LUCRU 

 

2.2.1. Evaluarea efectului flavonoidei BrCl asupra integrității membranare a celulelor de C. 

albicans 

 

Membranele celulare intacte sunt în condiții anatomo-fiziologice normale impermeabile 

pentru fluorocromi (ex. iodură de propidiu). Acestea devin permeabile pentru fluorocromi doar 

atunci când sunt lezate sau distruse. Pentru a evalua efectul flavonoidei BrCl asupra integrității 

membranare se utilizează microscopia cu fluorescență. 

 

2.2.2. Optimizarea metodei de deshidratare a celulelor de C. albicans în vederea examinării 

la microscopul electronic cu baleiaj (SEM) 

 

Pentru ca morfologia celulelor bacteriene și fungice să poată fi observată la microscopul 

electronic cu baleiaj este necesară identificarea unei metode de deshidratare a celulelor, astfel 

încât deshidratarea să nu determine apariția unor lezări/modificări ale acestora. 

 

2.2.3. Evaluarea morfologiei celulelor de C. albicans Prx în prezența flavonoidei BrCl 

folosind microscopia electronică cu baleiaj (SEM) 

 

Identificarea eventualelor modificări ale morfologiei celulelor fungice în prezența 

flavonoidei BrCl s-a realizat utilizând microscopia electronică cu baleiaj (SEM). 

 

2.2.4. Aprecierea legării sorbitolului în prezența flavonoidei BrCl 

 

Investigarea activității unei substanțe cu acțiune antifungică asupra peretelui celulelor de 

Candida se realizează utilizând testul de legare al sorbitolului (determinarea CMI în prezența și 

absența sorbitolului 0,8 M). 
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2.3. REZULTATE ȘI DISCUȚII 

 

2.3.1. Evaluarea efectului flavonoidei BrCl asupra integrității membranare 

 

Analiza fotografiilor obținute la microscopul cu fluorescență demonstrează că după doar 

4 ore de la expunerea la ambele concentrații de flavonoidă testate apar primele celule 

fluorescente. Celulele control au rămas nefluorescente, semn că membrana lor rămâne intactă 

(impermeabilă pentru iodura de propidiu) pe toată durata experimentului - Figura 2.1. 

 

 
 

Figura 2.1. Evaluarea efectului flavonoidei BrCl asupra permeabilizării membranei celulelor de C. albicans 

Prx folosind microscopia cu fluorescență. Celulele fluorescente au fost observate în probe după 4, 24 și 48 ore de 

la expunerea la flavonoida BrCl. 

 

După doar o oră de incubare, membrana celulelor a fost lezată sau distrusă într-o 

proporție de 75%, iar după 24 ore procentajul celulelor fluorescente a ajuns la 100% (Figura 

2.2). De remarcat este faptul că efectul flavonoidei BrCl asupra permeabilizării membranei 

celulelor de C. albicans este dependent de doza utilizată. Creșterea concentrației flavonoidei 

BrCl duce la creșterea numărului de celule fluorescente concomitent cu diminuarea timpului de 

expunere. 
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Figura 2.2. Efectul flavonoidei BrCl asupra permeabilității membranare a celulelor de C. albicans Prx. 

Celulele au fost expuse la flavonoida BrCl într-o concentrație echivalentă cu 2 × CMI (31,25 μg/ml) și 5 × CMI 

(78,1 μg/ml) (p < 0,05). 

 

2.3.2. Selectarea unor metode de deshidratare a celulelor de Candida în vederea utilizării 

SEM 

 

În urma testării celor 7 variante de deshidratare (Figura 2.3), s-a observat că metodele 

care nu provoacă modificări ale peretelui celulelor de C. albicans sunt cele notate cu  A, C și G. 

Selectarea variantelor de deshidratare a fost realizată pe baza imaginilor obținute la microscopul 

electronic cu baleiaj în literatura de specialitate (Staniszewska et al., 2013). 

 

 
 

Figura 2.3. Imagini electronomicroscopice ale celulelor de C. albicans P37037 supuse unor metode diferite de 

deshidratare. A-G: variante utilizate pentru deshidratare. 
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2.3.3. Flavonoida BrCl induce modificări semnificative ale morfologiei celulelor de C. 

albicans Prx 

 

Efectul flavonoidei BrCl asupra morfologiei celulelor de C. albicans Prx a fost pus în 

evidență cu ajutorul microscopiei electronice cu baleiaj. După cum se poate observa în Figura 

2.4-A, celulele din control prezintă o formă regulată, sunt intacte și au suprafața celulară netedă. 

În schimb, celulele expuse la flavonoida BrCl într-o concentrație echivalentă cu 5 × CMI 

prezintă deteriorări morfologice ireversibile, acestea având un aspect neregulat, fiind deteriorate, 

contractate sau zbârcite (Figura 2.4-B). Deformarea peretelui celular poate duce la pierderea 

integrității funcționale atât a peretelui cât și a membranei ceea ce ar putea cauza moartea celulei. 

 

 
 

Figura 2.4. Efectul flavonoidei BrCl asupra morfologiei celulelor de C. albicans. A – control, B – celule expuse 

timp de 6 ore la flavonoida BrCl. Săgețile indică modificări morfologice ireversibile ale celulelor tratate cu 

flavonoida BrCl (5 × CMI). 

 

2.3.4. Aprecierea legării sorbitolului 

 

Rezultatele obținute de noi arată că în momentul în care celulele de Candida au fost 

expuse la flavonoida BrCl în prezența sorbitolului, valoarea concentrației minime inhibitorii (7,8 

μg/ml și 15,62 μg/ml) nu s-a modificat semnificativ în comparație cu valoarea concentrației 

minime inhibitorii (15,62 μg/ml) obținute în absența sorbitolului. Acest comportament sugerează 

că flavonoida BrCl nu acționează prin afectarea integrității peretelui celular al tulpinilor de 

Candida testate (Tabel 2.1). 
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Tabel 2.1. Valorile concentrațiilor minime inhibitorii ale flavonoidei BrCl determinate în absența sau 

prezența sorbitolului (0,8 M) împotriva unor tulpini de Candida 

Tulpina testată CMI (μg/ml) 

BrCl BrCl + sorbitol (0,8 M) 

C. albicans Prx 15,62 7,8 

C. parapsilosis 15,62 7,8 

C. krusei Prx 15,62 15,62 

C. glabrata Cam 15,62 7,8 

 

CAPITOLUL 3 – FACTORI IMPLICAȚI ÎN VIRULENȚA ȘI REZISTENȚA 

BACTERIILOR 
 

3.1. MATERIALE, ECHIPAMENTE ȘI METODE DE LUCRU 

 

3.1.1. Evaluarea motilității de tip swimming, swarming și twitching 

 

Evidențierea motilității bacteriilor se realizează prin cultivarea acestora pe suprafața 

mediilor semisolide, sau la interfața netedă formată între mediile de creștere semisolide și 

suprafețele din plastic sau sticlă. Bacteriile ce prezintă motilitate se dezvoltă într-un mod 

caracteristic pe suprafața plăcilor în care sunt cultivate. Diametrul suprafeței colonizate poate fi 

măsurat și utilizat pentru aprecierea motilității. 

 

3.1.2. Determinarea activității flavonoidei BrCl asupra motilității de tip swimming, 

swarming și twitching 

 

Efectul flavonoidei BrCl asupra motilității de tip swimming, swarming și twitching se 

apreciază macroscopic prin măsurarea diametrului zonei de colonizare și compararea acestuia cu 

diametrul zonei colonizate al plăcilor suplimentate cu DMSO (control). 

 

3.1.3. Aprecierea efectului flavonoidei BrCl asupra pompelor de eflux 

 

Stabilirea efectului flavonoidei BrCl asupra pompelor de eflux s-a determinat în prezența 

bromurii de etidiu. 
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3.2. REZULTATE ȘI DISCUȚII 

 

3.2.1. Selectarea tulpinii ce prezintă motilitate de tip swimming, swarming și twitching 

 

Motilitatea de tip swimming 

 

După 48 ore de incubare am constatat că tulpina P. aeruginosa 124 prezintă o motilitate 

mai mare în comparație cu controlul pozitiv (P. aeruginosa PAO1), aceasta colonizând toată 

suprafața mediului de cultură (Figura 3.1). Diametrul zonei de colonizare de P. aeruginosa ATCC 

27853 a fost de 25 mm în comparație cu tulpina control care a prezentat un diametru de 30 mm. 

