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INTRODUCERE

Bolile infectioase produse de microorganismele patogene au reprezentat o cauza
majora a mortalitatii inregistratd in randul populatiei umane din epoca pre-industriald, precum si
in declansarea unor epidemii si pandemii care au marcat istoria umanitatii. Descoperirea
antibioticelor, diversificarea productiei sub aspectul structurii chimice si utilizarea pe scara larga
a compusilor antimicrobieni a permis tratarea a numeroase infectii bacteriene la mijlocul
secolului trecut. Cu toate aceasta, utilizarea extensiva a substantelor antimicrobiene a determinat
rapid aparitia fenomenului de rezistenta la antibiotice.

Cu fiecare clasa de antibiotice si tip de antibiotic nou dezvoltat, in decurs de unul-
douad decenii au aparut si tulpinile rezistente la compusul utilizat. Mai mult, pe masura extinderii
utilizarii antibioticelor, au fost izolate tot mai multe tulpini de relevanta clinica rezistente la
diferite substante, iar ulterior au fost evidentiate tulpini multi-rezistente (MDR), extensiv
rezistente (XDR) si chiar pan-rezistente (PDR — tulpini rezistente la toate antibioticele
disponibile si aprobate pentru uzul uman).

Acest fenomen a capatat o amploare alarmanta in ultimii ani, stdrind ingrijorari
majore in randul practicienilor din domeniul medical, comunitatii stiintifice, societatii civile si a
factorilor de decizie. Organizatia Mondiala a Sanatatii (OMS) considera rezistenta la antibiotice
drept o problema de importantd majora la nivel mondial, riscurile constand in imposibilitatea
tratarii unor boli infectioase importante.

Flavonoidele sunt compusi ce se gasesc in mod natural in plante, avand o varietate
impresionantd de structuri chimice. Studiile moderne privind activitatea chimicd a unor
flavonoide au evidentiat proprietati antibacteriene remarcabile, datorate unor moduri de actiune
variate. Important de mentionat este efectul sinergic pe care unele flavonoide il prezintd in
combinatie cu antibioticele conventionale utilizate in terapia umana, ceea ce creeaza premisele
elaborarii unor strategii de tratament eficiente. De asemenea, datoritd modificarii structurii
chimice, numeroase flavonoide sintetice sau semi-sintetice manifesta o activitate antibacteriana
mult mai pronuntata fata de germenii patogeni decat cele naturale.

Intrucét rezistenta la antibiotice prezinti o importanti deosebiti la nivel global in ceea
ce priveste sandtatea populatiei umane, in studiul de fatd ne-am indreptat atentia asupra
investigarii prezentei bacteriilor rezistente in probe de apa reziduald, analizérii mecanismelor de
rezistentd la microorganismele izolate si nu in ultimul rand asupra evaludrii proprietatilor
antibacteriene ale unor flavonoide sintetice triciclice cu sulf, manifestate impotriva unor tulpini
bacteriene rezistente. S-a avut in vedere si investigarea mecanismelor de actiune ale
flavonoidelor selectate, evaluarea efectului sinergic produs de combinatiile formate din

flavonoide cu unele antibiotice conventionale, precum si investigarea potentialului citotoxic si
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antiinflamator al unei flavonoide selectate (BrCl). Datele obtinute sugereaza un potential
important al flavonoidei BrCl ca solutie alternativa promitatoare in combaterea unor bacterii

patogene rezistente.

OBIECTIVELE STIINTIFICE ALE STUDIULUI

Obiectivul principal al acestui studiu a fost reprezentat de evaluarea activitatii
antibacteriane a unor flavonoide sintetice triciclice cu sulf in vederea identificarii de solutii
eficiente pentru combaterea fenomenului de rezistentd la antibiotice. in scopul indeplinirii
obiectivului principal au fost urmarite 7 obiective secundare, fiecare dintre acestea prezentand o

serie de activitati asociate.

1. Caracterizarea unor tulpini bacteriene rezistente la antibiotice

Activitati asociate:

A.1.1. 1zolarea de tulpini bacteriene din probe de ape reziduale urbane si din produse patologice
A.1.2. Analiza caracterelor macro- si micro-morfologice ale tulpinilor izolate

A.1.3. Determinarea nivelului de rezistenta la antibiotice

A.1.4. 1dentificarea taxonomica a unor tulpini bacteriene izolate

2. Determinarea genelor de rezistenti la antibiotice in probele de api reziduala
Activitati asociate:
A.2.1. 1zolarea si aprecierea calitdtiit ADN-ului metagenomic

A.2.2. Analiza genelor implicate in rezistenta la antibiotice

3. Evaluarea unor mecanisme de rezistenta la antibiotice prezente la tulpinile bacteriene
selectate

Activitati asociate:

A.3.1. Aprecierea capacitatii unor tulpini bacteriene de a forma biofilme

A.3.2. Evidentierea productiei de B-lactamaze

A.3.3. Evidentierea prezentei pompelor de eflux

4. Aprecierea potentialului antibacterian al unor flavonoide sintetice triciclice cu sulf
impotriva unor tulpini bacteriene rezistente

Activitati asociate:

A.4.1. Determinarea concentratiei minime inhibitorii si a concentratiei minime bactericide

A.4.2. Evaluarea influentei asupra cresterii bacteriene
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A.4.3. Aprecierea efectelor asupra viabilitatii celulelor bacteriene

5. Determinarea mecanismelor de actiune ale flavonoidei BrCl

Activitafi asociate:

A.5.1. Evaluarea integritatii membranei celulelor bacteriene folosind tehnici de microscopie cu
fluorescenta si microscopie electronica cu baleiaj

A.5.2. Determinarea activitatii antibiofilm

6. Stabilirea efectului sinergic al flavonoidei BrCl cu diferite antibiotice

Activitafi asociate:

A.6.1. Determinarea efectului sinergic folosind metoda checkerboard

A.6.2. Evaluarea efectului sinergic produs de combinatia flavonoide - antibiotice asupra

viabilitatii celulelor bacteriene

7. Aprecierea potentialului citotoxic si antiinflamator al flavonoidei BrCl

Activitati asociate:

A.7.1. Testarea influentei flavonoidei selectate asupra viabilitatii unor celule umane

A.7.2. Evaluarea efectului stimulativ al flavonoidei asupra secretiei de citochine pro-

inflamatoare

Structura tezei de doctorat

Teza de doctorat este structuratd in doud parti:

Partea 1. Consideratii teoretice, alcatuita din doud capitole ce prezinta o sinteza a
literaturii de specialitate.

Partea a II-a. Contributii personale, formata din 6 capitole, impartite fiecare in
Generalitati, Materiale si metode de cercetare si Rezultate si discutii.
Teza se finalizeaza cu Concluzii, Perspective de continuare a cercetarilor, Lista lucrarilor
publicate de autor, Lista abstractelor publicate, Participari la conferinte internationale,
Participari la conferinte nationale, Proiecte de cercetare, Propunere brevet, Bibliografie si

Anexe.



PARTEAI - STADIIUL ACTUAL AL CUNOASTERII

CAPITOLUL 1 - REZISTENTA LA ANTIBIOTICE

Conform Organizatiei Mondiale a Sanatatii (OMS), rezistenta microorganismelor la
terapia antimicrobiand reprezinta una dintre cele mai mari probleme cu care se confrunta
medicina secolului XXI. Rezistenta la antibiotice, potrivit Centrului European pentru Prevenirea
si Controlul Bolilor este definité ca o abilitate a microorganismelor (virusuri, bacterii, fungi) de
a rezista actiunii unuia sau mai multor compusi cu actiune antimicrobiana (Moldovan et al.,
2022). Antibiorezistenta apare in momentul in care microorganismele nu mai raspund la
substantele antimicrobiene la care au fost anterior sensibile si care s-au dovedit anterior eficiente
in tratarea infectiilor cauzate de aceste microorganisme patogene (Mancuso et al., 2021).
Fenomenul de rezistenta la antibiotice conduce la o diminuare considerabila a posibilitatilor de
tratare a multor boli infectioase produse de microorganismele patogene. Consumul excesiv
alaturi de prescrierea neadecvata a antibioticelor reprezinta cauze importante ale fenomenului de

rezistenta (Ventola, 2015).

1.1. MECANISME DE REZISTENTA LA ANTIBIOTICE

Mecanismele implicate in rezistenta la antibiotice sunt impartite in doua categorii:
mecanisme de rezistentd naturald si mecanisme de rezistenta dobandita (Uddin et al., 2021).

Rezistenta naturala la compusii cu activitate antimicrobiana poate fi deopotriva
intrinsecd (exprimata la nivel de specie) sau indusa (genele ce confera rezistenta sunt prezente
in mod natural la bacterii, insa sunt exprimate doar in momentul in care microorganismul ia
contact cu antibioticul) (Uddin et al., 2021).

Rezistenta dobandita la antibiotice poate sd apard prin mutatii ale ADN-ului
cromozomial propriu sau datoritd achizitiei de material genetic pe mai multe cdi (transfer
orizontal de gene).

Unele dintre cele mai importante mecanisme de rezistentd dobandita sunt: inactivarea
enzimatica a antibioticelor, efluxul antibioticelor din celule, modificarea tintei de actiune a
antibioticelor si Impiedicarea patrunderii compusilor cu activitate antimicrobiand in interiorul

celulelor bacteriene (Uddin et al., 2021).



1.1.1. Inactivarea enzimatica a antibioticului

Principalele tipuri de enzime ce degradeaza antibioticele sunt reprezentate de f-
lactamaze, acetil-transferaze si enzimele ce degradeaza aminoglicozidele (Giedraitiené ef al.,

2011).

1.1.2. Efluxul antibioticului din celula bacteriana

Pompele de eflux reprezintd un complex de proteine implicate in transportul
diferitelor molecule (antibiotice, detergenti, coloranti) din interiorul celulelor in mediul exterior
(Blair et al., 2014). Dintre pompele de eflux cunoscute, cele care prezinta implicatii medicale

importante apartin familiei RND (Blair ef al., 2014; Li et al., 2015).

1.1.3. Modificarea tintei de actiune

Modificarea proteinelor ce leagd molecula de penicilind (PBP) reprezinta un
mecanism de rezistenta intalnit la bacteriile Gram-pozitive, dezvoltarea unei mutatii la nivelul
PBP-urilor conducand la scaderea afinitatii pentru antibioticele B-lactamice. Macrolidele,
lincosamidele si streptogramina A (MLS) blocheaza sinteza proteinelor la bacteriile Gram-
negative prin atasarea la subunitatile ribozomale 50S. Antibioticele glicopeptidice impreuna cu
precursorii peptidoglicanului (D-alanil-D-alanin) inhiba transpeptidarea si transglicozilarea din
cadrul procesului de sinteza a peretelui celulei bacteriene (Giedraitiené et al., 2011; Kapoor et

al.,2017; Peterson si Kaur, 2018).

1.1.4. impiedicarea pitrunderii antibioticului in celulele bacteriene

Bacteriile au dezvoltat de-a lungul timpului mecanisme prin care impiedica
antibioticele sa isi exercite efectul la nivel intracelular sau periplasmic, prin diminuarea
absorbtiei moleculelor in interiorul celulelor datoratd reducerii numarului de porine si/sau

expresiei diferentiale ale acestora (Munita si Arias, 2016).

1.2. REZISTENTA LA ANTIBIOTICE LA UNELE BACTERII CU IMPORTANTA
MEDICALA

Principala cauza a infectiilor intra-spitalicesti la nivel mondial o reprezintd un grup
de microorganisme patogene numit generic ESKAPE — E. faecium, S. aureus, K. pneumoniae,
A. baumannii, P. aeruginosa, Enterobacter spp. ce constituie o adevaratd provocare pentru

medicina moderna, din cauza capacitatii crescute ale acestora de a dobandi rezistenta la
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antibiotice (Santajit si Indrawattana, 2016). Din acest motiv, OMS considera tulpinile bacteriene
mentionate ca fiind o amenintare globala la adresa sanatatii publice, pentru care este nevoie

urgenta de identificarea unor noi compusi antimicrobieni eficienti (Ayobami ef al., 2022).

1.2.1. Enterococcus spp.

Enterococii sunt bacterii Gram-pozitive, asociate frecvent cu infectiile urinare,
endocarditele infectioase, meningite, peritonite, infectii ale plagilor chirurgicale, infectii biliare,
abcese hepatice, bacteremii (Panzaru, 2003; O’Driscoll si Crank, 2015). Enterococii prezinta
rezistenta crescutd  antibioticele [-lactamice, trimetoprim/sulfonamide, chinolone,

aminoglicozide, glicopeptide si clindamicina (French, 2005; O’Driscoll si Crank, 2015).

1.2.2. Staphylococcus aureus

Stafilococul auriu este un microorganism patogen oportunist ce colonizeaza pielea si
membrana mucoasei nazale (Oliveira et al., 2018). Stafilococii dobandesc rapid rezistentd la
eritromicind, ampiciling, tetraciclina si vancomicina (Dorneanu si Vremera, 2011; Huemer et al.,

2020).

