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Rezumat

Detectia si identificarea rapida a patogenilor sunt esentiale pentru sistemele de sanatate publica.
Metodele clasice de diagnostic microbiologic si-au atins limitele, avand repercursiuni severe, in
special pentru copii (de exemplu, aparitia sindromul hemolitic-uremic, sepsis, etc). Unul dintre
neajunsurile acestora il reprezinta timpul indelungat (de ordinul zilelor) necesar pentru identificarea
patogenilor la nivel de tulpina. Pe de alta parte, odata cu dezvoltarea metodelor chirurgicale (de
exemplu, transplanturile, chirurgia neonatald) si a medicinei de urgentd, au aparut si complicatiile
postoperatorii severe, cum ar fi infectiile nosocomiale, care pot duce la soc septic in absenta unui
tratament tintit. Infectiile bacteriene dobandite in spitale sunt, din pacate, raspandite in Romania (1,
2) si creeaza o problema critica, deoarece se stie ca intarzierile in aplicarea unei terapii initiale tintite
cresc dramatic rata morbiditatii. Masurile de control al infectiilor precum protocoalele de urmarile a
pacientilori cu risc ridicat, protocoalele de izolare pentru pacientii identificati pozitivi pentru cultura
de agenti patogeni infectiosi, protocoalele de decontaminare si procedurile adecvate de screening
microbiologic, cum ar fi testarea periodica a sensibilitatii acestora, sunt strategii conventionale de
prevenire si depdsire a acestui scenariu, dar nu sunt eficiente si de incredere pe termen lung (3).
Rezistenta antimicrobiana (RAM) reprezinta capacitatea microbilor de a nu raspunde la actiunile
antibioticelor, ducand la o limitare a optiunilor de tratament si la o cresterea a costurile de
tratament si numarului potentialelor efecte secundare pentru pacienti. Practic, aceste organisme au
dezvoltat concomitent mecanisme de rezistenta la antimicrobiene, iar comunitatea medicala incepe
sa pierda cursa impotriva microorganismelor infectioase care odata erau simplu de tratat (4, 5). Din
cauza constrangerilor economice, a disponibilitatii testelor de diagnosticare, o mare parte din
cercetdrile care investigheaza evolutia RAM se bazeaza pe organisme individuale provenite din
anumite regiuni la nivel globale (4). Principalii agenti patogeni rezistenti la antibiotice (APR) actuali
sunt: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, Staphylococcus aureus rezistent la
meticilina (MRSA), Enterococi rezistenti la vancomicina (VRE), Acinetobacter baumanii, Streptococcus
pneumoniae rezistent la penicilind (PRSP), Mycobacterium tuberculosis cu rezistentd extinsa la
antibiotice (XDR), Enterobacteriaceae producatoare de B-lactamaze cu spectru extins si Klebsiella
pneumoniae. in 2014, Organizatia Mondiald a S&n&tatii (OMS) a publicat cel mai cuprinzitor raport
de supraveghere pana in prezent (6), care analizeaza ratele de rezistenta ale infectiilor comune din
114 tari. Numai efortul economic al SUA este de peste 20 de miliarde de dolari/an pentru asistenta
medicala ce include tratarea celor 1,7 milioane de infectii asociate spitalelor (HAIl), care duc, de
asemenea, la 99.000 de decese care ar putea fi prevenite. lar acesta este cazul unei tari in care ratele
de rezistenta la antimicrobiene sunt mult mai scazute comparativ cu alte tari, iar antimicrobienele
sunt semnificativ mai accesibile decat in orice alta tara (7).