 

 
Figura 3.1. Evidențierea motilității de tip swimming la tulpini aparținând genului Pseudomonas: A – P. 

aeruginosa PAO1 (control), B – P. aeruginosa 124 și C – P. aeruginosa ATCC 27853. 

 

Motilitatea de tip swarming 

 

După 48 ore de incubare, am observat că o motilitate comparabilă cu cea a tulpinii 

control utilizate (P. aeruginosa PAO1) o prezintă P. aeruginosa ATCC 27853, pentru ambele 

tulpini înregistrându-se un diametru al zonei de colonizare egal cu 31 mm. Ca și în cazul 

motilității de tip swimming, cea mai crescută motilitate de tip swarming a fost înregistrată în 

cazul tulpinii P. aeruginosa 124, care a colonizat toată suprafața plăcii (85 mm) – Figura 3.2. 

 

 
Figura 3.2. Evidențierea motilității de tip swarming la tulpini aparținând genului Pseudomonas: A – P. 

aeruginosa PAO1 (control), B – P. aeruginosa 124 și C – P. aeruginosa ATCC 27853. 
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Motilitatea de tip twitching 

 

Cele două tulpini de Pseudomonas (P. aeruginosa 124 și P. aeruginosa ATCC 27853) au 

fost evaluate și în ceea ce privește motilitatea de tip twitching. Astfel, s-a observat că ambele 

tulpini testate au prezentat o motilitate mai crescută în comparație cu controlul pozitiv utilizat (P. 

aeruginosa PAO1) - Figura 3.3. Diametrul zonei de colonizare al tulpinii P. aeruginosa 124 a 

fost de 16 mm, cel colonizat de P. aeruginosa ATCC 27853 a fost de 25 mm, în timp ce 

diametrul zonei de colonizare al tulpinii control utilizată a fost de 10 mm. 

 

 
 

Figura 3.3. Evidențierea motilității de tip twitching la tulpini aparținând genului Pseudomonas: A – P. 

aeruginosa PAO1 (control), B – P. aeruginosa 124 și C – P. aeruginosa ATCC 27853. 

 

3.2.2. Flavonoida BrCl inhibă motilitatea de tip swimming, swarming și twitching la P. 

aeruginosa 124 

 

Motilitatea de tip swimming 

 

Impactul flavonoidei BrCl asupra motilității de tip swimming a fost investigat utilizând 

tulpina P. aeruginosa 124 pe parcursul a 72 ore. S-a observat că prezența flavonoidei BrCl în 

concentrații echivalente cu ⅛ CMI (0,48 μg/ml), ¼ CMI (0,9 μg/ml) și ½ CMI (1,9 μg/ml) a 

inhibat semnificativ motilitatea de tip swimming în comparație cu controlul pe tot parcursul 

desfășurării experimentului (Figura 3.4).  
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Figura 3.4. Efectul concentrațiilor subinhibitorii ale flavonoidei BrCl asupra motilității de tip swimming la 

tulpina P. aeruginosa 124: A – valorile diametrului zonelor de colonizare la 24 ore; B – motilitatea de tip swimming 

determinată în prezența și absența flavonoidei BrCl la concentrații echivalente cu ⅛, ¼ și ½ CMI. Barele reprezintă 

eroarea standard a mediei. 

 

Motilitatea de tip swarming 

 

Flavonoida BrCl a fost testată și în ceea ce privește activitatea sa asupra motilității de tip 

swarming a tulpinii P. aeruginosa 124. Flavonoida testată a împiedicat motilitatea timp de 72 ore 

la o concentrație echivalentă cu ½ CMI (1,9 μg/ml) și a inhibat semnificativ (29,11%) motilitatea 

la o concentrație egală cu ¼ CMI (0,9 μg/ml) timp de 72 ore (Figura 3.5-A, 3.5-B și 3.5-C). La o 

concentrație echivalentă cu ⅛ CMI (0,48 μg/ml), flavonoida a inhibat semnificativ (66,76%) 

motilitatea timp de 24 ore în comparație cu controlul. Acest efect nu a mai fost înregistrat la 48 și 

72 ore, când diametrul înregistrat a avut aceeași dimensiune cu cel măsurat în cazul controlului 

(Figura 3.5-B și 3.5-C). 
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Figura 3.5. Efectul concentrațiilor subinhibitorii ale flavonoidei BrCl asupra motilității de tip swarming la 

tulpina P. aeruginosa 124: valorile diametrului zonelor de colonizare la 24 ore (A), 48 ore (B), și 72 ore (C); D – 

motilitatea de tip swarming determinată în prezența flavonoidei BrCl la concentrații echivalente cu ⅛, ¼ și ½ CMI. 

Barele reprezintă eroarea standard a mediei. 

 

Motilitatea de tip twitching 

 

Flavonoida BrCl la o concentrație egală cu ½ CMI (1,9 μg/ml) a inhibat semnificativ 

(100%) motilitatea de tip twitching a tulpinii P. aeruginosa 124 timp de 48 ore (Figura 3.6-A). 

La concentrațiile ⅛ CMI (0,48 μg/ml) și ¼ CMI (0,9 μg/ml) nu s-au înregistrat diferențe 

semnificative ale diametrului motilității în comparație cu controlul (Figura 3.6-B), acest lucru 

sugerând că inhibarea motilității de tip twitching este dependentă de concentrația de flavonoidă 

BrCl utilizată. 
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Figura 3.6. Efectul concentrațiilor subinhibitorii ale flavonoidei BrCl asupra motilității de tip twitching la 

tulpina P. aeruginosa 124: A – valorile diametrului zonelor de colonizare la 48 ore; B – motilitatea de tip twitching 

determinată în prezența flavonoidei BrCl la concentrații echivalente cu ⅛, ¼ și ½ CMI. Barele reprezintă eroarea 

standard a mediei. 

 

3.2.3. Efectul flavonoidei BrCl asupra pompelor de eflux 

 

După cum se poate observa în Figura 3.7, celulele dezvoltate în prezența bromurii de 

etidiu (1 mg/L) și a flavonoidei BrCl prezintă aceeași fluorescență cu cea a celulelor cultivate în 

absența flavonoidei, ceea ce demonstrează că flavonoida BrCl nu a inhibat activitatea pompelor 

de eflux. Acest lucru ne permite să afirmăm că flavonoida BrCl utilizată într-o concentrație 

echivalentă cu ½ CMI nu a determinat inactivarea pompelor de eflux. 
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Figura 3.7. Activitatea flavonoidei BrCl (½ CMI) asupra pompelor de eflux. Pentru a evidenția pompele de 

eflux s-au utilizat concentrații diferite de bromură de etidiu (0,1 mg/l, 0,175 mg/l, 0,5 mg/l și 1 mg/l). Săgețile albe 

indică pompe de eflux active, iar cele cu roșu evidențiază pompe de eflux inactive. 

 

CAPITOLUL 4 – EFECTUL FLAVONOIDEI BrCl ASUPRA UNOR 

FACTORI DE VIRULENȚĂ IMPLICAȚI ÎN INFECȚIILE CU CANDIDA 

SPP. 
 

4.1. MATERIALE, ECHIPAMENTE ȘI METODE DE LUCRU 

 

4.1.1. Evaluarea formării hifelor folosind tehnici de microscopie optică și electronică 

 

Determinarea activității flavonoidei BrCl asupra formării hifelor se realizează utilizând 

mediu RPMI. 

 

4.1.2. Cuantificarea expresiei unor gene implicate în formarea hifelor prin Real-Time PCR 

 

În procesul de formare al hifelor sunt implicate o serie de gene importante, printre care se 

numără hwp1, als3 și ece1. Pentru a investiga modul în care flavonoidele sintetice cu sulf 

interferă cu formarea hifelor, ne-am propus aprecierea expresiei relative a genelor implicate în 

acest proces folosind tehnica Real-Time PCR. 
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4.1.3. Determinarea activității fosfolipazice 

 

Pentru a determina activitatea fosfolipazică a tulpinilor de Candida spp. se utilizează 

gălbenușul de ou ce conține o cantitate mare de fosfolipide. Fosfolipazele produse de Candida 

spp. degradează fosfolipidele prezente în gălbenușul de ou, având ca rezultat formarea unui 

complex de calciu cu acizii grași eliberați și apariția unei zone precipitate în jurul coloniei (Pakshir et 

al., 2013). 