1.2.3. Klebsiella pneumoniae

K. pneumoniae este o bacterie Gram-negativa capsulatd, raspunzatoare de unele
infectii nosocomiale si comunitare, precum infectii ale tractului urinar, infectii pulmonare, abces
hepatic, infectii de cateter si septicemie (Moya si Maicas, 2020; Mancuso ef al., 2021). Tulpinile

de K. pneumoniae manifesta rezistenta la chinolone si fluorochinolone, polimixine si tigeciclina,

1.2.4. Acinetobacter baumannii

Tulpinile de A. baumannii sunt responsabile de o varietate de infectii, printre care se
numara infectiile respiratorii si cele ale tractului urinar (Huemer et al., 2020). Conform Mancuso
et al. (2021), tulpinile de 4. baumannii pot dezvolta rezistentd la imipenem, meropenem,

carbapeneme si fluorochinolone.

1.2.5. Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa este o bacterie patogena oportunista, ce determina cresterea mortalitatii

si morbiditatii in randul pacientilor diagnosticati cu fibroza chistica si a indivizilor



imunocompromisi. (Pang et al., 2019). Tulpinile de P. aeruginosa pot prezenta rezistenta la

aminoglicozidele, chinolonele si antibioticele p-lactamice (Hancock si Speert, 2000).

1.2.6. Enterobacter spp.

Reprezentantii genului Enterobacter sunt specii nefastidioase, Gram-negative, uneori
capsulate, ce pot provoca infectii in randul persoanelor imunocompromise, asemanatoare cu cele
determinate de K. pneumoniae (Santajit si Indrawattana, 2016). Tulpinile de Enterobacter
manifesta rezistentd la majoritatea antibioticelor utilizate in terapie, cu exceptia tigericinei si a

colistinei (Santajit si Indrawattana, 2016).

1.3. REZISTENTA LA ANTIBIOTICE iN STATIILE DE EPURARE A APELOR
UZATE

Apele uzate si statiile de epurare a apelor uzate (SEAU) reprezintd rezervoare
importante pentru selectia de bacterii rezistente la antibiotice (Novo ef al., 2013), fiind
considerate printre cele mai insemnate surse antropogene de diseminare a genelor ce confera

rezistenta la antibiotice (Michael-Kordatou et al., 2018).

1.3.1. Rezistenta la antibioticele p-lactamice

Antibioticele 3-lactamice constituie o clasa de compusi cu spectru extins ce prezinta
in structura lor un inel B-lactamic, responsabil pentru activitatea antibacteriana (Pazda et al.,
2019). Cu toate ca penicilinele reprezintd unele dintre cele mai utilizate substante cu efect
antibacterian din sectorul medical si veterinar (Pazda et al., 2019), prezenta acestora in apele
a inelului B-lactamic (Hirsch ez al., 1999). Mecanismele prin care bacteriile dobandesc rezistenta
la antibioticele B-lactamice constau in diminuarea permeabilizarii membranei exterioare pentru
compusii antimicrobieni, fenomen datorat scaderii numarului de porine, modificarea PBP si

inactivarea antibioticului prin intermediul B-lactamazelor (van Hoek et al., 2011).

1.3.2. Rezistenta la aminoglicozide

Aminoglicozidele reprezintd o clasd de compusi naturali sau semisintetici cu
activitate atat asupra bacteriilor Gram-pozitive, cat si a celor Gram-negative (Krause et al.,
2016). Utilizarea aminoglicozidelor in practica medicala este de cele mai multe ori restrictionata

din cauza efectelor adverse si a potentialului toxic pe care il manifestd. Contaminarea apelor, in
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ciuda consumului redus de aminoglicozide, a fost detectata atat in influentul, cat si in efluentul
unor statii de epurare (Mutuku et al., 2022). Rezistenta la aminoglicozide se datoreaza prezentei
pompelor de eflux supraexprimate, a scaderii permeabilitatii membranei celulelor bacteriene,
alterdrii ribozomale, precum si a inactivarii compusului antimicrobian prin intermediul

enzimelor ce degradeaza moleculele de antibiotic (van Hoek et al., 2011).

1.3.3. Rezistenta la tetracicline

Tetraciclinele sunt compusi cu spectru extins ce inhiba sinteza proteica prin blocarea
ARNm (Kaufman, 2011). Daghrir si Drogui (2013) au identificat prezenta tetraciclinelor atat in
medii acvatice (ape reziduale, ape de suprafatd, ape freatice) cat si terestre (sol, sediment).
Mecanismele prin care microorganismele dobandesc rezistenta la tetraciclind sunt reprezentate
de inactivarea enzimatica, prezenta pompelor de eflux si protectia proteinelor ribozomale (van

Hoek et al., 2011).

1.3.4. Rezistenta la macrolide — lincosamide — streptogramina B

Macrolidele, lincosamidele si streptogramina B (MLS) afecteaza stadiul incipient al
sintezei proteice (translocatia) (Kapoor et al., 2017). Dintre acesti compusi, reprezentantii clasei
macrolidelor sunt cei mai frecvent detectati in influentul si efluentul statiilor de epurare, fapt
datorat consumului crescut din sectorul uman si veterinar, precum si a stabilitatii ridicate in
mediu (Mutuku et al, 2022, Ngigi et al., 2019). Mecanismele ce conferd rezistenta la
antibioticele apartinatoare grupului MLS se datoreaza prezentei ARNr metilazei codificata de

gena erm si a pompelor de eflux supraexprimate (van Hoek et al., 2011).

1.3.5. Rezistenta la fluorochinolone

Fluorochinolonele sunt antibiotice sintetice cu spectru extins, ce interfereaza cu
sinteza ADN-ului bacterian prin inhibarea a doud enzime: topoizomeraza II (ADN giraza) si
topoizomeraza IV, enzime esentiale implicate in replicarea ADN-ului (Dowling et al., 2011).
Datorita proprietatilor hidrofile pe care le manifesta, fluorochinolonele se pot raspandi cu
usurinta In mediile acvatice, concentratiile cele mai ridicate fiind raportate in efluentii ce provin
de la spitale, precum si in influentii statiilor de epurare a apelor uzate (Mutuku et al., 2022).
Rezistenta la fluorochinolone se datoreaza scaderii permeabilitdtii membranei externe corelata
cu diminuarea numarului de porine, supraexpresia pompelor de eflux si mutatii ale girazei si

topoizomerazei IV (van Hoek et al., 2011).



1.3.6. Rezistenta la sulfamide si diaminopirimidine

Sulfamidele prezinta o structura analoga cu acidul p-aminobenzoic, fiind implicate in
inhibarea dihidropteroat sintazei (DHPS), proteina cu rol in ultima etapa a biosintezei folatului
necesar productiei de timind si in dezvoltarea celulelor bacteriene. Conform Mutuku et al.
(2022), sulfamidele sunt destul de frecvent intélnite in influentul si efluentul statiilor de epurare.
Mecanismul prin care microorganismele dobandesc rezistenta la sulfamide si trimetoprim este
reprezentat de mutatii ale genei folP si folA ce codifica enzima DHPS, respectiv DHFR (van
Hoek et al., 2011).

CAPITOLUL 2. FLAVONOIDE SINTETICE — SOLUTII PROMITATOARE
PENTRU COMBATEREA FENOMENULUI DE ANTIBIOREZISTENTA

Flavonoidele (lat. flavus = galben) reprezinta un grup de substante fenolice naturale
de tip Co-C;5-Cs, derivati ai 2-fenilbenzopiranului (flavan) sau ai 3-fenilbenzopiranului
(izoflavan) — Figura 2.1, ce se intdlnesc cu precadere in fructe, legume, cereale, ritidomul

copacilor, tulpini, flori, ceai si vin (Byalka ef al., 2004; Miscalencu et al., 2008).

Figura 2.1. Structura de baza a flavonoidelor (dupa Panche et al., 2016)

Pe langa proprietatile importante pe care le indeplinesc la nivelul diferitelor organe
ale plantelor (ofera culoare florilor, protejeaza frunzele de agentii patogeni, dar si de radiatiile
UV-B, sunt implicate in controlul proceselor de respiratie, fotosinteza, morfogeneza etc.),
flavonoidele manifesta si o serie de functii importante din punct de vedere medical, printre care

se numara si o activitate antimicrobiana promitatoare (Sarbu et al., 2019).

2.1. ACTIVITATEA ANTIMICROBIANA A FLAVONOIDELOR

Flavonoidele extrase din frunzele de Laurus nobilis (kaempferol 3-O-a-L-(2",4"-di-
E-p-cumaroil)-ramnozida  si  kaempferol  3-O-a-L-(2"-Z-p-cumaroil-4"-E-p-cumaroil)-
ramnozida) manifesta activitate importanta asupra tulpinilor de S. aureus meticilino-rezistente;
2'-(OH)-calcona, 2',4"-(OH),-calcona si 2’,4-(OH),-calcona prezinta activitate asupra tulpinilor
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de S. aureus MSSA si MRSA; miricetina prezinta o activitate antimicrobiana puternica asupra
unor tulpini de Burkholderia cepacia, K. pneumoniae, Enterococcus spp. rezistent la
vancomicind si P. aeruginosa; tomentodiplaconul; unele flavonoide prenilate, izolate din
radacinile de Eriosema chinense Vogel (eriosemaona A, lupinifolinolul, flemichina D,
dehidrolupinifolinolul si lupinifolinul) inhibd dezvoltarea unor tulpini de M. tuberculosis;
izoflavona, genisteina, laburnetina, luteolina si epiafzelechina obtinute din extractele de Ficus
cordata prezintd eficienta asupra tulpinilor de M. tuberculosis, S. aureus, B. cereus, Citrobacter
freundii, E. cloacae, E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa si S. typhimurium; unii derivati ai
calconelor (4'-carboxi-3-bromo-calcona, 4'-carboxi-3,5-dicloro-calcona, 4'-carboxi-2-cloro-
calcona, carboxi-3-nitro-calcona etc.), 4-tioflavonelor si 4-iminoflavonelor prezintd o activitate
importanta asupra tulpinilor bacteriene de E. coli, B. subtilis, S. aureus, Shigella flexneri, P.
aeruginosa, S. typhimurium $i S. enterica (Alcarez et al., 2000; Tsuchiya si linuma, 2000; Xu si

Lee, 2001; Otsuka et al., 2008; Pistelli si Giorgi, 2012; Xie et al., 2015; Shamsudin et al., 2022).

2.2. MECANISME DE ACTIUNE A FLAVONOIDELOR

Activitatea antimicrobiand manifestata in mod direct de catre flavonoide poate fi pusa
pe seama a 5 mecanisme: alterarea membranei citoplasmatice (Ikigai et al.,1993; Tsuchiya si
linuma, 2000; Cushnie si Lamb, 2011), inhibarea sintezei acizilor nucleici (Bernard et al., 1997,
Plaper et al., 2003; Navarro-Martinez et al., 2005), inhibarea metabolismului energetic
(Haraguchi et al., 1998), blocarea sintezei peretelui celular (Wu et al., 2008) si inhibarea sintezei
membranei celulare (Cushnie si Lamb, 2011).

in ultimii ani, au fost identificate noi mecanisme de actiune ale compusilor in cauza:
inhibarea atasarii celulelor bacteriene la diferite suporturi si a formarii de biofilme, modificarea
permeabilitatii celulelor bacteriene, inhibarea procesului de quorum-sensing, inhibarea
pompelor de eflux, inhibarea caii de sinteza a acizilor grasi, inhibarea motilitatii bacteriene,

inhibarea toxinelor bacteriene (Farhadi et al., 2018; Biharee et al., 2020).

2.3. ACTIUNEA SINERGICA A FLAVONOIDELOR CU ANTIBIOTICE
CONVENTIONALE

Literatura de specialitate mentioneaza mai multe combinatii formate din flavonoide,
precum baicaleina, apigenina sau cvercetina si diverse antibiotice B-lactamice, tetracicline sau
aminoglicozide, ce conduc la sensibilizarea diferitor tulpini de S. aureus, E. coli, P. aeruginosa
rezistente la antibiotice (Fujita ez al., 2005; Eumkeb ef al., 2010; An et al., 2011; Wang et al.,
2013; Mun et al., 2015; Akilandeswari si Ruckmani, 2016).
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PARTEA a-II-a - CONTRIBUTII PERSONALE

CAPITOLUL 3 - 1ZOLAREA DE BACTERII REZISTENTE LA
ANTIBIOTICE DIN PROBE DE APA REZIDUALA SI PRODUSE
PATOLOGICE

3.1. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE

3.1.1. Izolarea de tulpini bacteriene rezistente la antibiotice

Izolarea tulpinilor bacteriene rezistente la antibiotice s-a realizat pe medii de cultura
selective, suplimentate cu antibiotice in concentratii care permit dezvoltarea doar a bacteriilor

care prezintd rezistenta la antibioticul respectiv (Esiobu et al., 2002).

3.1.2. Descrierea caracterelor macro-morfologice ale tulpinilor izolate

Tulpinile izolate au fost descrise macroscopic tinandu-se cont de aspectul coloniilor,
forma, margine, profil, aderentd si culoarea coloniilor in functie de mediu de cultura utilizat

(Dunca et al. 2004).

3.1.3. Examinarea microscopici a frotiurilor colorate Gram

Descrierea micro-morfologica a tulpinilor izolate s-a realizat pe frotiuri colorate
Gram, urmarindu-se la microscopul optic forma celulelor bacteriene, gruparea, afinitatea

tinctoriald, precum si prezenta sau absenta sporilor (Dunca et al. 2004).