Recent, tehnicile spectroscopice au devenit mai promitatoare datoritd dezvoltarii unor metode de
detectie cu costuri reduse, ultrasensibile si fara marcare, permitand obtinerea de rezultate rapide,
specifice si suficient de sensibile pentru a fi aplicate in domenii critice, cum ar fi asistenta medicala.
Spectroscopia Raman este o metoda de analiza in situ non-invaziva care nu necesitda o pregatire
laborioasa a probei si care poate fi utilizata cu usurinta in afara laboratorului stiintific cu ajutorul
versiunilor portabile si miniaturizate ale spectrometrelor (7-10). Cand se utilizeaza efectul de
Tmprastiere Raman amplificat la suprafata (SERS), acesta poate ajunge sa detecteze semnal provenit
de la o singurd molecul3 (11). Datoritd amplificirii masive intr-un experiment SERS (pan3 la 10%), pot
fi detectate urme de probe adsorbite pe nanostructurile metalice, de obicei pe nanoparticule (NP).



Lucrarea de fata este impartita in doua, fiecare parte tratdnd una dintre cele doua clase principale
de patogeni — bacterii (Partea I) si ciuperci (Partea a ll-a).

Partea | relateaza inceputul povestii ,Instrumente cheminformatice folosite pentru caracterizarea
structurii si a activitatii antibacteriene impotriva patogenilor a B-lactamicelor”. Aceasta a inceput in
2014, cand dr. Nicoleta Dina, capul micii echipe stiintifice din care fac parte in prezent, impreuna cu
un alt grup de cercetatori din Germania au dezvoltat o nouda metoda de detectie a bacteriilor cu
ajutorul SERS (12-18).

Dupa optimizarea metodei de detectie in laborator, echipa si-a propus sa gaseasca modalitatea de a
o face mai accesibila societatii, avand ca tinta finala implementarea metodologiei in sistemul medical
ca alternativa pentru detectarea agentilor patogeni. Astfel, In 2017, experimentalistii echipei noastre
au dezvoltat un demonstrator care ar putea fi implementat in sistemul medical. Platforma de nano-
screening propusa oferd o abordare unica, diferitd de alte tehnici medicale utilizate in prezent
pentru identificarea agentilor patogeni in activitatea clinicd de zi cu zi. Aceasta combina
spectroscopia ultrasensibila SERS pentru obtinerea amprentei moleculare a agentilor patogeni, cu
paltforme microfluidice care ajuta la izolarea acestora (19).

Chemometria, cel mai folosit instrument de cheminformatica aplicat in Capitolul 1. Analiza
multivariata, a fost Tncorporatd anterior cu instrumentatia spectroscopicd ca standard pentru
usurarea interpretarii datelor spectrale prin utilizarea algoritmilor liniari precum Analiza
componentelor principale (PCA), Analiza discriminantilor liniari (LDA) etc. (20-25).

Analiza componentelor principale (PCA) este o metoda statistica, utilizata pe scara larga in zilele
noastre, pentru analiza bazelor de date vaste; identifica variatia si scoate in evidentd tipare. De
asemenea, este utilizata pentru dezvoltarea modelelor de predictie. Una dintre particularitatile sale
este reducerea dimensionalitatii. Astfel, PCA este un instrument potrivit pentru analiza spectrelor
vibrationale, in special a spctrelor SERS ale microorganismelor.

O alternativa la PCA este Analiza discriminantilor Liniari (LDA), o metoda supravegheata, simpla si
robusta. LDA fisi propune sa prezica probele dintr-un set de date ca apartinand unor clase
predefinite. Ca si PCA, LDA urmareste reducerea numarului de variabile utilizate in crearea unui
model prin proiectarea probelor de interes intr-un nou sistem de coordonate astfel incat sa
maximizeze distanta dintre clase (prin maximizarea distantei dintre valorile medii ale fiecarei clase).
in acelasi timp, urmareste minimizarea variabilitdtii in cadrul unei clase (reducerea dispersiei
probelor apartinand aceleiasi clase). Cand PCs calculate anterior pentru PCA sunt utilizate drept
variabile in LDA, metoda rezultata se va numi PCA-LDA.