 

4.1.4. Determinarea activității esterazice 

 

Activitatea esterazică se evaluează utilizând testul de opacitate cu Tween 80. Esterazele 

hidrolizează Tween 80 și eliberează acizii grași care apoi se leagă de calciu, formând un complex 

vizibil sub forma unor cristale insolubile în jurul coloniei (Pakshir et al., 2013). 

 

4.1.5. Determinarea activității proteazice 

 

Pentru evaluarea activității proteazice a tulpinilor de Candida se utilizează metoda cu ser 

fetal bovin (albumină serică) (Kumar et al, 2006). Ca urmare a activității proteazice, în jurul 

coloniei apare o zonă clară care corespunde hidrolizei serului fetal bovin prezent în mediu. 

 

4.1.6. Identificarea activității catalazelor 

 

Producerea de catalaze se apreciază folosind difuzia peroxidului de hidrogen de pe un 

disc de hârtie în mediul de cultura. Catalazele produse de celulele de Candida degradează 

peroxidul de hidrogen, permițând acestora să se dezvolte până în apropierea discului impregnat 

cu peroxid de hidrogen. 

 

4.1.7. Evaluarea efectului flavonoidei BrCl asupra activității fosfolipazice, esterazice, 

proteazice și catalazice 

 

Identificarea efectului flavonoidei BrCl asupra activității enzimatice se determină 

utilizând medii specifice pentru fosfolipaze, esteraze, proteaze și catalaze. 
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4.2. REZULTATE ȘI DISCUȚII 

 

4.2.1. Flavonoida BrCl inhibă formarea hifelor de către tulpina C. albicans Prx 

 

Rezultatele au arătat că flavonoida BrCl la o concentrație echivalentă cu 2 × CMI (31,25 

μg/ml) și 5 × CMI (78,1 μg/ml) a inhibat tranziția celulelor de C. albicans Prx de la forma de 

dermatoplast la cea de hifă timp de 48 ore, acest lucru fiind remarcat atât cu ajutorul 

microscopiei optice, cât și cu ajutorul microscopiei electronice cu baleiaj. Imaginile obținute cu 

ajutorul microscopului optic și electronic au arătat că celulele control au format hife după 

aproximativ 6 ore (Figura 4.1-A și 4.1-B).  

 

 
 

Figura 4.1. Activitatea inhibitorie a flavonoidei BrCl asupra formării hifelor de C. albicans. A, B – control; C, 

D – celule expuse la concentrații echivalente cu 2 × CMI; E, F – celule expuse la concentrații echivalente 5 × CMI. 

Celulele colorate cu albastru de metilen pentru a distinge celulele vii (A) de cele moarte (C, E). A, B, E – fotografii 

realizate la microscopul optic, B, D, F – fotografii realizate la microscopul electronic cu baleiaj (SEM). 

 

4.2.2. Expresia genelor implicate în formarea hifelor de C. albicans este inhibată de 

flavonoida BrCl 

 

Rezultatele obținute au arătat că expresia genelor hwp1 (codifică o proteină prezentă în 

peretele celular al hifelor) și als3 (codifică o proteină specifică hifelor implicată în procesul de 

aderare) a fost redusă de tratamentul flavonoidei BrCl (½ CMI) în comparație cu controlul – 

Figura 4.2. Totodată, este important de subliniat faptul că în prezența flavonoidei BrCl a existat o 

scădere semnificativă (p ˂ 0,05) și a expresiei genei ece1 (proteină strâns legată de extinderea 

hifelor). 
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Figura 4.2. Analiza qRT-PCR a expresiei genelor implicate în formarea hifelor de C. albicans Prx. Hifele de C. 

albicans Prx au fost expuse la flavonoida BrCl (½ CMI = 7,8 μg/ml), iar expresia genelor de interes a fost 

determinată prin qRT-PCR în prezența unei gene de referință act1 și a fost exprimată relativ la gena de interes din 

control. 

 

4.2.3. Flavonoida BrCl nu inhibă activitatea enzimelor implicate în virulența tulpinilor de 

Candida spp. 

 

Capacitatea tulpinii C. albicans Prx de a produce fosfolipaze a fost estimată în absența și 

în prezența flavonoidei BrCl, la concentrații subinhibitorii, echivalente cu ¼ CMI = 3,9 μg/ml, ½ 

CMI = 7,8 μg/ml și CMI = 15,62 μg/ml. În Figura 4.3 se poate observa că flavonoida BrCl, 

indiferent de concentrația utilizată, nu a dus la reducerea zonei de precipitare din jurul coloniei în 

comparație cu controlul. Prin urmare, putem afirma că flavonoida BrCl nu inhibă activitatea 

fosfolipazelor produse de C. albicans Prx.  

 

 
 

Figura 4.3. Screening-ul privind activitatea fosfolipazică a tulpinii C. albicans Prx în prezența flavonoidei 

BrCl. Mediul de cultură a fost suplimentat cu flavonoidă BrCl în concentrații de 3,9 μg/ml, 7,8 μg/ml și 15,62 μg/ml 

(echivalente cu ¼  CMI, ½ CMI și CMI). 

 

Efectul expunerii la flavonoida BrCl asupra activității esterazelor produse de C. albicans 

Prx a fost evaluat utilizând un mediu de cultură suplimentat cu Tween 80. Rezultatele obținute 
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ilustrează faptul că flavonoida BrCl nu a inhibat activitatea enzimei comparativ cu controlul – 

Figura 4.4. 

 
 

Figura 4.4. Screeningul privind activitatea esterazică a tulpinii C. albicans Prx în prezența flavonoidei BrCl. 

Mediul de cultură a fost suplimentat cu flavonoidă BrCl în concentrații de 7,8 μg/ml (echivalent cu ½ CMI). 

 

Suplimentarea mediului de cultură cu flavonoida BrCl la concentrații echivalente cu CMI 

(3,9 μg/ml) și ¼ CMI (15,62 μg/ml) nu a permis evidențierea inhibării proteazelor produse de 

celulele de C. parapsilosis – Figura 4.5. 

 

 
 

Figura 4.5. Screening-ul privind activitatea proteazică a tulpinii C. parapsilosis Prx în prezența flavonoidei 

BrCl. Mediul de cultură a fost suplimentat cu flavonoidă BrCl în concentrații de 3,9 μg/ml și 15,62 μg/ml 

(echivalente cu ¼  CMI și CMI). 

 

Efectul flavonoidei BrCl asupra producerii catalazelor a fost investigat asupra tulpinii C. 

albicans P37037 pe parcursul a 16 ore. S-a constatat că flavonoida BrCl, indiferent de 

concentrația utilizată (CMI sau ½ CMI) nu duce la inhibarea activității catalazelor produse de 

către tulpina C. albicans P37037. Diametrul haloului din jurul discului cu apă oxigenată al 

probelor prezintă aceeași dimensiune cu cel al controlului (Figura 4.6). 
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Figura 4.6. Screeningul privind activitatea catalazică a tulpinii C. albicans P37037 în prezența flavonoidei 

BrCl. Mediul de cultură a fost suplimentat cu flavonoidă BrCl în concentrații de 7,8 μg/ml și 15,62 μg/ml 

(echivalente cu ½ CMI și CMI). 

 

CAPITOLUL 5 – ACTIVITATEA FLAVONOIDEI BrCl ASUPRA 

BIOFILMELOR PRODUSE DE TULPINI APARȚINÂND GENULUI 

CANDIDA 
 

5.1. MATERIALE, ECHIPAMENTE ȘI METODE DE LUCRU 

 

5.1.1. Aprecierea activității flavonoidei BrCl asupra aderării celulelor din biofilm 

 

Biomasa biofilmului format de speciile de Candida poate fi cuantificată prin colorarea 

celulelor cu cristal violet, urmată de extragerea colorantului cu acid acetic și cuantificarea 

spectrofotometrică a acestuia. Absorbanța determinată este direct proporțională cu biomasa 

biofilmului format. 

 

5.1.2. Determinarea efectului flavonoidei BrCl asupra preformării biofilmului 

 

Metoda presupune aprecierea biomasei biofilmului format în prezența flavonoidei BrCl, 

folosind colorarea cu cristal violet. 

 

5.1.3. Cuantificarea cantității de biofilm format în prezența flavonoidei BrCl 

 

Metoda presupune aprecierea formării biofilmului în prezența flavonoidei folosind 

colorarea cu cristal violet. 