3.1.4. Identificarea taxonomici cu ajutorul spectrometriei de masi MALDI-TOF

Identificarea taxonomica a unui numar de 79 de tulpini bacteriene rezistente s-a
realizat in cadrul Institutului Charles Viollette, Universitatea Lille, Franta, in cadrul stagiului de

practica Erasmus+.

3.1.5. Determinarea concentratiei minime inhibitorii folosind metoda dilutiilor in rata 2

Stabilirea CMI s-a realizat cu ajutorul dilutiilor in rata 2, in placi sterile pentru

microtitrare sau in eprubete. Pentru evaluarea CMI s-a utilizat resazurina (Sarker et al., 2007).
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3.1.6. Identificarea genelor de rezistenti la antibiotice

Pentru identificarea genelor de rezistentd la antibiotice prezente in probele de apa
reziduald, un pas important a constat in izolarea ADN-ului metagenomic si aprecierea calitatii
acestuia. Ulterior, ADN-ul extras si cuantificat a fost secventiat folosind serviciile companiei

Macrogen Europe BV (Amsterdam, Olanda).

3.1.7. Analiza bioinformatici a secventelor genomice

Analiza bioinformatica a secventelor genomice s-a realizat cu ajutorul sistemului

HOME-BIO (engl. sHOtgun MEtagenomic analysis of BIOlogical entities).

3.2. REZULTATE SI DISCUTII

3.2.1. Caracterizarea macro- si micro-morfologica a tulpinilor izolate din proba de apa
reziduala

in urma prelevarii si insamantarii probelor de apa pe medii selective de culturi au fost
izolate 190 de tulpini bacteriene rezistente. Din punct de vedere al aspectului macro-morfologic,
majoritare au fost coloniile de tip S, ce au prezentat forma rotunda/filamentoasa, margini regulate
(rareori ondulate), consistentd vascoasd, culoare, profil si marime variabild. Analiza
microscopica a evidentiat faptul ca bacteriile izolate s-au prezentat sub forma de coci, bacili si
cocobacili. S-a observat ca celulele bacteriene se gasesc cel mai adesea fie izolate, fie grupate in
diplo-, mai rar in lanturi scurte sau ciorchine. Cu cateva exceptii, majoritatea tulpinilor au fost

nesporulate.

3.2.2. Identificarea taxonomici a tulpinilor bacteriene izolate

Din totalul de 79 de tulpini propuse pentru identificare, un numar de 53 de bacterii au
putut fi determinate pana la nivel de specie. Dintre acestea, cea care a predominat printre izolatele
identificate a fost Aeromonas caviae, urmata de E. coli, P. aeruginosa, Roultella ornithinolytica

si Klebsiella oxytoca — Figura 3.1.
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5.66% Pseudomonas aeruginosa
1.89% Pseudomonas putida
3.77% Pseudomonas alcaligenes
1.89% Pseudomonas fragi
5.66% Pseudomonas oleovorans
16.98% Aeromonas caviae
1.89% Aeromonas media

3.77% Aeromonas veronii

1.89% Staphylococcus aureus
1.89% Staphylococcus warneri
15.09% Escherichia coli

1.89% Citrobacter freundii

1.89% Alcaligenes faecalis
3.77% Providencia rettgeri
3.77% Enterococcus faecalis
1.89% Enterococcus faecium
5.66% Roultelia ornithinolytica
5.66% Kiebsiella oxytoca

1.89% Kiebsiella variicola

1.89% Stenotrophomonas koreensis
3.77% Micrococcus luteus
1.89% Enterobacter cloacae
1.89% Enterobacter ludwigii
3.77% Acinetobacter pittii
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Figura 3.1. Identificarea taxonomica a tulpinilor bacteriene testate

3.2.3. Analiza profilului taxonomic al tulpinilor bacteriene prezente in influentul statiei de

epurare a municipiului Iasi

in cele 4 probe de api reziduala testatd, domeniul predominant a fost Bacteria (>98).
Dintre cele 20 de increngaturi observate, majoritare au fost Proteobacteria, Bacteroidetes,

Firmicutes, Actinobacteria si Verrucomicrobia — Figura 3.2.
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Fusobacteria
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Acidobacteria
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Synergistetes
Verrucomicrobia
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Actinobacteria
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Bacteroidetes
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Figura 3.2. Abundenta relativi a increngaturilor identificate in influentul statiei de epurare a
municipiului Iasi. Abundenta relativa reprezinta nr. de read-uri alocate pentru fiecare taxon bacterian

raportat la nr. total de read-uri atribuite domeniului Bacteria.

Primele 20 de familii a caror abundentd relativa este egald sau mai mare decat
valoarea 1% sunt reprezentate in Figura 3.3. Dintre acestea, se remarcd familiile
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Comamonadaceae i Pseudomonadaceae.

Caulobacteraceae, Flavobacteriaceae,

Bine reprezentate au fost

si  familiile

Microbacteriaceae, Campylobacteraceae,
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Figura 3.3. Familii identificate in influentul statiei de epurare a municipiului Iasi, cu

abundenti > 1%. Abundenta relativa reprezinta nr. de read-uri alocate pentru fiecare taxon bacterian

raportat la nr. total de read-uri atribuite acestor familii.

Speciile patogene prioritare (conform raportului Organizatiei Mondiale a Sanatatii,

2024) identificate in studiul de fata au prezentat o frecventa diferita. Pentru probele analizate,

procentajul cel mai ridicat a fost observat pentru P. aeruginosa, E. coli, K. pneumoniae si A.

baumannii — Figura 3.4.
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Figura 3.4. Prezenta bacteriilor patogene prioritare (dupa OMS, 2024) in probele de apa analizate.
Abundenta relativa reprezintd nr. de read-uri alocate pentru fiecare taxon bacterian raportat la nr. total de

read-uri atribuite domeniului Bacteria.

3.2.4. Evaluarea nivelului de rezistenta la antibiotice

A.  Aprecierea prevalentei rezistentei la anumite antibiotice utilizate la izolare

in urma datelor obtinute, putem afirma ci cele mai numeroase au fost tulpinile
bacteriene izolate pe mediu de culturd suplimentat cu tetraciclina (51/190), cloramfenicol
(41/190) si ampicilina (36/190), antibiotice cu spectru extins, administrate frecvent in diferite

sectoare de activitate umana (Romero-Soto et al., 2018; Popescu et al., 2022).

B. Determinarea  concentratiilor  minime  inhibitorii  pentru  ampiciling,

cloramfenicol si tetraciclind

Valorile CMI obtinute au variat destul de mult, atat in functie de tulpina testata, cat
si de antibioticul utilizat pentru izolare. Cele mai mari valori ale CMI au fost notate pentru
ampicilind, urmate de cloramfenicol si gentamicind. Niveluri crescute de rezistentd au fost
detectate pentru tulpinile de E. coli (ampicilind/cloramfenicol — 512 pg mL™, tetraciclind — 32
ug mL™"), bacterii importante din punct de vedere medical, intilnite in apele reziduale — Tabelul

3.1.
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Tabel 3.1. Valorile concentratiilor minime inhibitorii ale antibioticelor utilizate pentru izolarea unor

bacterii rezistente din probe de api reziduala

Concentratie minima

Tulpini teriani Antibiotic testat
ulpini bacteriani ntibiotic testa inhibitorie (ug mL")

Temperatura de cultivare de 28 °C

Raoultella ornithinolytica Az (3) ampicilind 2048

Acinetobacter pittii Cl (3) cloramfenicol 256
Temperatura de cultivare de 37 °C

Escherichia coli Az (2) ampicilina 512
Escherichia coli As (2) ampicilina 64
Escherichia coli Cl; (3) cloramfenicol 128
Escherichia coli T2 (3) tetraciclina 32

Aeromonas caviae A4 (2) ampicilina 2048

Micrococcus luteus Cls (3) cloramfenicol <32

3.3.5. Evidentierea prezentei genelor de rezistenti in probele de api reziduala

in toate cele patru probe de apd a fost observati o proportie ridicatd a genelor ce
confera rezistenta fata de diferite tipuri de antibiotice (Figura 3.5), cele mai des intalnite fiind
genele de rezistentd pentru aminoglicozide, carbapeneme + cefalosporine + penami (antibiotice
B-lactamice) si tetracicline, iar intr-o proportie mai redusd pentru macrolide si fenicoli. Pentru
alte categorii de gene (gene ce conferd rezistenta pentru glicopeptide, monobactami, sulfamide
etc.) s-au inregistrat abundente mici. Cele mai multe tulpini bacteriene izolate din probele de apa
uzatd au prezentat rezistentd la ampicilina (antibiotic B-lactamic), tetracicline, cloramfenicol
(fenicoli), eritromicind (macrolide) si gentamicina (aminoglicozide), respectiv la aceleasi clase
de antibiotice pentru care s-au evidentiat cele mai crescute abundente relative ale genelor de

rezistenta.
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Figura 3.5. Ab ta relativia g de rezistenta determinate in probele de apa reziduali.

Abundenta relativa reprezinta nr. de read-uri alocate genelor care codifica rezistenta la o anumita clasa de

antibiotice raportat la nr. total de read-uri atribuite acestora.

Din punct de vedere al mecanismelor de rezistenta implicate, abundenta cea mai
crescutd a fost detectatd pentru genele ce codifica sinteza enzimelor de degradare a antibioticelor,
a pompelor de eflux, respectiv modificarea situs-ului de actiune, demonstrand astfel ca cele trei

mecanisme sunt cele mai intélnite in cazul probelor de apa uzata analizate — Figura 3.6.
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Figura 3.6. Abundenta genelor de rezi ta in functie de mecanismele pe care le codifica. Abundenta

relativa reprezinta nr. de read-uri alocate genelor care codificé rezistenta la antibiotice printr-un anumit

mecanism raportat la nr. total de read-uri atribuite acestora.

CAPITOLUL 4. MECANISME IMPLICATE iN REZISTENTA LA
ANTIBIOTICE IDENTIFICATE LA TULPINILE BACTERIENE
INVESTIGATE

4.1. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE

4.1.1. Aprecierea capacititii de aderare a bacteriilor rezistente la diferite suporturi

Evaluarea capacitatii tulpinilor testate de a adera la un suport abiotic s-a realizat prin
cuantificarea biomasei biofilmului format in placi cu 96 de godeuri cu ajutorul colorantului
cristal violet (Stepanovi¢ ef al., 2000). Aprecierea capacitatii tulpinilor bacteriene de a adera la
un suport biotic s-a realizat prin analiza microscopica a modului de atasare a celulelor procariote
(colorate cu solutie Giemsa) la suprafata celulelor epiteliale HeLa ECACC 93021013 (Kim si
Lee, 2017).

4.1.2. Evaluarea producerii de enzime ce degradeazi antibioticele

A. Evidentierea secretiei de f-lactamaze cu spectru extins
Mediile de cultura utilizate pentru evaluarea prezentei B-lactamazelor cu spectru

extins au fost suplimentate cu un amestec de compusi cromogeni ce determina colorarea diferita

a coloniilor bacteriene dezvoltate, in functie de capacitatea de secretie a diferitelor enzime.
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B.  Evaluarea prezentei f-lactamazelor utilizand testul dublu-disc pentru sinergism

Pentru confirmarea prezentei enzimelor mentionate, s-au utilizat discuri cu antibiotice
de concentratii recomandate, ce permit determinarea fenotipicd a B-lactamazelor cu spectru
extins prin observarea sinergismului dintre cefalosporinele de generatia a IlI-a si amoxacilina-

acid clavulanic (Georgios et al., 2014).

C. Determinarea productiei de carbapenemaze
Determinarea productiei de carbapenemaze s-a realizat in urma cultivarii bacteriilor

pe medii cromogene speciale, ce inhiba dezvoltarea tulpinilor non-rezistente la carbapeneme

D. Evaluarea prezentei carbapenemazelor utilizind testul rsCDM

Determinarea si diferentierea carbapenemazelor produse de reprezentantii ordinului
Enterobacterales s-a realizat utilizdnd discuri cu imipenem sau meropenem suplimentate cu 3

inhibitori diferiti de B-lactamaze (Liao et al., 2022).

4.1.3. Evidentierea prezentei pompelor de eflux cu ajutorul bromurii de etidiu

Evaluarea prezentei pompelor de eflux supraexprimate s-a realizat cu ajutorul
bromurii de etidiu, compus fluorogen ce patrunde in celule si se lega de moleculele de ADN

(Martins et al., 2011).