Scopul studiului urmator este de a demonstra modul in care analizele de date multivariate pot fi
utilizate pentru a discrimina patogenii la nivel de tulpind, evidentiind asemanarile si diferentele
acestora, inclusiv dupa ce probele au fost preparate dupa diferite protocoale. Rezultatele unei astfel
de metode de analiza de date multivariate sunt un indicator al potentialului sau imens de realizare a
unei analize rapide, precise si fiabile, cu potential promitator in aplicatii clinice, precum dezvoltarea
unei antibiograme SERS-PCA utilizata pentru antibioterapie specifica.

Am dezvoltat mai multe modele de discriminare si clasificare utilizind PCA si, respectiv, PCA-LDA. in
proiectarea acestor modele, ne-am propus sa identificam caracteristicile spectrale specifice pentru
raspunsul SERS in diferite situatii, cum ar fi: probe pregatite folosind diferite protocoale (sectiunea
,E. faecalis samples following different sample preparation protocols”), probe apartinand unuia
dintre doua clase Gram-pozitive si Gram-negative (sectiunile “GN Pseudomonas aeruginosa vs. GP
Enterococcus faecalis and Staphylococcus aureus” and “GP Bacillus cereus vs. GN Aeromonas



hydrophila”), probe provenind dintr-un amestec de doua specii (sectiunea “A mix of GP Bacillus
cereus and GN Aeromonas hydrophila samples”), sau care sunt tratate cu antibiotice la care prezinta
sensibilitate sau rezistenta (sectiunea (“SERS-PCA based alternative resistogram”) si, in final, probe
de ADN iradiate ale serovariilor de Salmonella (sectiunea “DNA Salmonella serovars UV iradiated”).
Spectrele SERS ale bacteriilor au fost inregistrate pe Aeromonas hydrophila, Bacillus cereus,
Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus si probe de ADN ale
serovariilor Salmonella.

Pentru modelul de discriminare construit pe probe de Enterococcus faecalis urmand trei metode
diferite de preparare (in amestec cu AgNPuri sintetizate a priori prin reteta Leopold-Lend| sau Lee
Meisel si cu AgNPuri sintetizate in situ la peretele lor celular) am constatat c3 banda SERS 728cm™ a
contribuit cel mai mult la diferentiere. Modelul de clasificare obtinut are o acuratete si o sensibilitate
de 95% si o precizie si specificitate de 97%.

Pentru discriminarea intre probe apartinand claselor Gram-pozitive si Gram-negative am dezvoltat
doua modele. Pentru modelul de discriminare care contine probe de Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis si Pseudomonas aeruginosa, am obtinut o varianta totalda de 75% a primelor 3
PCs, in timp ce modelul de clasificare a avut o acuratete de 96%. in ceea ce priveste baza de date
care contine probe de Aeromonas hydrophila si Bacillus cereus, variatia maxima insumata de primele
trei PCs este de 87%.

Cand am urmarit discriminarea intre probe necunoscute dintr-un amestec de doua specii, pentru
baza de date care contine aceleasi probe de Aeromonas hydrophila si Bacillus cereus, dar intr-un mix,
am obtinut o discriminare de 74% pentru primele trei PCs. Modelul a fost verificat cu probe a caror
origine a fost cunoscuta (,blind test”).

Pe baza datelor care contin probe de Aeromonas hydrophila fara tratament, tratate cu un antibiotic
la care prezinta rezistentd (carbenicilind) si unul la care prezinta sensibilitate (azlocilind), am propus
o alternativa la rezistograma clasica, bazata pe SERS-PCA, drept o perspectiva care poate fi utilizata
in mediul sanitar, combinand instrumente cheminformatice si metode vibrationale experimentale
intr-un studiu asupra carbenicilinei si al azlocilinei. Varianta maxima obtinuta pentru modelul de
discriminare a fost de 84% pentru primele trei PCs.

Tehnica experimentald Raman oferd informatii moleculare specifice, inclusiv legate de structura
geometrica si electronica a moleculelor sub forma de spectre de forma unei amprente. Chiar daca
fiecare moleculd are un spectru unic, realizarea unei atribuiri precise a tuturor benzilor poate fi
dificild, Tn special pentru moleculele de dimensiuni medii si mari. Descrierea caracteristicilor subtile a
datelor spectroscopice necesita instrumente teoretice sofisticate si resurse de calcul considerabile
(timp si memorie CPU).