 

5.1.4. Determinarea activității metabolice a celulelor din biofilm 

 

Activitatea metabolică a celulelor din biofilmul produs de C. krusei în prezența 



44 
 

flavonoidei BrCl se evaluează utilizând MTT. 

 

5.1.5. Aprecierea viabilității celulelor din biofilme 

 

Viabilitatea celulelor din biofilmul produs de C. krusei în prezența flavonoidei BrCl se 

evaluează utilizând metoda numărării coloniilor pe placă. Orice celulă viabilă din biofilm va 

genera o colonie ce poate fi vizualizată cu ochiul liber și numărată, calculându-se numărul de 

UFC/ml. 

 

5.1.6. Aprecierea efectului flavonoidei BrCl asupra biofilmului matur 

 

Efectul flavonoidei BrCl asupra biofilmului matur se determină utilizând colorarea cu 

cristal violet, microscopia optică și microscopia confocală cu scanare laser. 

 

5.1.7. Efectul flavonoidei BrCl asupra hidrofobicității celulelor de C. krusei 

 

Efectul flavonoidei BrCl asupra hidrofobicității suprafeței celulare se realizează utilizând 

toluenul ca hidrocarbură. 

 

5.1.8. Efectul flavonoidei BrCl asupra producerii de EPS 

 

Determinarea producerii EPS-urilor în prezența flavonoidei BrCl se realizează utilizând 

metoda cu fenol-acid sulfuric. 

 

5.3. REZULTATE ȘI DISCUȚII 

 

5.2.1. Aderarea celulelor fungice este influențată de flavonoida BrCl 

 

S-a observat o inhibare a aderării de peste 90% la concentrații ale flavonoidei BrCl 

echivalente cu 2 × CMI (31,25 μg/ml), CMI (15,62 μg/ml) și ½ CMI (7,8 μg/ml). O activitate 

anti-aderare importantă a fost observată și la concentrațiile subinhibitorii ¼ CMI (3,9 μg/ml) și  

⅛ CMI (1,9 μg/ml), în acest caz procentajul de inhibare al aderării fiind de 64%, respectiv 46% 

(Figura 5.1-B). Analizând rezultatele obținute, putem afirma că inhibarea aderării celulelor de C. 

krusei Prx este direct proporțională cu doza de flavonoidă testată. 
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Figura 5.1. Efectul inhibitor al flavonoidei BrCl asupra aderării celulelor de C. krusei Prx. A – cuantificarea 

biomasei biofilmului format folosind colorarea cu cristal violet; B – procentajul de inhibare al aderării. Celulele au 

fost incubate timp de 8 ore în prezența concentrațiilor diferite de BrCl. Asterixul reprezintă diferențe semnificative 

față control (** = p ˂ 0,01, *** = p ˂ 0,001, **** = p ˂ 0,0001). Barele reprezintă eroarea standard a mediei. 

 

5.2.2. Flavonoida BrCl inhibă dezvoltarea biofilmului preformat 

 

Activitatea flavonoidei BrCl a fost testată și în scopul evidențierii proprietății de a inhiba 

dezvoltarea biofilmului preformat de C. krusei Prx. După cum se poate observa în Figura 5.2-A, 

dezvoltarea biofilmului preformat a fost inhibată într-un procentaj de peste 95% la concentrații 

ale flavonoidei BrCl de 31,25 μg/ml și 15,62 μg/ml, echivalente cu 2 × CMI, respectiv CMI. De 

remarcat este și faptul că la concentrații subinhibitorii (½ CMI, ¼ CMI și ⅛ CMI), flavonoida 

BrCl a inhibat semnificativ dezvoltarea biofilmului preformat într-o proporție de peste 56% 

(Figura 5.2-B). 

 

 
 

Figura 5.2. Activitatea flavonoidei BrCl asupra biofilmului preformat de C. krusei Prx. A – cuantificarea 

biomasei biofilmului format folosind colorarea cu cristal violet; B – procentajul de inhibare al biofilmului preformat 

față de control. Biofilmul a fost preformat 8 ore în absența flavonoidei BrCl. Asterixul reprezintă diferențe 

semnificative față control (**** = p ˂ 0,0001). Barele reprezintă eroarea standard a mediei. 
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5.2.3. Flavonoida BrCl inhibă formarea biofilmului de către tulpina C. krusei Prx 

 

Rezultatele noastre au arătat că flavonoida BrCl a avut un efect inhibitor semnificativ 

asupra formării biofilmului într-o manieră dependentă de doză (Figura 5.3-A). Cel mai 

promițător efect al flavonoidei BrCl a fost observat la concentrațiile echivalente cu 2 × CMI 

(31,25 μg/ml) și CMI (15,62 μg/ml), unde formarea biofilmului a fost inhibată cu peste 88% față 

de control. De asemenea, trebuie remarcat faptul că s-a înregistrat o activitate antibiofilm 

importantă și la concentrațiile subinhibitorii ½ CMI (7,8 μg/ml) și ¼ CMI (3,9 μg/ml), în acest 

caz biofilmul fiind inhibat într-o proporție de 77%, respectiv 66% - Figura 5.3-B. 

 

 
 

Figura 5.3. Activitatea in vitro a flavonoidei BrCl asupra formării biofilmului de C. krusei Prx pe parcursul a 

24 ore de incubare. A – cuantificarea biomasei biofilmului format folosind colorarea cu cristal violet; B – 

procentajul de inhibare al formării biofilmului. Asterixul reprezintă diferențe semnificative între probă și control (* 

= p ˂ 0,05, ** = p ˂ 0,001, ns = diferențe nesemnificative). Barele reprezintă eroarea standard a mediei. 

 

5.2.4. Flavonoida BrCl poate reduce activitatea metabolică a celulelor din biofilmul produs 

de C. krusei Prx 

 

Activitatea metabolică a celulelor a fost redusă semnificativ (cu aproximativ 90%) la o 

concentrație a flavonoidei BrCl egală cu 15,62 μg/ml (CMI). Mai mult, trebuie evidențiat faptul 

că flavonoida BrCl a indus o inhibare semnificativă (p ˂ 0,05) a activității metabolice și la 

concentrații subinhibitorii – Figura 5.4-A. Astfel, la o concentrație echivalentă cu ½ CMI (7,8 

μg/ml), activitatea metabolică a celulelor sesile a fost inhibată într-o proporție de 60%, iar la o 

concentrație echivalentă cu ¼ CMI (3,9 μg/ml) a dus la o reducere a activității metabolice de 

aproximativ 26% - Figura 5.4-B.  
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Figura 5.4. Activitatea metabolică a celulelor de C. krusei Prx după 48 ore de incubare în prezența flavonoidei 

BrCl. A – cuantificarea formazanului format; B – procentajul de inhibare al activității metabolice în comparație cu 

controlul. Asterixul reprezintă diferențe semnificative între probă și control (* = p ˂ 0,05, ** = p ˂ 0,01, **** = p ˂ 

0,0001, ns = diferențe nesemnificative). Barele reprezintă eroarea standard a mediei. 

 

5.2.5. Flavonoida BrCl reduce viabilitatea celulelor din biofilmul format de C. krusei Prx 

 

Utilizată într-o concentrație echivalentă cu 2 × CMI (31,25 μg/ml) și CMI (15,62 μg/ml), 

flavonoida BrCl a determinat reducerea semnificativă (p ˂ 0,01) a numărului de unități 

formatoare de dezvoltate pe mediu solid după preluarea în suspensie a celulelor din biofilmul 

format de C. krusei Prx. La concentrațiile subinhibitorii ale flavonoidei testate (7,8 μg/ml și 1,9 

μg/ml), reducerea numărului de UFC nu a fost diferită semnificativ față de control – Figura 5.5. 
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Figura 5.5. Activitatea flavonoidei BrCl asupra viabilității celulelor din biofilmul produs de C. krusei Prx. 

Asterixul reprezintă diferențe semnificative între probă și control (** = p ˂ 0,01, ns = diferențe nesemnificative). 

Barele reprezintă eroarea standard a mediei. 
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5.2.6. Biofilmul matur produs de C. krusei Prx este distrus în prezența flavonoidei BrCl 

 

După incubare am constatat că flavonoida BrCl utilizată într-o concentrație echivalentă 

cu 4 × CMI (62,5 μg/ml) și 2 × CMI (31,25 μg/ml) a determinat distrugerea semnificativă a 

biofilmului matur într-o proporție de 96% și 87% - Figura 5.6-A. La o concentrație echivalentă 

cu CMI (15,62 μg/ml), biofilmul matur a fost distrus în proporție de 78,49%, acest lucru fiind 

pus în evidență și la microscopul optic prin colorarea cu cristal violet (Figura 5.6-B, C, D și E).  