4.2. REZULTATE SI1 DISCUTII

4.2.1. Evaluarea capacititii de formare a biofilmelor

A.  Aprecierea capacitdtii de aderare la un substrat inert

Tulpinile izolate din apa reziduala au fost testate pentru capacitatea de formare a
biofilmului pe o perioada de 24, 48 si 72 h. Rezultatele obtinute arata ca o tulpina selectata a fost
puternic aderenta — 4. pittii Cl, (3), in timp ce 2 tulpini - £. coli As (2) si E. coli T, (3) au prezentat
o aderenta moderata si respectiv slaba — Tabelul 4.1. O imbunatatire a formarii biofilmului de la
48 1a 72 h a fost constatata pentru tulpinile 4. caviae A4(2) si M. luteus Clg (3). Pentru tulpina E.

coli Cl; (3) a fost observata o detasare a celulelor bacteriene la 72 h.
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Tabel 4.1. Clasificarea tulpinilor bacteriene izolate din ape uzate in functie de capacitatea de formare a

biofilmelor
Tulpini bacteriana Aderenti
24h 48 h 72 h
37°C
Escherichia coli As (2) + ++ T+
Escherichia coli As (2) ++ 4+ Tt
Escherichia coli T2 (3) + + +
Escherichia coli Cl; (3) + - -
Aeromonas caviae A4 (2) ++ ++ r—
Micrococcus luteus Clg (3) - - +
28°C
Acinetobacter pittii Clz (3) ++ -+ r—
Roultella ornithinolytica Az (3) ++ +++ -+

,,+++”" — puternic aderenta, ,,++” — moderat aderenta, ,,+” — slab aderenta, ,,-”” — neaderenta

Dintre tulpinile izolate din produse patologice, tulpina A. baumannii medbio3-2013

a prezentat cea mai puternica aderenta fata de substratul inert utilizat — Figura 4.1.

E. coli medbio4-2013
A. baumannii medbio3-2013
Haemophilus spp. prxbio13
S. pneumoniae prxbio10
Streptococcus spp. prxbio9
E. faecalis prxbio8

E. faecium medbio2-2012-" K
S. aureus prxbio4
S. aureus prxbio2
S. aureus prxbio1

S. aureus medbio1-2012
I | L] L] 1

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
Absggs

Tulpini bacteriene testate

Figura 4.1. Cuantificarea biomasei biofilmului format de tulpinile bacteriene izolate clinic. Barele

reprezinta eroarea standard a mediei.
B.  Evaluarea capacitatii tulpinilor testate de atasare la un substrat celular
Rezultatele obtinute au permis evidentierea capacitatii tulpinii £. coli As(2) de a se

atasa de celulele eucariote, tipul de aderare fiind agregativ (Figura 4.2). in ceea ce priveste

celulele de A. caviae A4 (2) si E. coli As(2), tipul de aderare a fost localizat, respectiv agregativ.
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Figura. 4.2. Tiparul de aderenti a unor tulpini rezistente selectate:

a. tulpinii neaderenti (E. coli A3 (2), E. coli Cli (3), E. coli T2 (3)); b. tulpini aderentii, aderenti de tip
localizat (4. caviae A4 (2)); c. tulpini aderentii, aderenti de tip agregativ (E. coli As(2)). Sagetile indica

modul de aranjare al celulelor bacteriene la monostratul celular utilizat (putere de marire 1000x).

4.2.2. Evaluarea prezentei enzimelor implicate in degradarea antibioticelor

Din datele prezentate in Tabelul 4.2 se remarca faptul ca dintre tulpinile testate,
majoritare au fost cele producitoare de P-lactamaze cu spectru extins. in ceea ce priveste
prezenta carbapenemazelor, rezultatele obtinute au permis observarea unui procentaj mult mai
redus al acestora la tulpinile evaluate (33%), comparativ cu producerea de ESBL (67%).

Enzimele de tip MBL si KPL au fost observate doar la tulpina K. pneumoniae medbio6-2013.

Tabel 4.2. Aprecierea capacitatii tulpinilor selectate de a produce enzime ce degradeazi antibioticele

Enzime produse
Tulpini bacteriene ESBL Oxags/ M.odiﬁcare KPC + MBL
porine

Escherichia coli medbio4-2013 + - -
Enterobacter cloacae medbio5-2013 - - -
Klebsiella pneumoniae medbio6-2013 - - +
Klebsiella pneumoniae prxbioll - - -
Klebsiella pneumoniae prxbiol2 + - -
Acinetobacter baumannii medbio3-2013 - - -
*Escherichia coli Az (2) + - -
*Escherichia coli As (2) - + -
*Escherichia coli Cli (3) + - -
*Escherichia coli Cly (2) - - -
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Enzime produse
Tulpini bacteriene ESBL Oxaqs/ M.odiﬁcare KPC + MBL
porine
*Escherichia coli Tz (3) + + -
*Acinetobacter pittii Clz (3) - - -
*4eromonas caviae A4 (2) + - -

- — lipsa enzimelor ce degradeaza moleculele de antibiotice, ,,+* — prezenta enzimelor ce degradeaza

moleculele de antibioticele, * tulpini bacteriene izolate din probele de apa reziduala

4.2.3. Identificarea prezentei pompelor de eflux

in urma cultivarii tulpinilor selectate pe mediu de culturd suplimentat cu bromura de
etidiu, s-a evidentiat prezenta fluorescentei la o concentratie de numai 0,25 mg L™, indicele de
eflux calculat sugerand o activitate scazutd a pompelor de eflux fatd de compusul selectat —

Figura 4.3.

mg L 025mg L* os mg Lt 1mgL?! 15mgL? 2mgLt
Figura 4.3. Evidentierea prezentei pompelor de eflux la tulpini bacteriene izolate:
a. imagini obtinuta in lumina UV (1 — Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853; 2-8 — tulpini bacteriene
testate — Pseudomonas aeruginosa medbio7-2013, Acinetobacter pittii Clz (3), Escherichia coli A3 (2),
Escherichia coli As (2), Escherichia coli T2 (3), Escherichia coli Cl (2), Escherichia coli Cly (3)); b.

imagine obtinuta fira lumini UV pentru observarea dezvoltirii tulpinilor bacteriene.

CAPITOLUL 5. EFICIENTA UNOR FLAVONOIDE SINTETICE CA
AGENTI ANTIMICROBIENI

5.1. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE
5.1.1. Sinteza flavonoidelor triciclice cu sulf

Flavonoidele triciclice cu substituenti halogenati au fost sintetizate de catre colectivul

condus de Prof. univ. dr. habil. Lucian Birsa, din cadrul Facultatii de Chimie a Universitatii
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,,Alexandru loan Cuza” din lasi. Procesul de obtinere al acestor compusi a avut loc in mai multe
etape (Figura 5.1), structura si puritatea flavonoidelor sintetice (> 99%) fiind stabilite prin
analize caracteristice, precum rezonantd magnetica nucleard, spectrometric de masa si in

infrarosu, analiza elementala (Bahrin et al., 2014).

o

o Wy [ e
@ . L
P P

i) EtOH, reflux 2 h; ii) H,SO4/AcOH, 80 °C; iii) X" = ClOs4, BF,

Ri Rs
F
Br
Br
Cl
1

Figura 5.1. Schema generala de sintezi a flavonoidelor triciclice cu substituenti halogenati (Bahrin et

al., 2014)

5.1.2. Determinarea concentratiei minime inhibitorii a flavonoidelor sintetice triciclice cu

sulf prin metoda dilutiilor in rata 2

Determinarea CMI s-a realizat conform sectiunii 3.1.5. Determinarea concentratiei

minime inhibitorii folosind metoda dilutiilor in rata 2.

5.1.3. Determinarea concentratiei minime bactericide

Stabilirea CMB s-a realizat in urma cultivarii pe medii solide a celulelor bacteriene

ce au fost expuse la diferite concentratii de agent antibacterian evaluat.

5.1.4. Evolutia unei populatii bacteriene intr-o cultura discontinua asincrona

Pentru evaluarea efectului produs de flavonoidele sintetice asupra dinamicii

multiplicarii bacteriilor s-au realizat culturi discontinue asincrone.
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5.1.5. Aprecierea viabilitatii tulpinilor bacteriene prin metoda numaéréarii coloniilor pe

medii solide

Metoda urmareste aprecierea viabilitatii celulelor bacteriene tratate cu diferiti
compusi antimicrobieni prin numdrarea coloniilor dezvoltate pe un mediu de cultura solid (Bag

etal.,2012).

5.2. REZULTATE SI DISCUTII

5.2.1. Activitatea antimicrobiana a unor flavonoide sintetice triciclice cu sulf

Rezultatele obtinute, prezentate in Tabelul 5.1, indica faptul ca cea mai importanta
activitate antibacteriana o manifesta flavonoida BrCl impotriva majoritatii izolatelor provenite
atat din mediul clinic, cat si din influentul statiei de epurare a municipiului lasi. Valorile CMI
pentru flavonoida BrCl au variat in ceea ce priveste bacteriile Gram-pozitive, concentratiile fiind
cuprinse intre 0,24 si 31,25 pg mL™'. Cele mai mici valori ale CMI inregistrate pentru bacteriile
Gram-negative au fost cuprinse intre de 0,48 pg mL™"' $i 3,9 ug mL"'.

Valorile CMI obtinute pentru flavonoida BrF au fost cuprinse intre 15,62 si 62,5 pg
mL™"! pentru bacteriile Gram-pozitive, respectiv 15,62 si 125 pg mL™ pentru tulpinile Gram-
negative. Pentru celelalte 2 flavonoide sintetice, cea mai mica valoare a CMI inregistrata pentru
bacteriile Gram-pozitive a fost de 0,97 pg mL"' (flavonoida BrBr) si 0,48 ug mL™' (flavonoida
Brl). Pentru bacteriile Gram-negative, valorile CMI determinate au variat intre 1,95 si 125 ug

mL"' pentru flavonoida BrBr si 3,9 si 125 ug mL™' pentru flavonoida Brl.

Tabel 5.1. Valorile concentratiilor minime inhibitorii determinate in prezenta flavonoidelor

Concentratie minimi inhibitorie (ug mL™)
Tulpini testat Fl id ibioti
ulpini testate avonoide DMSO Antlb.lot{c
BrCl BrF BrBr Brl referinta
Staphylococcus aureus

> c

medbiol 2012 0,48 15,62 0,97 0,48 125 7.8

Staphylococ?*us aureus 1.95 ) ) 0.97 <125 3.0¢
prxbiol

Staphylococf'us aureus 781 ) ) ) 250 78
prxbio2

Staphylococ‘cus aureus 0.48 ) B : 250 1.9¢
prxbio3

Staphyl S aureus

aphylococcus aureus 024 ) ) ) 250 3.0°
prxbio4

Staphylococf'us aureus 024 ) ) } 250 7.8
prxbio5

Staphylococf'us aureus 781 ) ) ) 250 78
prxbio6
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Concentratie minimi inhibitorie (ng mL™)

Tulpini testat, Fl id ibioti
ulpini testate avonoide DMSO Antlb.lottc
BrCl BrF BrBr Brl referinta
Staphylococ(cux aureus 0.48 ) B : 250 7.8
prxbio7
Streptococcus spp. prxbio9 39 - - - 250 <0,9°
StreptococcusA pneumoniae 048 ) ) ) 250 3.9°
prxbiol0
Enterococcus faecium 781 625 3125 625 > 125 <0.9°
medbio2-2012 ? ’ > ? ?
Enterococctfx faecalis 3105 ) ) } 125 7.8
prxbio8
Acinetobacter baumannii
2
medbio3-2013 39 15,62 7,81 39 > 125 <0,9
Acinetobacter pittii Clz (3) 15,62 125 7,81 31,25 125 -
Escherichia coli
39 125 31,25 7,81 > 125 <0,9¢
medbio4-2013 ? > ? ’
Escherichia coli A3 (2) 125 125 125 125 125 -
Escherichia. coli As(2) 125 125 62,5 125 125 -
Escherichia coli T2 (3) 62,5 125 62,5 62,5 125 -
Enterobacter cloacae
- - < 2
medbio$-2013 125 125 125 0,9
Klebsiella pneumoniae
> > 125¢
medbio6-2013 125 125 15,62 15,62 125 125
Klebsiella preumoniae 125 ) ) ) 125 <098
prxbioll
Klebsiella gneumt)nlae 125 ) ) ) 125 <098
prxbiol2
Pseudomonas aeruginosa
31,25 - - 62,5 > 125 <0,9¢
medbio7-2013 > ’ ’
Salmonella enterica
12 - - 2 >12 <0,9¢
medbio8-2013 5 62,5 5 0.9
Haemophillus spp. prxbiol3 0,48 - - - 250 0,98
Staphylococcus aureus
. - - 12 o
ATCC 43300 39 5 78
Klebsiella pneumoniae
12 . - - 2 e
ATCC BAA-1705 5 30 3.9

¢ = cloramfenicol; ¢ = gentamicind, ,, - ’= absenta testarii concentratiei minime inhibitorii

Referitor la concentratiile minime bactericide prezentate in Tabelul 5.2, cele mai mici
valori au fost inregistrate in cazul bacteriilor Gram-pozitive, pentru toate flavonoidele sintetice

testate. Pentru bacteriile Gram-negative, cele mai reduse valori ale CMB au fost cuprinse intre

0,48 si 62,5 ug mL'- flavonoida Brl si BrF.
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Tabel 5.2. Valorile concentratiilor minime bactericide determinate in prezenta flavonoidelor