 

 
 

Figura 5.6. Distrugerea biofilmului matur produs de C. krusei Prx consecutiv expunerii la flavonoida BrCl.  A 

– procentajele de distrugere a biofilmului la diferite concentrații; Vizualizarea biofilmului la microscopul optic după 

colorarea cu cristal violet: B – control + DMSO 1,5%, D – control + DMSO 0,78%, C și E – biofilm matur expus la 

concentrații de flavonoidă echivalente cu ½ CMI și CMI timp de 48 ore. Biofilmul a fost format 48 ore în absența 

flavonoidei. Asterixul reprezintă diferențe semnificative între probă și control (** = p ˂ 0,01, *** = p ˂ 0,001, **** 

= p ˂ 0,0001). Barele reprezintă eroarea standard a mediei. 

 

Pentru a observa distribuția spațială a celulelor biofilmului și pentru a obține informații 

despre topografia și organizarea biofilmului în prezența flavonoidei BrCl s-a utilizat microscopia 

confocală cu scanare laser. După cum se poate observa în Figura 5.7-A și 5.7-B, biofilmul matur 

produs de C. krusei Prx a fost afectat de flavonoida BrCl la concentrațiile echivalente cu 2 × 

CMI și CMI, acesta prezentând o reducere evidentă a biomasei în comparație cu controlul. Mai 

mult, în Figura 5.7-C se poate observa o arhitectură compactă a biofilmului în control, în timp ce 

în prezența flavonoidei BrCl biomasa și densitatea celulelor prezintă o reducere evidentă. În 

același timp, am observat că intensitatea fluorescenței (Figura 5.7-C) la control a fost mai mare 

în comparație cu proba, acest lucru indicând faptul că la nivelul biofilmului din control există 

mai multe straturi de celule. 
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Figura 5.7. Eradicarea biofilmului matur produs de C. krusei Prx consecutiv expunerii la flavonoida BrCl. A 

–imagini 2D ale biofilmului; B – imagini 3D ale biofilmului; C – arhitectura suprafeței biofilmului matur obținută 

cu ajutorul programului ImageJ. Morfologia biofilmelor a fost vizualizată cu ajutorul microscopului confocal la un 

obiectiv de 60 x. 

 

5.2.7. Activitatea flavonoidei BrCl asupra hidrofobicității suprafeței celulelor de C. krusei 

Prx 

 

Analizând rezultatele obținute am constatat că flavonoida BrCl nu a indus o scădere a 

indicelui de hidrofobicitate al suprafeței celulare în comparație cu controlul și controlul cu 

DMSO. Mai mult, în prezența flavonoidei BrCl la o concentrație egală cu 7,8 μg/ml, indicele 

CSH a fost mai crescut (73,95%) față de cel înregistrat în cazul controlului cu DMSO (68,55%) 

– Figura 5.8.  

 

 
Figura 5.8. Evaluarea hidrofobicității suprafeței celulare (CSH) a tulpinii C. krusei Prx în prezența 

flavonoidei BrCl (7,8 μg/ml). Barele reprezintă eroarea standard a mediei. 
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5.2.8. Activitatea flavonoidei BrCl asupra conținutului total de carbohidrați 

 

În Figura 5.9 este prezentat conținutul total de carbohidrați înregistrat în absența sau 

prezența flavonoidei BrCl. Expunerea la flavonoida BrCl (7,8 μg/ml) nu a dus la modificarea 

semnificativă a conținutului total de carbohidrați în comparație cu controlul.  

 

 
 

Figura 5.9. Cuantificarea conținutului total de carbohidrați după 48 ore de incubare în prezența flavonoidei 

BrCl. Barele reprezintă eroarea standard a mediei. 

 

CAPITOLUL 6 – EFECTUL SINERGIC AL COMBINAȚIILOR 

FLAVONOIDE SINTETICE TRICICLICE CU SULF – SUBSTANȚE 

ANTIMICROBIENE 
 

6.1. MATERIALE, ECHIPAMENTE ȘI METODE DE LUCRU 

 

6.1.1. Stabilirea efectului sinergic al unor compuși prin metoda „checkerboard” 

 

Această metodă urmărește determinarea interacțiunii dintre două substanțe utilizate în 

diferite combinații. Cu ajutorul acestei metode sunt testați noi agenți antimicrobieni împreună cu 

antibiotice sau antimicotice în scopul precizării efectului sinergic, aditiv sau antagonic al celor 

două substanțe folosite împreună. 
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6.2. REZULTATE ȘI DISCUȚII 
 

6.2.1. Interacțiunea sinergică a flavonoidelor testate cu penicilina și fluconazolul 

 

Flavonoida ICl și penicilina manifestă un efect sinergic împotriva tulpinii S. aureus 

MRSA 

 

Combinația dintre flavonoida ICl (1,95 μg/ml) și penicilină (250 μg/ml) a permis 

reducerea valorii CMI a flavonoidei ICl de aproximativ 32 ori, iar valoarea CMI a penicilinei a 

fost redusă de 4 ori. Aceste rezultate demonstrează că împreună, flavonoida ICl și penicilina, au 

o acțiune mai eficientă împotriva tulpinii S. aureus MRSA în comparație cu situația în care cele 

două substanțe sunt utilizate separat. 

 
Tabel 6.1. Valorile concentrațiilor inhibitorii fracționale și indicelui fracționar al concentrației inhibitorii al 

flavonoidei ICl și al antibioticului penicilină împotriva unei tulpini de S. aureus MRSA 

CMI µg/ml  

FIC  

ICl 

 

FIC 

penicilină 

 

FICI 

 

Efect ICl penicilină ICl 

combinație 

penicilină 

combinație 

 

 

 

62,5 

 

 

 

1000 

62,5 1,95 1 0,001 1 Aditiv 

31,25 62,5 0,5 0,06 0,6 Aditiv 

15,62 250 0,24 0,25 0,5  Sinergic 

7,8 250 0,12 0,25 0,4 Sinergic 

3,9 250 0,06 0,25 0,3 Sinergic 

1,95 250 0,03 0,25 0,3 Sinergic 

0,97 500 0,01 0,5 0,5 Sinergic 

CMI = concentrația minimă inhibitorie 

FIC = concentrație inhibitorie fracționară 

FICI = indicele fracționar al concentrației inhibitorii 

 

Flavonoidele sintetice triciclice cu sulf și fluconazolul manifestă un efect sinergic 

împotriva tulpinii C. albicans Prx 

 

Combinația dintre flavonoida FCl și fluconazol a determinat o reducere considerabilă a 

valorii CMI atât pentru flavonoida FCl (de la 31,25 µg/ml la 0,24 µg/ml), cât și pentru 

fluconazol (de la 1000 µg/ml la 0,48 µg/ml). În urma testelor efectuate au fost evidențiate 7 

efecte sinergice și un singur efect aditiv (Tabel 6.2). 
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Tabel 6.2. Valorile concentrațiilor inhibitorii fracționale și indicelui fracționar al concentrației inhibitorii al 

flavonoidei FCl și al antimicoticului fluconazol împotriva tulpinii C. albicans Prx 

CMI µg/ml  

FIC  

FCl 

 

FIC 

fluconazol 

 

FICI 

 

Efect FCl fluconazol FCl 

combinație 

fluconazol 

combinație 

 

 

 

31,25 

 

 

 

1000 

31,25 0,48 1 0,0004 1 Aditiv 

15,62 1,95 0,49 0,001 0,5 Sinergic 

7,8 1,95 0,24 0,001 0,3 Sinergic 

3,9 1,95 0,12 0,001 0,1 Sinergic 

1,95 1,95 0,06 0,001 0,1 Sinergic 

0,9 125 0,02 0,06 0,1 Sinergic 

0,48 500 0,01 0,5 0,5 Sinergic 

0,24 500 0,007 0,5 0,5 Sinergic 

 

Valorile concentrațiilor flavonoidei ClCl și ale fluconazolului în combinație s-au diminuat 

foarte mult în comparație cu valorile CMI ale substanței singure. Astfel, valoarea CMI a 

flavonoidei ClCl a scăzut de aproximativ 130 ori (de la 15,62 µg/ml la 0,12 µg/ml), iar valoarea 

CMI a fluconazolului a scăzut de aproximativ 1030 ori (de la 1000 µg/ml la 0,97 µg/ml) – Tabel 

6.3. 

 
Tabel 6.3. Valorile concentrațiilor inhibitorii fracționale și indicelui fracționar al concentrației inhibitorii al 

flavonoidei ClCl și antimicoticului fluconazol împotriva tulpinii C. albicans Prx 

CMI µg/ml  

FIC  

ClCl 

 

FIC 

fluconazol 

 

FICI 

 

Efect ClCl fluconazol ClCl 

combinație 

fluconazol 

combinație 

 

 

 

15,62 

 

 

 

1000 

15,62 0,48 1 0,0004 1 Aditiv 

7,8 0,97 0,49 0,0009 0,5 Sinergic 

3,9 0,97 0,24 0,0009 0,3 Sinergic 

1,95 1,95 0,1 0,001 0,1 Sinergic 

0,98 1,95 0,06 0,01 0,1 Sinergic 

0,48 15,62 0,03 0,01 0,04 Sinergic 

0,24 500 0,01 0,5 0,5 Sinergic 

0,12 500 0 0,5 0,5 Sinergic 

 

Efectul sinergic dintre flavonoida BrCl și antimicoticul fluconazol a fost testat împotriva 

celulelor de C. albicans Prx, iar rezultatele sunt prezentate în Tabel 6.4. patru combinații diferite 

ale flavonoidei BrCl cu fluconazolul au prezentat un efect sinergic (FICI este cuprins între 0,12 

și 0,5), iar alte patru combinații diferite au prezentat un efect aditiv (FICI este cuprins între 0,51 

și 1). 
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Tabel 6.4. Valorile concentrațiilor inhibitorii fracționale și indicelui fracționar al concentrației inhibitorii al 

flavonoidei BrCl și antimicoticului fluconazol împotriva tulpinii C. albicans Prx 

CMI µg/ml  

FIC  

BrCl 

 

FIC 

fluconazol 

 

FICI 

 

Efect BrCl fluconazol BrCl 

combinație 

fluconazol 

combinație 

 

 

 

7,9 

 

 

 

1250 

7,9 0,6 1 0,0006 1 Aditiv 

3,95 2,43 0,5 0,002 0,5 Sinergic 

1,97 2,43 0,25 0,002 0,25 Sinergic 

0,98 2,43 0,12 0,002 0,12 Sinergic 

0,49 312 0,06 0,25 0,31 Sinergic 

0,24 625 0,03 0,5 0,53 Aditiv 

0,12 1250 0,02 0,5 0,52 Aditiv 

0,06 1250 0,01 0,5 0,51 Aditiv 

 

A fost testat de asemenea și efectul sinergic al flavonoidei ICl în combinație cu 

fluconazolul împotriva tulpinii C. albicans Prx. În urma rezultatelor obținute, 7 combinații 

diferite dintre flavonoida ICl și fluconazol au prezentat efect sinergic și o singură combinație a 

dus la evidențierea unui efect aditiv. Valoarea concentrației minime inhibitorii a flavonoidei ICl a 

scăzut de la 7,9 μg/ml la 0,06 μg/ml, iar valoarea CMI a fluconazolului a scăzut de la 1000 μg/ml 

la 0,97 μg/ml (Tabel 6.5). 

 
Tabel 6.5. Valorile concentrațiilor inhibitorii fracționale și indicele fracționar al concentrației inhibitorii al 

flavonoidei ICl și fluconazolului împotriva tulpinii C. albicans Prx 

CMI µg/ml  

FIC  

ICl 

 

FIC 

fluconazol 

 

FICI 

 

Efect ICl fluconazol ICl 

combinație 

fluconazol 

combinație 

 

 

 

7,8 

 

 

 

1000 

7,8 3,9 1 0,003 1 Aditiv 

3,9 0,97 0,5 0,0009 0,5 Sinergic 

1,9 31,25 0,24 0,03 0,3 Sinergic 

0,9 31,25 0,11 0,03 0,1 Sinergic 

0,48 500 0,06 0,5 0,5 Sinergic 

0,24 500 0,03 0,5 0,5 Sinergic 

0,12 500 0,01 0,5 0,5 Sinergic 

0,06 500 0 0,5 0,5 Sinergic 

 

Combinația dintre flavonoida BrF și fluconazol a prezentat o importantă activitate 

sinergică împotriva tulpinii C. albicans Prx. Rezultatele a 6 combinații diferite dintre flavonoida 

BrF și fluconazol arată un important efect sinergic. Cea mai scăzută valoare FICI (0,1) a fost 

obținută la o concentrație minimă inhibitorie de 1,95 µg/ml flavonoidă BrF și 0,97 µg/ml 
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fluconazol, respectiv 3,9 µg/ml flavonoidă BrF și 0,97 µg/ml fluconazol (Tabel 6.6), valoarea 

CMI a flavonoidei BrF scăzând de cel puțin 8 ori. 

 
Tabel 6.6. Valorile concentrațiilor inhibitorii fracționale și indicelui fracționar al concentrației inhibitorii al 

flavonoidei BrF și antimicoticului fluconazol împotriva tulpinii C. albicans Prx 

CMI µg/ml  

FIC  

BrF 

 

FIC 

fluconazol 

 

FICI 

 

Efect BrF fluconazol BrF 

combinație 

fluconazol 

combinație 

 

 

 

31,25 

 

 

 

1000 

31,25 0,24 1 0,0002 1 Aditiv 

15,62 0,97 0,49 0,0009 0,5 Sinergic 

7,8 0,97 0,24 0,0009 0,3 Sinergic 

3,9 0,97 0,12 0,0009 0,1 Sinergic 

1,95 0,97 0,06 0,0009 0,1 Sinergic 

0,9 125 0,02 0,12 0,2 Sinergic 

0,48 500 0,01 0,5 0,5 Sinergic 

 

Valoarea concentrației minime inhibitorii a combinației flavonoidă BrBr – fluconazol a 

scăzut semnificativ pentru ambele substanțe testate împotriva tulpinii C. albicans Prx. În 

combinație cu fluconazolul, valoarea CMI a flavonoidei BrBr a fost redusă de cel puțin 2 ori, cea 

mai mică valoare FICI fiind obținută la o concentrație de 0,48 µg/ml flavonoidă BrBr și 1,95 

µg/ml fluconazol (Tabel 6.7). 

 
Tabel 6.7. Valorile concentrațiilor inhibitorii fracționale și indicelui fracționar al concentrației inhibitorii al 

flavonoidei BrBr și antimicoticului fluconazol împotriva tulpinii C. albicans Prx 

CMI µg/ml  

FIC  

BrBr 

 

FIC 

fluconazol 

 

FICI 

 

Efect BrBr fluconazol BrBr 

combinație 

fluconazol 

combinație 

 

 

 

15,62 

 

 

 

1000 

15,62 0,24 1 0,0002 1 Aditiv 

7,8 0,48 0,49 0,0004 0,5 Sinergic 

3,9 0,97 0,24 0,0009 0,3 Sinergic 

1,9 0,97 0,12 0,0009 0,1 Sinergic 

0,97 0,97 0,06 0,0009 0,1 Sinergic 

0,48 1,95 0,03 0,001 0 Sinergic 

0,24 500 0,01 0,5 0,5 Sinergic 

0,12 500 0 0,5 0,5 Sinergic 

 

Cel mai mare efect sinergic (FICI = 0,1) a fost obținut la o concentrație de 0,97 µg/ml 

flavonoidă BrI și 0,97 µg/ml fluconazol, respectiv 0,48 µg/ml flavonoidă BrI și 15,62 µg/ml 

fluconazol (Tabel 6.8). 
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Tabel 6.8. Valorile concentrațiilor inhibitorii fracționale și indicelui fracționar al concentrației inhibitorii al 

flavonoidei BrI și antimicoticului fluconazol împotriva tulpinii C. albicans Prx 

CMI µg/ml  

FIC  

BrI 

 

FIC 

fluconazol 

 

FICI 

 

Efect BrI fluconazol BrI 

combinație 

fluconazol 

combinație 

 

 

 

7,8 

 

 

 

1000 

7,8 0,48 1 0,0004 1 Aditiv 

3,9 0,97 0,5 0,0009 0,5 Sinergic 

1,9 0,97 0,24 0,0009 0,2 Sinergic 

0,97 0,97 0,11 0,0009 0,1 Sinergic 

0,48 15,62 0,06 0,01 0,1 Sinergic 

0,24 500 0,03 0,5 0,5 Sinergic 

0,12 500 0,01 0,5 0,5 Sinergic 

0,06 500 0 0,5 0,5 Sinergic 

 

CAPITOLUL 7 – PROPRIETĂȚILE FARMACOLOGICE ALE 

FLAVONOIDEI BrCl 
 

7.1. MATERIALE ȘI ECHIPAMENTE NECESARE 

 

7.1.1. Aprecierea in silico a proprietăților ADMET 

 

Proprietățile ADMET ale flavonoidei BrCl au fost apreciate utilizând server-ului web 

pkCSM. Formatul SMILES (notație utilizată pe scară largă pentru reprezentarea compoziției 

atomice și a structurii chimice) al compusului din PubChem (Tabel 7.1) se încarcă în platforma 

farmacocinetică pkCSM (http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/prediction) și se alege modul de 

predicție ADMET. 