Concentratie minimi bactericidd (ug mL™)
Tulpini testate Flavonoide Antibiotic
BrCl BrF BrBr Brl referinta
Staphylococcus aureus medbiol- 1.95 15.62 0.97 0.48 31.25¢
2012
Staphylococcus aureus prxbiol 7,81 - - 0,97 125¢
Staphylococcus aureus prxbio2 15,62 - - - 125°¢
Staphylococcus aureus prxbio3 0,97 - - - 62,5¢
Staphylococcus aureus prxbio4 0,97 - - - 15,62¢
Staphylococcus aureus prxbio5 0,48 - - - 62,5¢
Staphylococcus aureus prxbio6 250 - - - 125¢
Staphylococcus aureus prxbio7 0,97 - - - 62,5¢
Streptococcus spp. prxbio9 7,81 - - - > 125¢
Streptococcus pneumoniae prxbiol0 0,97 - - - 31,25¢
Enterococcus faecium medbio2-2012 31,25 >250 62,5 > 250 15,62¢
Enterococcus faecalis prxbio8 62,5 - - - > 125¢
Acinetobacter baumannii medbio3- 15.62 125 3105 125 <098
2013
Acinetobacter pittii Clz (3) 15,62 125 31,25 125 -
Escherichia coli
< 2
medbiod-2013 15,62 250 125 62,5 0,9
Escherichia coli A3 (2) 125 125 125 125 -
Escherichia. coli As(2) 125 125 125 125 -
Escherichia coli T2(3) 125 125 125 125 -
Enterobacter cloacae medbio5-2013 125 - - > 250 <0,9¢
Klebsiella pneumoniae
> g
medbio6-2013 125 250 62,5 125 125
Klebsiella pneumoniae prxbioll 125 - - - <0,9¢
Klebsiella pneumoniae prxbiol2 125 - - - <0,9¢
Pseudomonas aeruginosa
- - < g
medbio7-2013 3125 230 0.9
Salmonella enterica
- - < g
medbio8-2013 125 125 0.9
Haemophillus spp. prxbiol3 0,48 - - - 125¢
Staphylococcus aureus .
ATCC 43300 39 ) i i 62,5
Klebsiella pneumoniae
- - - g
ATCC BAA-1705 125 15,62

¢ = cloramfenicol; ¢ = gentamicina, ,, - = absenta testérii concentratiei minime bactericide

5.2.2. Efectul flavonoidelor sintetice cu sulf asupra cresterii unor tulpini bacteriene

rezistente la antibiotice

Flavonoidele BrCl, BrBr, Brl au determinat un efect bacteriostatic dependent de doza
si de timpul de expunere, asupra tuturor tulpinilor bacteriene izolate. in ceea ce priveste tulpina
S. aureus medbiol-2012, flavonoida BrCl a produs o intarziere a cresterii de pana la 6 ore la

concentratii echivalente cu CMI si 2 x CMI - Figura 5.1 — a. Flavonoidele BrBr si Brl au produs
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un efect bacteriostatic de pana la 21 h la o concentratie echivalentd cu 2 x CMI - Figura 5.1 — b,

¢, in timp ce o concentratie echivalentd cu CMI a determinat o inhibare a cresterii de pana la 9

h.
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Figura 5.1. Dinamica cresterii tulpinii S. aureus medbiol-2012 in prezenta flavonoidelor: a. BrCl
(CMI = 0,48 pg mL™"); b. BrBr (CMI = 0,97 pg mL™"); c. Brl (CMI = 0,48 ng mL™"). Barele reprezinti

eroarea standard a mediei.

in cazul tulpinii S. aureus prxbiol, flavonoida BrCl utilizatdi in concentratie
echivalentd cu CMI si 2 x CMI, a determinat un efect bacteriostatic pentru mai bine de 20 h
(Figura 5.2 — a). Testatd impotriva tulpinii E. faecium medbio2-2012, aceeasi flavonoida in
concentratii echivalente cu CMI si 2 x CMI, a condus la o prelungire a fazei de lag de pana la 4
ore in comparatie cu controlul, in timp ce o concentratie echivalenta cu 2 CMI a produs o
inhibare a cresterii de pand la 1 h— Figura 5.2 - b. In cazul tulpinii 4. baumannii medbio3-2013,
flavonoida BrCl a determinat aparitia unei efect inhibitor de pana la 8 si, respectiv 9 h in prezenta

unor concentratii echivalente cu CMI (p = 0,0009) si 2 x CMI (p = 0,008) — Figura 5.2 —c.
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Figura 5.2. Dinamica cresterii unor tulpini bacteriene in prezenta flavonoidei BrCl: a. S. aureus
prxbiol (CMI = 1,95 pg mL™); b. E. faecium medbio2-2012 (CMI = 7,81 pg mL™); c. A. baumannii
medbio3-2013 (CMI = 3,9 pg mL™"). Barele reprezintd eroarea standard a mediei.

5.2.3. Aprecierea efectului flavonoidelor sintetice triciclice cu sulf asupra viabilitatii

celulelor bacteriene

O reducere totald a viabilitatii celulelor dupa 3 ore de la incubarea acestora in prezenta
flavonoidei BrCl, in concentratie de 1,95 si 7,81 pg mL", a fost inregistratd pentru tulpinile de
S. aureus medbiol-2012 (Figura 5.3 — a) si S. aureus prxbiol (Figura 5.3 — b), respectiv dupa
numai o ora de la incubarea celulelor de E. faecium medbio2-2012 in prezenta flavonoidei BrCl,
la o concentratie de 31,25 pg mL™' (Figura 5.3 - ¢).

Expunerea celulelor de 4. baumannii medbio3-2013 la flavonoida BrCl, la o
concentratie echivalentd cu CMB (15,62 ug mL™"), a determinat o pierdere semnificativa (p <
0,0001) a viabilitatii celulare dupa jumatate de ord, in comparatie cu celulele din control (Figura

54 —a).
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Figura 5.3. Flavonoida BrCl afecteazi viabilitatea celulari: a. S. aureus medbiol1-2012 (CMB = 1,95 pg
mL™"); b. S. aureus prxbiol (CMB = 7,81 ug mL"); c. E. faecium medbio2-2012 (CMB = 31,25 pg mL-

"). Barele reprezinti eroarea standard a mediei.

in cazul celulelor de E. coli medbio4-2013, un efect bactericid pronuntat a fost
inregistrat dupa numai 2 ore de incubare. Acest efect, ca si in cazul celorlalte tulpini testate, s-a

mentinut pentru mai bine de 24 h (Figura 5.4 —b).
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Figura 5.4. Aprecierea viabilititii celulare in prezenta flavonoidei BrCl: a. A. baumannii medbio3-2013
(CMB = 15,62 pg mL™) si b. E. coli medbio4-2013 (CMB = 15,62 ng mL"). Barele reprezintd eroarea

standard a mediei.
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CAPITOLUL 6. MECANISME DE ACTIUNE ALE FLAVONOIDEI BrCl

6.1. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE

6.1.1. Evaluarea permeabilitatii membranei celulelor bacteriene utilizind microscopia cu

fluorescenta

Celulele bacteriene cu membrana intactd sunt impermeabile pentru fluorocromii de
tip bromura de etidiu si iodura de propidiu, permeabilizarea fiind posibila doar atunci cand
membranele sunt lezate sau distruse. in prezenta colorantilor mentionati, celulele a ciror
membrana este distrusa sau prezinta modificari ale permeabilitatii, permit patrunderea si atasarea
fluorocromilor de acizii nucleici, ceea ce determina aparitia fluorescentei de culoare rosie

(Lambert et al., 2001).

6.1.2. Evaluarea integrititii celulelor bacteriene folosind microscopia electronica cu baleiaj

Pentru observarea morfologiei celulelor bacteriene incubate in prezenta flavonoidei

BrCl s-a utilizat microscopia electronica cu baleiaj.

6.1.3. Evaluarea activitatii flavonoidei BrCl asupra aderirii celulelor bacteriene din

biofilm

Metoda presupune evaluarea efectului pe care flavonoida BrCl il manifesta asupra
aderarii celulelor din biofilm prin cuantificarea biomasei acestuia cu ajutorul colorantului cristal

violet (Sandasi et al., 2010).

6.1.4. Cuantificarea biomasei biofilmului bacterian format in prezenta flavonoidei BrCl

Metoda presupune evaluarea efectului pe care flavonoida BrCl il manifesta asupra
formarii biofilmului prin cuantificarea biomasei acestuia cu ajutorul colorantului cristal violet.
Efectul flavonoidei BrCl asupra morfologiei celulelor din biofilm s-a apreciat utilizand

microscopia electronica cu baleiaj (Sandasi et al., 2010).

6.1.5. Determinarea activititii metabolice a celulelor din biofilm

Determinarea activitatii metabolice a celulelor din biofilmul bacterian format in
prezenta flavonoidei BrCl s-a realizat cu ajutorul sarii de tetrazoliu (MTT) (Li et al., 2023).
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6.1.6. Evaluarea efectului produs de flavonoida BrCl asupra biofilmului matur

Efectul flavonoidei BrCl asupra biofilmului matur s-a determinat utilizand colorarea

cu cristal violet (Sandasi et al., 2010).

6.1.7. Aprecierea efectului produs de flavonoida BrCl asupra hidrofobicititii celulelor de

Acinetobacter spp.

Efectul flavonoidei BrCl asupra hidrofobicitatii celulelor bacteriene s-a realizat

utilizand ca hidrocarbura p-xilenul (Zoueki et al., 2010).

6.1.8. Efectul flavonoidei BrCl asupra producerii de EPS

Continutul total de carbohidrati produs in prezenta flavonoidei BrCl s-a determinat

cu ajutorul metodei fenol — acid sulfuric (Nielsen, 2017).

6.1.9. Determinarea efectului produs de flavonoida BrCl asupra motilititii celulelor

bacteriene

Efectul produs de flavonoida BrCl asupra motilitatii de tip swarming si swimming s-
a apreciat prin masurarea diametrului distantei de migrare a celulelor bacteriene pe mediu
agarizat. Efectul flavonoidei BrCl asupra motilitatii de tip twitching s-a apreciat prin masurarea

zonei colorate cu cristal violet.

6.2. REZULTATE S$I DISCUTII

6.2.1. Efectul flavonoidei BrCl asupra integrititii membranei celulelor bacteriene

Incubarea celulelor de S. aureus (Figura 6.1 — a) si E. coli (Figura 6.1 —b) in prezenta
unei concentratii de flavonoidi echivalente valorii CMB (1,95 pg mL!, respectiv 15,62 pg mL-
1), a condus la inregistrarea un procentaj cuprins intre 75 si 90% celule fluorescente dupd numai

30 de minute, 1n timp ce dupd 150 de minute, procentajul de celule fluorescente a fost de 100%.
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Figura 6.1. Efectul flavonoidei BrCl asupra membranelor celulare: a. S. aureus medbiol-2012 (CMB =

1,95 ng mL"); b. E. coli medbio4-2013 (CMB = 15,62 pg mL") (p < 0,05; **** =p < 0,0001). Barele

reprezinta eroarea standard a mediei.

In ceea ce priveste timpul de patrundere a fluorocromilor in celulele bacteriene,

rezultatele obtinute au scos in evidenta aparitia primelor celule fluorescente de culoare rosie dupa
numai 2 minute pentru S. aureus, respectiv 3 minute pentru E. coli de la contactul cu flavonoida

BrCl — Figura 6.2. Numarul acestor celule a devenit aproape 100% dupa 10 minute de expunere.

S. aureus E. coli
Control Flavonoida BrCl Control Flavonoida BrCI

1 min 3 min

2 min 4 min

3 min 5 min

4 min 6 min

Figura 6.2. Dinamica permeabilizirii membranelor celulelor de S. aureus medbiol1-2012

(CMB = 1,95 ug mL") si E. coli medbio4-2013 (CMB = 15,62 pg mL™) in prezenta flavonoidei BrCl:
fluorescentd de culoare rosie — celule cu membrana lezata/distrusa; fluorescenta de culoare verde — celule vii

cu membrana intactd. Din motive tehnice, pentru tulpina E. coli medbio4-2013 nu a fost posibila obtinerea

unor imagini relevante inainte de 3 minute.
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6.2.2. Flavonoida BrCl induce modificiri semnificative ale morfologiei celulelor de S.

aureus $i E. coli

Analiza imaginilor obtinute la microscopul electronic a evidentiat ca flavonoida BrCl,
in concentratii echivalente cu CMB, induce aparitia unor modificari morfologice majore dupa 6
ore de incubare (celule cu aspect deformat, perforate si cu suprafata incretitd), in comparatie cu
controlul (celule intacte, cu forma regulatd si suprafatd netedd) — Figura 6.3. Modificarile
morfologice ireversibile evidentiate la microscopul electronic cu baleiaj, sustin ipoteza prin care
flavonoida BrCl tinteste membranele celulare, inducand modificari ale structurii acestora, urmate

de liza celulard, mecanismul de actiune indicat fiind probabil unul primar de tip membranar.

Control Flavonoida BrCl

S. aureus

E.coli

Figura 6.3. Imagini electr pice pr and efectul flavonoidei BrCl asupra morfologiei

celulelor de S. aureus medbiol-2012 si E. coli medbio4-2013 expuse la concentratii echivalente cu

CMB. Sigetile indica alterari morfologice si resturi celulare.