 

7.1.2. Determinarea citotoxicității flavonoidei BrCl 

 

Determinarea citotoxicității flavonoidei BrCl s-a realizat utilizând două linii celulare 

HT29-MTX și HepG2. 

 

 

 

 

 

http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/prediction
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7.2. REZULTATE ȘI DISCUȚII 

 

7.2.1. Predicția in silico a proprietăților farmacologice ale flavonoidei BrCl 

 

Pentru a determina probabilitatea ca flavonoida BrCl să devină un potențial candidat 

pentru dezvoltarea de noi medicamente ne-am propus și investigarea in silico a parametrilor 

ADMET – Tabel 7.1. 

 
Tabel 7.1. Proprietățile de absorbție, distribuție, metabolism, excreție și toxicitate (ADMET) ale flavonoidei 

BrCl și ale antimicoticului fluconazol determinate utilizând programul pkCSM 

Proprietate Model 

Valoare prognozată 

Unitate 
Fluconazol 

Flavonoida 

BrCl 

Absorbție Solubilitate în apă -3,293 -6,587 Numeric (Log mol/L) 

Absorbție Permeabilitatea Caco2 0,905 0,998 
Numeric (Log Papp în 

10-6 cm/s) 

Absorbție Absorbția intestinală (om) 94,964 89,114 Numeric (% absorbție) 

Absorbție Permeabilitatea pielii -2,8 -2,728 Numeric (Log Kp) 

Absorbție 
Substrat pentru P-

glicoproteina 
Nu Da Categoric (da/nu) 

Absorbție 
Inhibitor al P-

glicoproteinei I 
Nu Da Categoric (da/nu) 

Absorbție 
Inhibitor al P-

glicoproteinei II 
Nu Da Categoric (da/nu) 

Distribuție VDss (om) -0,441 0,798 Numeric (Log L/kg) 

Distribuție Fracție nelegată (om) 0,381 0,126 Numeric (Fu) 

Distribuție Permeabilitate BBB -1,067 0,755 Numeric (Log BB) 

Distribuție Permeabilitate SNC -3,185 -1,179 Numeric (Log PS) 

Metabolism Substrat CYP2D6 Nu Nu Categoric (da/nu) 

Metabolism Substrat CYP3A6 Nu Da Categoric (da/nu) 

Metabolism Inhibitor CYP1A2 Da Da Categoric (da/nu) 

Metabolism Inhibitor CYP2C19 Nu Da Categoric (da/nu) 

Metabolism Inhibitor CYP2C9 Nu Nu Categoric (da/nu) 

Metabolism Inhibitor CYP2D6 Nu Da Categoric (da/nu) 

Metabolism Inhibitor CYP3A4 Nu Da Categoric (da/nu) 

Excreție Total Clearance 0,29 -0,088 
Numeric (Log 

ml/min/kg) 

Excreție Substrat renal OCT2 Nu Nu  Categoric (da/nu) 

Toxicitate Toxicitate AMES Nu Da  Categoric (da/nu) 

Toxicitate Doza maximă tolerată 0,114 0,289 Numeric (Log mg/kg/zi) 
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(om) 

Toxicitate Inhibitor hERG I Nu Nu  Categoric (da/nu) 

Toxicitate Inhibitor hERG II Nu Da  Categoric (da/nu) 

Toxicitate 
Toxicitate acută orală la 

șobolan (LD50) 
2,328 2,5 Numeric (mol/kg) 

Toxicitate 
Toxicitate acută orală la 

șobolan (LOAEL) 
1,033 0,417 

Numeric (Log mg/kg 

bw/zi) 

Toxicitate Hepatotoxicitate Da Nu  Categoric (da/nu) 

Toxicitate Sensibilizare cutanată Nu Nu  Categoric (da/nu) 

Toxicitate 
Toxicitate Tetrahymena 

pyriformis 
0,312 0,326 Numeric 

Toxicitate Toxicitate pentru Minnow 3,872 -1,801 Numeric 

 

7.2.2. Evaluarea citotoxicității flavonoidei BrCl asupra celulelor umane 

 

Rezultatele obținute în acest studiu au arătat faptul că celulele epiteliale producătoare de 

mucus prezintă toleranță la flavonoida BrCl, obținându-se o valoare IC50 egală cu 31,86 μg/ml 

(Figura 7.1-A). Totodată, în urma testării flavonoidei BrCl asupra hepatocitelor HepG2 s-a 

evidențiat că nu prezintă hepatotoxicitate, obținându-se o valoare IC50 egală cu 16,16 μg/ml 

(Figura 7.2-B). Mai mult, rezultatele obținute in vitro în ceea ce privește hepatotoxicitatea 

confirmă datele obținute cu ajutorul platformei pkCSM conform cărora flavonoida sintetică nu 

prezintă hepatotoxicitate. 

 

 
 

Figura 7.1. Efectul flavonoidei BrCl asupra viabilității liniei celulare A –  HT29-MTX și B – HepG2. Celulele 

au fost incubate 24 ore în prezența flavonoidei BrCl (concentrații cuprinse între 0,1 și 100 μg/ml). Viabilitatea 

celulelor a fost evaluată prin măsurarea activității hidrogenazei mitocondriale utilizând reactivul CCK-8. Mediile 

sunt prezentate ca ± SD (N = 2, n = 6). Concentrația moleculei necesară pentru a provoca o inhibiție de 50% a 

viabilității celulare (IC50) a fost determinată cu ajutorul funcției de analiză a regresiei neliniare din GraphPad Prism. 
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CONCLUZII 

 
- Analiza literaturii de specialitate scoate în evidență faptul că rezistența la antibiotice 

reprezintă una dintre cele mai mari amenințări la nivel global, fiind absolut necesare substanțe 

antimicrobiene noi care să fie utilizate în terapia bolilor infecțioase. 

- Printre compușii ce prezintă o activitate antimicrobiană eficientă se află flavonoidele naturale, 

dar mai cu seamă cele sintetice. Această activitate se datorează capacității lor de a inhiba 

creșterea microorganismelor prin diferite mecanisme de acțiune, cum ar fi lezarea membranei 

celulare, inhibarea formării hifelor, a motilității, a formării biofilmului sau a enzimelor 

implicate în virulență. 

- Testarea activității antimicrobiene a flavonoidelor sintetice triciclice cu sulf s-a realizat atât 

asupra bacteriilor, cât și asupra fungilor. În urma rezultatelor obținute s-a constatat că 

flavonoidele sintetice FCl, ClCl, BrCl, ICl, BrF, BrBr și BrI manifestă o importantă activitate 

antimicrobiană, valorile CMI împotriva bacteriilor Gram-pozitive fiind sub 3,9 μg/ml, cele 

pentru bacteriile Gram-negative mai mici de 250 μg/ml, iar cele pentru fungi sub 62,5 μg/ml.  

- La valori ale CMI cuprinse între 0,12 μg/ml și 3,9 μg/ml, toate flavonoidele determină un 

efect bacteriostatic de cel puțin 12 ore împotriva tulpinii e S. aureus ATCC 25923 testate. 

Efectul bacteriostatic asupra tulpinii E. coli ATCC 25922 se menține pentru cel puțin 12 ore la 

valori ale CMI cuprinse între 1,95 μg/ml și 62,5 μg/ml. În ceea ce privește tulpina C. albicans 

Prx, flavonoidele au prezentat un efect fungistatic de cel puțin 14 ore la concentrații cuprinse 

între 3,9 μg/ml și 31,25 μg/ml. 