6.2.3. Aderarea celulelor bacteriene de Acinetobacter spp. este influentatid de flavonoida
BrCl

in urma experimentelor efectuate s-a observat ci atit pentru tulpina A. baumannii
medbio3-2013 (Figura 6.4 — a), cat si pentru tulpina A. pittii Cl, (3) (Figura 6.4 — b), timpul

minim necesar aderarii celulelor este de 15 minute.
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Figura 6.4. Determinarea timpului minim necesar pentru aderarea celulelor bacteriene in procesul de
formare a biofilmului: a. A. baumannii medbio3-2013 si b. A. pittii Cl. (3). Celulele din control au fost
incubate timp de 24 h, fard schimbarea mediului de cultura. Asterixul reprezinta diferenta semnificativa
dintre proba si control (p < 0,05; *** — p = 0,0008; * — p > 0,0039; ns — diferente nesemnificative). Barele

reprezinta eroarea standard a mediei.

Dupa cum se poate observa in Figura 6.5 — a, aderarea celulelor de 4. baumannii
medbio3-2013 a fost inhibata semnificativ la doar trei din concentratiile de flavonoida testate, in
comparatie cu controlul suplimentat cu DMSO. La concentratii echivalente cu CMI (3,9 pg mL"

") si ¥4 CMI (1,95 pg mL™") s-a observat o inhibare a aderdrii de pana la 94% (Figura 6.5 —b).
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Figura 6.5. Efectul inhibitor al flavonoidei BrCl asupra aderarii celulelor de A. b ii medbio3-

2013: a. cuantificarea biomasei biofilmului bacterian cu ajutorul colorantului cristal violet (CMI = 3,9
pg mL7); b. procentajul de inhibare al aderirii. Dupi o incubare de 15 minute, celulele neaderate sunt
indepartate din godeuri prin spalare. Biomasa biofilmului s-a determinat dupa 24 ore de incubare in mediul
MHB (p < 0,05; **** —p <0,0001; ** — p=0,0021; ns — diferente nesemnificative). Barele reprezinta

eroarea standard a mediei.
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O activitate anti-aderare dependentd de doza a fost observata si in cazul tulpinii 4.
pittii Cl, (3) (Figura 6.6 — a). Administrata intr-o concentratie de 15,62 pg mL™! (echivalentd
valorii CMI), flavonoida testata a indus o inhibare importanta a aderarii celulelor bacteriene,

procentajul de inhibare Inregistrat fiind de aproximativ 78% (Figura 6.6 — b).
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Figura 6.6. Efectul inhibitor al flavonoidei BrCl asupra aderirii celulelor de A. pittii Clz (3): a.
cuantificarea biomasei biofilmului bacterian prin colorare cu cristal violet; b. procentajul de inhibare
al aderirii (CMI = 15,62 pg mL™). Dupi o incubare de 30 minute, celulele neaderate sunt indepértate din
godeuri prin spalare. Biomasa biofilmului s-a determinat dupa 24 ore de incubare in mediul MHB (p < 0,05;

** —p=0,0012; * -~ p>0,0197; ns — diferente nesemnificative). Barele reprezinta eroarea standard a

mediei.

6.2.4. Influenta flavonoidei BrCl asupra inhibérii biofilmului produs de specii ale genului

Acinetobacter

Concentratiile de flavonoidda BrCl ce au condus la aparitia unui efect inhibitor
semnificativ (p < 0,0001) al biofilmului produs de tulpina 4. baumannii medbio3-2013 au fost
cuprinse intre 3,9 s 62,5 ug mL™' (Figura 6.7 — a). O concentratie echivalentd cu %2 CMI a produs
o inhibare a biofilmului bacterian intr-un procentaj de numai 30%, in timp ce pentru celelalte
concentratii utilizate, inclusiv CMI, procentajul de inhibare al biofilmului a fost mai mare de

90% (Figura 6.7 — b).
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Figura 6.7. Activitatea antibiofilm a flavonoidei BrCl impotriva tulpinii A. baumannii medbio3-2013:
a. cuantificarea biomasei biofilmului bacterian prin colorare cu cristal violet; b. procentajul de
inhibare al formirii biofilmului (CMI = 3,9 pg mL"") (p < 0,05; **** —p < 0,0001; ns — diferente

nesemnificative). Barele reprezinta eroarea standard a mediei.

O activitate inhibitorie mult mai pronuntata a flavonoidei sintetice (Figura 6.8 —a) a
fost observata in cazul celei de-a doua tulpini bacteriene testate. in acest caz, asa cum reiese din
Figura 6.8 — b, la concentratii sub-inhibitorii ale flavonoidei BrCl cuprinse intre 7,81 si 1,95 pg

mL!, s-a observat un procentaj de inhibare a formdrii biofilmului de pana la 88%.

a. b.

cmi

2,5
B Flavonoida BrCl
2,0 E
=m Control + DMSO %
15 2
§ i
1.0 £
5
0,5° *
0,0

15,62 7.81 39 195 1562 781 39 1,95
Concentratii flavenoida BrCl fig mL™") Concentratii flavonoida BrC! g mL™")

Figura 6.8. Activitatea antibiofilm a flavonoidei BrCl impotriva tulpinii 4. pittii Cl2 (3): a.
cuantificarea biomasei biofilmului bacterian cu ajutorul colorantului cristal violet; b. procentajul de
inhibare al formirii de biofilm (CMI = 15,62 pg mL™) (p < 0,05; ** —p = 0,001; *** — p <0,0005).

Barele reprezinta eroarea standard a mediei.

Utilizata in concentratii sub-inhibitorii, flavonoida BrCl a prezentat un efect inhibitor

cu pana la 40% mai pronuntat in comparatie cu ciprofloxacina.
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Cele mai importante efecte produse de ciprofloxacina au fost observate la
concentratiile echivalente cu CMI si /2 CMI (Figura 6.9 — a), unde formarea biofilmului bacterian
a fost inhibata cu pana la 94% fata de control. Pentru concentratiile echivalente cu % CMI si %
CMLI, biofilmul format de tulpina 4. pittii Cl, (3) a fost inhibat intr-o proportie de pana la 33%
(Figura 6.9 —b).
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Figura 6.9. Activitatea antibiofilm a ciprofloxacinei impotriva tulpinii 4. pittii Cl; (3): a. cuantificarea
biomasei biofilmului bacterian cu ajutorul colorantului cristal violet; b. procentajul de inhibare al
formirii de biofilm (CMI = 0,37 pg mL") (p < 0,05; *** —p < 0,0002; * — p = 0,016; ns — diferente
nesemnificative). Celulele din control au fost incubate timp de 24 h, in absenta ciprofloxacinei. Barele

reprezinta eroarea standard a mediei.

Cu ajutorul microscopiei electronice cu baleiaj s-a observat ca flavonoida BrCl,
utilizatd in concentratie echivalenti cu % CMI (7,81 pg mL™"), a condus la o diminuare
semnificativa a numarului de celule din biofilmul bacterian produs de tulpina 4. pittii Cl, (3) in

comparatie cu controlul utilizat (mediu de cultura suplimentat cu DMSO) - Figura 6.10.
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Figura 6.10. Imagini electr icr pice prezentind efectul flavonoidei BrCl asupra biofilmului
produs de tulpina A. pittii Cl. (3). Biofilmele bacteriene au fost formate timp de 48 h in prezenta unei

concentratii de flavonoida BrCl echivalentd cu ¥ CMI (7,81 pg mL™).

6.2.5. Flavonoida BrCl reduce activitatea metabolica a celulelor din biofilmul produs de
tulpina A. pittii Cl, (3)

Dupa cum se poate observa in Figura 6.11 — a, activitatea metabolica a celulelor
bacteriene a fost redusa cu aproximativ 95% la concentratii ale flavonoidei BrCl echivalente cu
CMI si ¥ CMI (15,62 si 7,81 pg mL™") in comparatie cu controlul suplimentat cu DMSO. La o
concentratie de 3,9 pg mL"', activitatea metabolica a celulelor a fost redusd Intr-o proportie de
pana la 28% (Figura 6.11 — b).
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Figura 6.11. Activitatea metabolici a celulelor de A. pittii Cl; (3) dupi 24 ore de incubare in prezenta
flavonoidei BrCl: a. cuantificarea spectrofotometricd a formazanului format; b. procentajul de
inhibare al activititii metabolice (CMI = 15,62 pg mL™) (p < 0,05; ** —p = 0,0059; * —p = 0,021; ns —
diferente nesemnificative). Barele reprezinta eroarea standard a mediei.
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Un efect similar a fost observat si in cazul ciprofloxacinei (Figura 6.12 — a). De
aceasta datd, pentru toate concentratiile utilizate (CMI, ', % si % CMI) a fost inregistrata o

reducere semnificativa a activitatii metabolice a celulelor (p < 0,05).

a. b.
err
xann
A
1,5+ ok
1009
8
1.0- £ 80
. E-1
3 g
8 £
£
0,5 £
2
kil
<
®
0,0-
Y Al v >
PRSI & & 0,37 0,185 0,092 0,04
QD
Concentratii ciprofloxacini (ug mL™") C tratii ciprofl ind (ug mL')

Figura 6.12. Activitatea metabolica a celulelor de A. pittii Cl: (3) dupa 24 ore de incubare in prezenta
ciprofloxacinei (CMI = 0,37 ug mL™"): a. cuantificarea spectrofotometrici a formazanului format; b.
procentajul de inhibare al activitiitii metabolice (p < 0,05; *** —p = 0,0002; **** — p <0,0001). Celulele
din control au fost incubate timp de 24 h, in absenta ciprofloxacinei. Barele reprezinta eroarea standard a

mediei.

6.2.6. Flavonoida BrCl distruge biofilmul matur produs de A. baumannii si A. pittii

Flavonoida BrCl distruge biofilmul matur format de tulpina A. baumannii medbio3-
2013 — Figura 6.13. Efectul antibiofilm a fost inregistrat inclusiv la concentratii echivalente
valorii CMI si /2 CMLI, pentru care procentajul de distrugere a fost de pana la 60% (Figura 6.3 —
a). Pentru tulpina 4. pittii Cl,(3), biofilmul preformat a fost distrus intr-o proportie de pana la
32% — Figura 6.13 —b.
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Figura 6.13. Potentialul flavonoidei BrCl de a distruge biofilmul matur format de: a. A. baumannii
medbio3-2013 (CMI = 3,9 pg mL™"); b. A. pittii Cl; (3) (CMI = 15,62 pg mL™"). Biofilmul a fost preformat

timp de 24 de ore in absenta flavonoidei testate. Barele reprezinta eroarea standard a mediei.

in mod aseminitor, ciprofloxacina a condus la aparitia unui efect antibiofilm
semnificativ (p > 0,03) la concentratii cuprinse intre 6 si 1,5 pg mL"' (Figura 6.14 — a).
Ciprofloxacina distruge biofilmul produs de tulpina 4. pittii Cl, (3) intr-un procentaj de pana in
37%, valoare relativ asemanatoare cu cea inregistratd in cazul flavonoidei BrCl (31%)

administrata in concentratie echivalenta cu 4 x CMI. (Figura 6.14 —b).
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Figura 6.14. Potentialul ciprofloxacinei de a distruge biofilmul matur produs de A. pittii Cl; (3) (CMI =
0,37 pg mL™"): a. cuantificarea biomasei biofilmului bacterian cu ajutorul colorantului cristal violet; b.
procentajul de distrugere al biofilmului (p < 0,05; ** —p > 0,030; * — p = 0,012; ns — diferente
nesemnificative). Biofilmul a fost preformat timp de 24 de ore in absenta antibioticului testat. Celulele din

control au fost incubate ulterior in absenta ciprofloxacinei. Barele reprezinta eroarea standard a mediei.
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6.2.7. Flavonoida BrCl reduce hidrofobicitatea suprafetei celulelor de Acinetobacter

O concentratie echivalentd cu 2 CMI a determinat o reducere a CSH-ului cu pana la

28,1% , in comparatie cu celulele puse in contact cu solventul DMSO — Figura 6.15.
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Figura 6.15. Aprecierea hidrofobicitatii suprafetei celulelor de A. pittii Cl2 (3) in prezenta flavonoidei
BrCl (s CMI = 7,81 pg mL'; % CMI = 3,9 pg mL™) (p < 0,05; ** — p =0,059; ns — diferente

nesemnificative). Barele reprezinta eroarea standard a mediei.

6.2.8. Flavonoida BrCl influenteazi producerea de EPS

Flavonoida BrCl, administrata intr-o concentratie echivalenta cu > CMI (7,81 ng mL
", reduce cu aproximativ 55% continutul total de carbohidrati din proba in comparatie cu

controlul suplimentat cu DMSO — Figura 6.16.
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Figura 6.16. Efectul flavonoidei BrCl in concentratie echivalenti cu %2 CMI (7,81 pg mL™') asupra
continutului total de carbohidrati produsi de citre tulpina A. pittii Cl2 (3) (p < 0,005; ** — p = 0,0059).

Barele reprezinta eroarea standard a mediei.

6.2.9. Flavonoida BrCl nu influenteazia motilitatea de tip swarming, swimming si twitching

Testata impotriva tulpinii P. aeruginosa medbio7-2013 si 4. pittii Cl, (3), flavonoida
BrCl, in concentratie echivalentd cu % (15,62 png mL, respectiv 7,81 pg mL™") si ¥4 CMI (7,81
ug mL, respectiv 3,9 ug mL™") nu a prezentat activitate anti-swarming, anti-swimming si anti-
twitching, diferentele inregistrate intre proba si control nefiind semnificative din punct de vedere

statistic.

CAPITOLUL 7. EFECTUL SINERGIC AL COMBINATIILOR
FLAVONOIDE SINTETICE TRICICLICE CU SULF — ANTIBIOTICE

7.1. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE

7.1.1. Aprecierea efectului sinergic produs de combinatiile flavonide sintetice — antibiotice

cu ajutorul metodei checkerboard

Metoda checkerboard se bazeaza pe testarea combinatiilor a doi compusi
antimicrobieni rezultate in urma a doua dilutii seriate in rata 2 ale acestora. Prin testarea
combinatiilor rezultate se urmareste evidentierea efectului produs de interactiunea dintre cele

doua substante: efect sinergic, aditiv, indiferent si antagonic (Hemaiswarya et al., 2008).
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7.2. REZULTATE SI DISCUTII
Efectele combinatiei flavonoida BrCl — penicilind
Rezultatele obtinute (Tabelul 7.1) au evidentiat prezenta a cinci efecte sinergice
(flavonoidd BrCl in concentratie cuprinsa intre 0,12 - 0,007 ug mL"! si penicilina in concentratie

de 32 pgmL™).

Tabel 7.1. Indicele de concentratie inhibitorie fractionatia inregistrat pentru combinatia flavonoida

BrCl si penicilina impotriva tulpinii S. aureus medbiol-2012

Concentratie minimi inhibitorie (ug mL™")
Tulpina Separat in binatie
bacteriani Flavonoida | oo .. " | Flavonoida | , .. FICL | Efect
BrCl BrCl
0,96 8 2,06 Indiferent
0,48 16 1,125 | Indiferent
Staphvioc 0,24 32 0,75 Aditiv
taphylococcus 0,12 32 0,5 Sinergic
aureus 0,48 128 < "
. 0,06 32 0,375 Sinergic
medbiol-2012 - -
0,03 32 0,312 Sinergic
0,015 32 0,281 Sinergic
0,007 32 0,264 Sinergic

*FICI = indice de concentratie inhibitorie fractionata

Efectele combinatiei flavonoiddi BrCl — ciprofloxacind

Intervalul de concentratie al flavonoidei BrCl si ciprofloxacinei a fost cuprins intre
0,48 5i 0,0002 ug mL™!, respectiv 156,25 si 1,22 ug mL"' (Tabelul 7.2). De aceasti dati, cele mai
numeroase efecte identificate au fost cele indiferente, urmate de efectele aditive. Nu au fost

inregistrate efecte sinergice in cazul combinatiilor testate.

Tabel 7.2. Indicele de concentratie inhibitorie fractionata al flavonoidei BrCl si al antibioticului

ciprofloxacina impotriva tulpinii S. aureus medbio1-2012

Concentratie minimi inhibitorie (ug mL™")
Tulp{na 3 i 'Separat !nvcombmatle FICI Efect
bacteriana Flavonoida Ciprofl . . | Flavonoida Ciprofl -
BrCl iprofloxacina BrCl iprofloxacina
0,48 9,76 1,06 Indiferent
0,48 4,88 1,03 Indiferent
0,48 2,44 1,015 Indiferent
0,48 1,22 1,007 Indiferent
0,24 39,06 0,74 Aditiv
Stapz);iczgccus 0,48 156,25 0.24 19.53 0.62 Aditiv
medbiol-2012 0,12 78,12 0,74 Ad1t1.v
0,06 78,12 0,615 Aditiv
0,06 156,25 1,125 Indiferent
0,03 156,25 1,06 Indiferent
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Concentratie minimi inhibitorie (ug mL")
Tulpina Separat In combinatie
bacteriana Flavonoida Ciprofloxacini Flavonoida Ciprofloxacini FICI Efect
BrCl BrCl
0,015 156,25 1,031 Indiferent
0,007 156,25 1,015 Indiferent
0,003 156,25 1,007 Indiferent
0,001 156,25 1,003 Indiferent
0,0009 156,25 1,001 Indiferent
0,0004 156,25 1,0009 | Indiferent
0,0002 156,25 1,0004 | Indiferent

*FICI = indice de concentratie inhibitorie fractionata

Efectele combinatiei flavonoida BrCl — tetraciclindg

Pe langa cei doi compusi antimicrobieni evaluati (peniciling, ciprofloxacind), s-a
urmarit si interactiunea dintre flavonoida BrCl si tetraciclind, antibiotic cu spectru extins ce
inhiba sinteza proteicd prin blocarea ARNm, insa nu a putut fi observat niciun efect sinergic —

Tabelul 7.3.

Tabel 7.3. Indicele de concentratie inhibitorie fractionata al combinatiei flavonoida BrCl si tetraciclinia

impotriva tulpinii de S. aureus medbiol-2012

Concentratie minima inhibitorie (ug mL™)
Tulpina Separat In binatie
bacteriani Flavonoida | . . "I Flavonoida | o . Fc Efect
BrCl BrCl

0,48 4,882 1,025 Indiferent
0,48 2,441 1,012 Indiferent
0,48 1,222 1,06 Indiferent
0,48 0,61 1,031 Indiferent
0,48 0,305 1,015 Indiferent
0,48 0,152 1,007 Indiferent

0,24 9,76 0,999 Aditiv
0,12 19,531 1,25 Indiferent
Staphylococcus 0,48 19,531 0,06 19,531 1,125 Indiferent
aureus 0,03 19,531 1,06 Indiferent
medbiol-2012 0,015 19,531 1,031 Indiferent
0,07 19,531 1,015 Indiferent
0,003 19,531 1,007 Indiferent
0,001 19,531 1,003 Indiferent
0,0009 19,531 1,001 Indiferent
0,0004 19,531 1,0009 | Indiferent
0,0002 19,531 1,0004 | Indiferent

*FICI = indice de concentratie inhibitorie fractionata

Efectele combinatiei flavonoidi BrBr — penicilini

Efectul antimicrobian al flavonoidei BrBr a fost urmarit in combinatie cu penicilina,

impotriva aceleasi tulpini de S. aureus rezistente la meticilind. Rezultatele obtinute, prezentate
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in Tabelul 7.4, au evidentiat absenta unor efecte sinergice, singurele inregistrate fiind efectele
aditive (FICI = 0,503 — 0,747) si indiferente (FICI = 1,001 — 1,01).

Tabel 7.4. Indicele de concentratie inhibitorie fractionata al flavonoidei BrBr si al antibioticului

penicilina impotriva tulpinii S. aureus medbiol-2012

Concentratie minimi inhibitorie (ug mL™)
Tulpina Separat In combinatie
bacteriand Flavonoidi Penicilina Flavonoidi Penicilina Hd et
BrBr BrBr
0,015 64 0,515 Aditiv
0,03 64 0,503 Aditiv
0,06 64 0,561 Aditiv
0,12 64 0,623 Aditiv
0,24 64 0,747 Aditiv
0,48 32 0,744 Aditiv
Staphylococcus 097 128 0.48 16 0619 | Aditiv
edb o1 ’ 0.48 8 0556 | Aditiv
0,48 4 0,525 Aditiv
0,97 2 1,01 Indiferent
0,97 1 1,007 Indiferent
0,97 0,5 1,003 | Indiferent
0,97 0,25 1,002 Indiferent
0,97 0,125 1,001 | Indiferent

*FICI = indice de concentratie inhibitorie fractionata
Efectele combinatiei flavonoidi Brl — penicilina

in cazul combinatiei flavonoida Brl (concentratii cuprinse intre 0,97 si
0,007 pg mL™") si penicilind (concentratii cuprinse intre 256 si 0,125 pg mL") testatd impotriva
tulpinii S. aureus medbiol-2012 nu s-a observat o potentare a activitatii antibioticului in prezenta

compusului sintetic cu sulf pentru niciuna dintre variantele analizate — Tabelul 7.5.

Tabel 7.5. Indicele de concentratie inhibitorie fractionati al flavonoidei BrI si al antibioticului

penicilind impotriva tulpinii S. aureus medbiol-2012

Concentratie minimi inhibitorie (ng mL™")
Tulpind _Separat In combinatie FICI Efect
bacteriana Flavonoida s o Flavonoida s o
Penicilina Penicilina
Brl Brl
0,007 64 0,514 Aditiv
0,015 64 0,531 Aditiv
0,03 64 0,506 Aditiv
0,06 64 0,512 Aditiv
Staphylococcus 0,12 64 0,75 Aditiv
aureus 0,48 128 0,24 32 0,75 Aditiv
medbiol-2012 0,48 16 1,125 Indiferent
0,48 8 1,062 Indiferent
0,97 4 2,031 Antagonic
0,97 2 2,015 Antagonic
0,97 1 2,007 Antagonic
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Concentratie minimi inhibitorie (ug mL™")
Tulpini Separat In combinatie FICI |  Efect
bacteriana Flavonoida s ene s Flavonoida s o
Penicilina Penicilina
Brl Brl

0,97 0,5 2,003 Antagonic

0,97 0,25 2,001 Antagonic

0,97 0,125 2,0009 | Antagonic

*FICI = indice de concentratie inhibitorie fractionata

CAPITOLUL 8. DETERMINAREA POTENTIALULUI CITOTOXIC $I
ANTI-INFLAMATOR AL FLAVONOIDEI BrCl

8.1. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE

8.1.1. Evaluarea efectului produs de flavonoida BrCl asupra viabilitatii celulelor umane

Metoda se bazeaza pe determinarea spectrofotometrica a activitatii hidrogenazelor

mitocondriale ce reduc sarea de tetrazoliu la formazan (culoare oranj) (Prébst ef al., 2017).

8.1.2. Evaluarea efectului pro- si anti-inflamator determinat de flavonoida BrCl

Secretia de citochine de tip TNF-a si IL10 se cuantifica spectrofotometric folosind

metoda ELISA (engl. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay).

8.2. REZULTATE S$I DISCUTII

8.2.1. Aprecierea efectului citotoxic al flavonoidei BrCl

Macrofagele prezintd o sensibilitate ridicata la flavonoida BrCl, in special la
concentratii mai mari de 5 ug mL", valoarea ICs inregistrata fiind de 5,3 ug mL™' — Figura 8.1

—a.
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Figura 8.1. Efectul flavonoidei BrCl asupra viabilititii unor linii celulare umane: a) U937 si b) Caco-
2. Celulele au fost incubate timp de 24 h in prezenta flavonoidei BrCl, in concentratii cuprinse intre 0,1 si
100 pg mL". Viabilitatea celulara a fost determinatd in urma masurdrii activitatii hidrogenazei mitocondriale
cu ajutorul compusului CCK-8. Mediile sunt prezentate ca + deviatia standard (N = 2; n = 6). Concentratia
de flavonoida necesarad producerii unei inhibitii de 50% a viabilititii celulare, notatd ca ICso, a fost

determinata cu ajutorul functiei de analiza a regresiei neliniare din programul GraphPad Prism.
8.2.2. Aprecierea efectului pro- si anti-inflamator determinat de flavonoida BrCl

Flavonoida testata exercita un efect pro-inflamator, datorita cresterii secretiei de
citochind TNF-o (cu aproximativ 44%), respectiv reducerea productiei de citochina IL10 (cu

aproximativ 59%), la toate concentratiile evaluate, insd nu intr-o maniera dependenta de doza —

Figura 8.2.
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Figura 8.2. Efectul flavonoidei BrCl asupra secretiei induse de LPS a factorului de necrozi tumorali o
(TNF-a) si a interleuchinei 10 (IL10) de macrofagele U937. Productia de citochine a fost masurata dupa 4
ore de incubare in mediu de culturi (coloani de culoare neagra), mediu de culturd + LPS (50 pg mL™")
(coloand de culoare gri inchis), mediu de culturd + LPS (50 pg mL™') + dexametazona (20 uM) (coloand de
culoare gri deschis), mediu de culturd + LPS (50 pg mL") + diferite concentratii de flavonoidd BrCl (1 pg
mL"! - coloand de culoare verde; 0,5 ug mL! — coloana de culoare rosie si 0,1 pg mL™' — coloand de culoare
albastra) (* = p < 0,05). Barele reprezinta deviatia standard a mediei.
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CONCLUZII

Rezistenta la antibiotice a bacteriilor patogene a devenit o problema majora, care are
consecinte globale asupra sanatatii umane.

Apele uzate si statiile de epurare a apelor uzate reprezintd rezervoare importante pentru
selectia de gene si bacterii rezistente la antibiotice.

Flavonoidele naturale si cele obtinute prin sinteza chimica manifesta o activitate importanta
asupra tulpinilor bacteriene rezistente, fiind considerate o alternativa viabila la antibioticele
traditionale.

Activitatea antimicrobiana a flavonoidelor se datoreaza mai multor mecanisme de actiune,
printre care se numara si lezarea membranei celulare, respectiv inhibarea formarii
biofilmelor.

Identificarea taxonomica a tulpinilor izolate din probele de apa reziduala a evidentiat
prezenta unui numar ridicat de tulpini ce apartin speciilor Aeromonas caviae, Escherichia
coli si Pseudomonas aeruginosa. O proportie mult mai redusa (2%) a fost observata in cazul
tulpinilor de Enterobacter cloacae, Enterococcus faecium si Staphylococcus aureus.