- Timpul în care celulele microbiene își pierd viabilitatea variază în funcție de flavonoida 

testată. La o concentrație echivalentă cu 2 × CMI flavonoida BrF determină un efect 

bactericid după 4 ore, iar flavonoidele FCl, ICl, BrBr și BrI duc la pierderea viabilității 

celulelor de S. aureus ATCC 25923 după 2 ore. Flavonoidele ICl, BrBr și BrI utilizate într-o 

concentrație egală cu 2 x CMI duc la pierderea viabilității celulelor de E. coli ATCC 25922 

după 2 ore, 1 oră, respectiv 30 minute de la expunere. 

- Presupunem că diferența în ceea ce privește efectul bactericid dintre bacteriile Gram-pozitive 

și cele Gram-negative se datorează concentrațiilor de flavonoide utilizate. Astfel, pentru 

bacteria Gram-negativă a fost obținut un efect bactericid la o concentrație egală cu 7,8 μg/ml, 

respectiv 31,25 μg/ml, în timp ce pentru bacteria Gram-pozitivă concentrația de flavonoidă 

necesară a fost de doar 7,8 μg/ml, 3,9 μg/ml și 0,95 μg/ml. 

- Analiza microscopică a celulelor de C. albicans expuse la flavonoida BrCl ne sugerează că 

principalul mecanism de acțiune al flavonoidei BrCl este de tip membranar, aceasta 

determinând liza celulară prin afectarea permeabilității și integrității membranei celulelor. 

Totodată, flavonoida BrCl provoacă alterări morfologice severe ale celulelor de C. albicans 

ca o consecință a lizei celulare. 

- În ceea ce privește activitatea flavonoidei BrCl asupra unor factori implicați în virulența 

tulpinii P. aeruginosa 124 am remarcat că aceasta inhibă motilitatea de tip swimming, 
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swarming și twitching la concentrații echivalente cu ⅛ CMI (0,48 μg/ml), ¼ CMI (0,9 μg/ml ) 

și ½ CMI (1,9 μg/ml). 

- Activitatea pompelor de eflux implicate în rezistența tulpinii P. aeruginosa 124 nu a fost 

inhibată de flavonoida BrCl la o concentrație de 1,9 μg/ml (½ CMI). 

- În urma expunerii la flavonoida BrCl a fost inhibată tranziția morfologică de la forma de 

dermatoplast la cea de hifă a tulpinii C. albicans Prx, factor important implicat în virulență.  

- Mai mult, s-a observat și o diminuare a expresiei genelor (hwp1, als3 și ece1) implicate în 

formarea hifelor, acest lucru putând fi corelat cu inhibarea formării hifelor, având în vedere că 

gena hwp1 codifică o proteină a peretelui hifelor ce este esențială pentru dezvoltarea lor. 

- Flavonoida BrCl nu afectează activitatea unor enzime implicate în virulența tulpinilor de 

Candida (fosfolipaze, esteraze, proteaze și catalaze). 

- Rezultatele obținute au evidențiat că aderarea celulelor de C. krusei Prx este inhibată într-o 

proporție de peste 90% la concentrații ale flavonoidei BrCl echivalente cu 2 × CMI (31,25 

μg/ml), CMI (15,62 μg/ml) și ½ CMI (7,8 μg/ml). Mai mult, dezvoltarea biofilmului 

preformat este inhibată într-o proporție de peste 56% la concentrații subinhibitorii (½ CMI, ¼ 

CMI și ⅛ CMI). 

- La concentrații subinhibitorii ½ CMI (7,8 μg/ml) și ¼ CMI (3,9 μg/ml) flavonoida BrCl 

inhibă formarea biofilmului de C. krusei într-o proporție de 77%, respectiv 66%. 

-  În prezența concentrațiilor egale cu CMI (15,62 μg/ml) și ½ CMI (7,8 μg/ml) activitatea 

metabolică a celulelor din biofilm a fost inhibată aproximativ 90%, respectiv 60%. 

- Expunerea la concentrații echivalente cu CMI (15,62 μg/ml) și ½ CMI (7,8 μg/ml) au dus la 

distrugerea biofilmului matur în proporție de 78,49%, respectiv 51,46%. 

- Datorită faptului că flavonoida BrCl nu prezintă activitate asupra hidrofobicității suprafeței 

celulare (CSH) și substanțelor exopolimerice (EPS) implicate în aderarea și stabilizarea 

biofilmului, presupunem că modul prin care flavonoida testată duce la inhibarea formării 

biofilmului este legat de afectarea (liza) celulelor. 

- Utilizate în combinație cu penicilina și fluconazolul, flavonoidele au prezentat un important 

efect sinergic împotriva tulpinilor S. aureus MRSA și C. albicans (izolat clinic). În 

combinație cu flavonoidele FCl și BrCl valoarea CMI a fluconazolului a scăzut de cel puțin 

500 ori, iar în combinație flavonoidele ClCl, ICl, BrF, BrBr și BrI, valoarea CMI a 

fluconazolului a scăzut de aproximativ 1030 ori. 

- Analiza in silico a proprietăților farmacocinetice evidențiază faptul flavonoida BrCl 

îndeplinește doar 3 din cele 5 reguli propuse de Lipinski. Cu toate acestea, compusul testat 

prezintă o permeabilitate ridicată pentru linia celulară Caco-2, intestin și piele, este inhibitor 

pentru glicoproteina P, permeabilitatea BBB este ridicată, iar distribuția la nivelul SNC este 

favorabilă. Mai mult, în ceea ce privește toxicitatea flavonoidei BrCl s-a dovedit că aceasta 

nu prezintă hepatotoxicitate și nu duce la sensibilizarea pielii, în schimb prezintă toxicitate 

AMES, are un efect toxic pentru T. pyriformis și prezintă toxicitate Minnow. 
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- Testarea in vitro a efectului citotoxic al flavonoidei BrCl asupra a două linii celulare 

evidențiază că substanța testată nu prezintă hepatotoxicitate asupra liniei celulare HepG2 

(IC50 = 16,16 μg/ml), iar linia celulară HT29-MTX prezintă toleranță la flavonoida BrCl (IC50 

= 31,86 μg/ml). Rezultatele obținute evidențiază că flavonoida BrCl ar putea fi utilizată ca un 

agent antimicrobian având în vedere că valoarea concentrațiilor minime inhibitorii (≤ 15,62 

μg/ml) este mai mică decât valorile IC50. 

- Datele obținute până în acest moment ne permit să afirmăm că flavonoida BrCl ar putea fi o 

alternativă fiabilă pentru a dezvolta medicamente eficiente utilizate pentru combaterea 

bacteriilor și fungilor. 

 

PERSPECTIVE DE CONTINUARE A STUDIILOR 

 
Rezultatele obținute în cadrul realizării tezei de doctorat legate de activitatea antimicrobiană a 

flavonoidelor sintetice triciclice cu sulf ne permit extinderea pe viitor a studiilor cu privire la: 

1. Investigarea activității flavonoidelor asupra expresiei genelor implicate în formarea 

biofilmului la specii ale genului Candida. 

2. Observarea cu ajutorul microscopiei electronice cu baleiaj (SEM) și a microscopiei 

electronice cu transmisie (TEM) a biofilmului produs de Candida spp. în prezența 

flavonoidelor sintetice triciclice cu sulf. 

3. Testarea activității flavonoidelor asupra biofilmului mixt produs de diferite specii bacteriene 

și fungice. 

4. Extinderea investigațiilor privind proprietățile antifungice și la alte specii ale genului 

Candida (eventual alți fungi patogeni). 

5. Investigarea altor mecanisme de acțiune ale flavonoidelor triciclice cu sulf (interacțiunea cu 

receptori membranari folosind investigații in silico, aprecierea potențialului de a induce 

apariția unor specii reactive de oxigen, etc). 

6. Aprecierea activității flavonoidelor asupra sistemului quorum sensing la P. aeruginosa și 

Chromobacterium violaceum. 

7. Activitatea flavonoidelor sintetice triciclice cu sulf in vivo, folosind modele animale pentru 

infecții cu Candida spp. 

8. Evaluarea capacității celulelor de Candida spp de a dobândi rezistență la flavonoidele 

triciclice cu sulf. 
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