Cele mai bine reprezentate au fost increngdturile Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes
si Actinobacteria. Abundenta ridicatd a proteobacteriilor in esantioanele analizate este
corelata direct cu prezenta in materiile fecale, dar si cu capacitatea ridicata de supravietuire
in conditiile caracteristice apelor reziduale.

in probele de apd colectate au fost mai numeroase bacteriile rezistente la tetraciclina,
cloramfenicol si ampicilina - antibiotice cu spectru extins, administrate frecvent la nivelul
diferitelor sectoare de activitate umana

Cele mai ridicate valori ale concentratiei minime inhibitorii inregistrate n cazul tulpinilor
testate au fost obtinute pentru ampicilind (2048 pg mL™"), cloramfenicol (512 ug mL™") si
gentamicind (78,12 pg mL™).

Dintre genele de rezistenta identificate, mai frecvente au fost cele pentru aminoglicozide,
antibiotice B-lactamice, tetracicline, macrolide si fenoli. Mai mult, cele mai numeroase
tulpini izolate au prezentat rezistentd la ampicilina (antibiotic B-lactamic), tetracicline,
cloramfenicol (fenicoli), eritromicind (macrolide) si gentamicind (aminoglicozide),
putandu-se stabili o legatura intre rezultatele obtinute in urma izolarii tulpinilor rezistente

pe medii selective si cele obtinute In urma secventierii.

. Genele de rezistenta implicate in sinteza de B-lactamaze, respectiv in activitatea pompelor

de eflux si modificarea situs-ului de actiune au fost cele mai abundente, demonstrand astfel
ca cele trei mecanisme implicate in rezistentd sunt cele mai intalnite in cazul probelor

analizate.

57



11.

12.

13.

Dintre tulpinile provenite din probele de apa reziduald, 2 dintre acestea (Aeromonas caviae
A4 (2) si Acinetobacter pittii Cl, (3)) au manifestat aderenta ridicata fata de substratul inert
utilizat. Dintre tulpinile izolate din mediul clinic, doar Acinetobacter baumannii medbio3-
2013 (bacterie ce face parte din categoria celor considerate critic prioritare) a produs cea
mai mare cantitate de biofilm (Absses= 1,7).

in ceea ce priveste capacitatea tulpinilor rezistente selectate de a adera la celulele
apartinatoare liniei HeLa (linie ce serveste drept model pentru testele de adeziune ce implica
diferite bacterii de importanta medicald), doar Aeromonas caviae A4 (2) si Escherichia coli
As (2) au prezentat un mod de atasare de tip localizat, respectiv agregativ. Incapacitatea
celorlalte tulpini evaluate de a adera la celulele epiteliale utilizate poate fi corelata atat cu
aderenta redusa la un suport abiotic, cat si cu afinitatea redusa fatd de celulele liniei HeLa.
Dintre tulpinile rezistente evaluate, 6 au fost producitoare de B-lactamaze cu spectru extins
(ESBL), 2 au fost producatoare de OXAus si o tulpind a secretat ambele categorii de enzime
— Escherichia coli T, (3). Enzimele de tip MBL si KPL au fost observate doar la tulpina
Klebsiella pneumoniae medbio6-2013.

Screening-ul fenotipic al prezentei pompelor de eflux la tulpinile bacteriene testate a condus
la inregistrarea unei activitati scazute a acestor canale fata de bromura de etidiu (colorant
frecvent utilizat pentru punerea in evidentd a pompelor de eflux de tip RND, prezente mai

ales 1n cazul speciilor din familia Enterobacteriaceae).

. Evaluarea activitatii antibacteriene a flavonoidelor sintetice triciclice cu sulf s-a realizat

impotriva mai multor specii ce apartin genului Staphylococcus, Streptococcus,
Enterococcus, Acinetobacter, Escherichia, Klebsiella, Pseudomonas, Salmonella si
Haemophillus. in urma rezultatelor obtinute, s-a demonstrat ¢ flavonoida BrCl a prezentat
cele mai importante proprietati antibacteriene, valorile CMI determinate fiind <7,81 ug mL"

! pentru bacteriile Gram-pozitive si < 125 pg mL™! pentru bacteriile Gram-negative.

. Flavonoida BrCl a prezentat o activitate antibacteriana de pana la 32 ori mai mare in

comparatie cu cloramfenicolul (antibiotic de referintd) pentru mai multe tulpini de
Staphylococcus aureus, precum si pentru tulpinile Streptococcus pneumoniae prxbiol0 si
Haemophillus spp. prxbiol3. O activitate comparabild cu cea a gentamicinei a fost

inregistratd impotriva tulpinii Klebsiella pneumoniae medbio6-2013.

. Flavonoidele BrCl, BrBr si Brl au determinat aparitia unui efect bacteriostatic dependent de

dozi si de timpul de expunere. La valori ale CMI cuprinse intre 0,48 si 7,81 pg mL™,
compusii testati au condus la o intarziere a cresterii de pana la 20 h. Concentratii echivalente

cu 2 x CMI au produs un efect bacteriostatic de pana la 21 h.

. Flavonoida BrCl, in concentratii de 1,95 si 7,81 ug mL", a manifestat un efect bactericid

asupra tulpinilor de Staphylococcus aureus dupa 3 ore de la expunere, in timp ce o
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concentratie de 15,62 pg mL" a produs un efect similar dupa doar 0,5 si 2 h impotriva
tulpinilor Acinetobacter baumannii medbio3-2013 si Escherichia coli medbio4-2013. O
reducere totald a viabilitatii a fost observata dupa numai o ora de incubare a celulelor de
Enterococcus faecium medbio2-2012 in prezenta unei concentratii de 31,25 pg mL™!
flavonoida.

Expunerea celulelor de Staphylococcus aureus medbiol-2012 si Escherichia coli medbio4-
2013 la o concentratie echivalenti CMB a determinat modificarea permeabilitatii si
integritatii membranare. Aceste efecte au putut fi observate cu ajutorul microscopiei cu
fluorescenta dupa numai 30 de minute de la contactul cu flavonoida BrCl.

Folosind microscopia electronica cu baleiaj s-a observat ca flavonoida BrCl a provocat
alterari morfologice majore la nivelul celulelor bacteriene evaluate. Modificarile
morfologice ireversibile evidentiate sustin ipoteza conform cédreia mecanismul de actiune al
flavonoidei BrCl presupune tintirea membranelor celulare, inducand modificari ale structurii
acestora, urmate de liza celulara.

Aderarea celulelor de Acinetobacter baumannii medbio3-2013 a fost inhibata intr-o
proportie de pana la 94% la concentratii ale flavonoidei BrCl echivalente cu CMI (3,9 pg
mL") si % CMI (1,95 pg mL™"). O activitate anti-aderare a fost observata si in cazul tulpinii
Acinetobacter pittii Cl, (3). De aceasta data, flavonoida BrCl utilizata in concentratie de
15,62 ug mL"! (CMI), a indus o inhibare importantd a aderdrii celulelor bacteriene,
procentajul de inhibare inregistrat fiind de aproximativ 78%.

Un procentaj de inhibare al biofilmului produs de tulpinile Acinetobacter baumannnii
medbio3-2013 si Acinetobacter pittii Cl, (3), de pana la 97%, a fost observat la concentratii
cuprinse intre 62,5 si 0,12 pg mL™' flavonoida BrCl.

in comparatie cu ciprofloxacina (antibiotic din clasa chinolonelor utilizat ca optiune de
tratament in infectiile produse de tulpinile de Acinetobacter spp rezistente), flavonoida BrCl
administrata in concentratii sub-inhibitorii (Y%, % si s CMI) a prezentat un efect inhibitor cu
pana la 40% mai pronuntat.

Cu ajutorul microscopiei electronice cu baleiaj, s-a observat ca administrarea flavonoidei
BrCl in concentratie echivalenti cu » CMI (7,81 pg mL™), a condus la o diminuare
semnificativda a celulelor din biofilmul bacterian. Cu toate acestea, la concentratia sub-
inhibitorie testata, flavonoida BrCl nu induce si aparitia de modificari la nivelul morfologiei
celulelor sau a dimensiunilor acestora.

in prezenta concentratiilor echivalente cu CMI si %2 CMI (15,62 si 7,81 ng mL™"), flavonoida
BrCl reduce activitatea metabolica a celulelor din biofilm cu pana la 95%. Aceasta activitate
este oarecum comparabild cu cea a ciprofloxacinei, intre procentajele inregistrate pentru cei

doi compusi diferentele fiind de numai 11%.
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Un procentaj de distrugere al biofilmului produs de tulpinile Acinetobacter baumannnii
medbio3-2013 si Acinetobacter pittii Cl, (3), de pana la 67%, a fost observat la concentratii
cuprinse intre 62,5 si 0,97 pg mL™! flavonoida BrCl.

Pe langa efectul antibiofilm inregistrat, flavonoida BrCl determind si o reducere a
hidrofobicitatii celulare de pana la 28%, in comparatie cu controlul utilizat.

De asemenea, flavonoida BrCl administrata intr-o concentratie echivalentd cu %2 CMI (7,81
pg mL") reduce cu aproximativ 55% continutul total de carbohidrati produs de tulpina
Acinetobacter pittii Cl, (3). in acest context, presupunem ci posibilul mecanism prin care
are loc inhibarea aderarii celulelor de Acinetobacter pittii ar putea fi pus pe seama reducerii
hidrofobicitatii suprafetei celulare, factor determinant in aderenta si colonizarea
suprafetelor, respectiv inhibarea producerii de exopolizaharide.

Flavonoida BrCl, testata in concentratii echivalente cu %2 si %4 CMI (7,81, respectiv 3,9 pg
mL™"), nu afecteazd motilitatea de tip swarming, swimming si twitching a tulpinilor testate.
in combinatie cu penicilina, flavonoida BrCl determina aparitia mai multor efecte sinergice
impotriva tulpinii Staphylococcus aureus medbiol-2012, valorile concentratiilor minime
inhibitorii pentru cei 2 compusi inregistrind o scidere de 4 pani la 68 de ori. in cazul
combinatiilor formate din flavonoida BrCl si ciprofloxaciné/tetraciclind, flavonoida
BrBr/Brl si penicilind nu au fost inregistrate efecte sinergice.

Potentialul citotoxic a fost evaluat asupra mai multor linii celulare umane ce ar putea intra
in contact cu flavonoida BrCl dupa administrarea pe cale orala. Dintre acestea, monocitele
diferentiate in macrofage au prezentat cea mai mare sensibilitate (ICsp= 5,3 pg mL™"). Pentru
linia epiteliala intestinala, valoarea ICs, nu a putut fi determinata, intrucat flavonoida BrCl
a determinat o crestere a viabilitatii celulelor eucariote.

De asemenea, s-a observat ca pentru unele tulpini bacteriene evaluate (Staphylococcus
aureus MRSA, Streptococcus pneumoniae prxbiol0, Streptococcus spp. prxbio9,
Haemophillus spp. prxbiol3, Escherichia coli medbio4-2013 si Acinetobacter baumannii
medbio3-2013), valoarea concentratiei minime inhibitorii (CMI < 3,9 pg mL™") a fost mai
scazutd fatd de valoarea ICso determinati pentru linia U937 (ICso = 5,30 pg mL™).
Flavonoida BrCl exercita un efect pro-inflamator, datorita cresterii secretiei de citochina
TNF-a, respectiv reducerea productiei de citochind IL10, insa nu intr-o maniera dependenta
de doza.

Rezultatele obtinute sugereazd cd flavonoida BrCl prezintd un potential antibacterian
important impotriva unor bacterii rezistente la antibiotice, putand fi utilizata cu succes in

dezvoltarea de noi agenti antimicrobieni.
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PERSPECTIVE DE CONTINUARE A STUDIILOR

Rezultatele obtinute pana in prezent cu privire la activitatea antibacteriana a

flavonoidelor sintetice triciclice cu sulf ne incurajeaza sa continuam cercetarile in urmatoarele

directii:

A

Investigarea efectelor sinergice ale combinatiilor dintre flavonoide si antibioticele
conventionale asupra inhibarii, respectiv distrugerii biofilmului bacterian.

Observarea cu ajutorul microscopiei confocale cu scanare laser a arhitecturii biofilmului
bacterian format in prezenta flavonoidelor sintetice triciclice cu sulf.

Investigarea potentialului flavonoidelor de a induce aparitia unor specii reactive de oxigen.
Evaluarea efectului inhibitor al flavonoidelor asupra activitatii enzimatice a -lactamazelor.
Aprecierea efectului produs de flavonoide asupra mecanismelor de blocare a porinelor.
Testarea potentialului flavonoidelor triciclice cu sulf pentru inhibitia pompelor de eflux
supra-exprimate (ex. MexAB-OprM).

Investigarea activitatii flavonoidelor asupra celulelor bacteriene ce au aderat la un suport
celular.

Evaluarea capacitatii celulelor bacteriene de a dobandi rezistenta la flavonoidele triciclice

cu sulf.
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Propunere de brevet

Titlul propunerii de brevet: Procedeu de obtinere a unei noi flavonoide sintetice cu
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Inventii si Marci (OSIM), avand numarul A/00697 din data de 31.10.2022.
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