Datorita dezvoltarii impresionante a tehnologiei hardware si software, calculele de chimie cuantica
au fost integrate rapid ca instrument fundamental in sprijinul abordarilor experimentale.
Infrastructura de calcul a Universitatii Babes-Bolyai permite rularea calculelor de chimie cuantica de
nivel Tnhalt pentru sisteme moleculare de dimensiuni mari cu ajutorul clusterului UBB. Totodatd, este
facila utilizarea metodelor de calcul ce folosesc Teoria Functionalei de Densitate de mare acuratete
in vederea atribuirii modurilor vibrationale benzilor Raman experimentale, inclusiv a celor subtile,
pentru sisteme moleculare de mari dimensiuni.

Utilizarea excesiva si/sau necorespunzatoare a antibioticelor a dus la crearea de rezistenta la
antimicrobiene a patogenilor. in consecintd, pentru dezvoltarea unor antibiotice noi si mai eficiente



este esentialda intelegerea structurii geometrice si electronice a unor astfel de molecule, mai ales
cand vine vorba de sintetizarea de noi compusi. O caracterizare completa din punct de vedere
structural cu ajutorul spectroscopiei vibrationale ofera informatii valoroase pentru investigatii
ulterioare ale reactiilor chimice specifice antimicrobian-patogen, cum ar fi mecanismul de legare a
unui antibiotic la receptorul specific pentru a avea un efect bactericid.

Tehnica experimentald Raman ofera informatii specifice structurii moleculare si electronice sub
forma de spectre de tip amprenta, unice pentru fiecare molecula, ceea ce o face potrivita pentru
caracterizarea detaliatd a antibioticelor din acest punct de vedere. Studiul Raman din Capitolul 2.
Tehnica Raman si Teoria Functionalei de Densitate include cate un antibiotic pentru fiecare dintre
cele cinci generatii de peniciline — benzilpenicilind (BPN), oxacilind (OXN), ampicilinda (APN),
carbenicilina (CBN) si azlocilind (AZN). Benzile comune din spectrele Raman provin de la inelul
penam, componenta comuna in structura lor moleculara. Pe de alta parte, diversele lanturi laterale R
legate de miezul penam fi dau raspunsului Raman al fiecarui antibiotic o forma cu trasaturi specifice
subtile.

Calculele de frecventa folosind chimia cuantica au fost realizate cu pachetul Gaussian (20) pentru
toate cele cinci peniciline in vederea explicarii raspunsului lor Raman printr-o atribuire completa a
benzilor. Spectrele Raman teoretice au fost obtinute atat prin aproximatii armonice, cat si
anarmonice.

Datorita componentelor comune din structura lor moleculara — un inel benzenic, unul tiazolidin si un
inel B-lactamic, doua grupe metil si doua carbonil, o grupa carboxil si o grupa amida, penicilinele au
in structura lor un réspuns specific Raman, banda 1002-1004 cm™ fiind cea mai intensa in toate cele
cinci spectre. Cele mai intense benzi ale gruparilor metil este dubletul 1433-1437/1452-1459 cm™, in
timp ce dubletul 870-876/894-895 cm™ este raspunsul cel mai intens al grupérii carboxil. Deformarea
inelului tiazoliding poate fi observatd la 571-579 cm™, in timp ce raspunsul inelului B-lactamic este
cel mai intens la 1156-1158 cm™ si 1158-1175 cm™. Benzile marker specifice pentru fiecare antibiotic
- BPN, OXN, APN, CBC si AZL - sunt prezente in spectrele lor asa cum era de asteptat, dar cele mai
multe dintre ele au o intensitate slaba si foarte slaba. Spectrul Raman al OXN iese cel mai tare in
evident3, datorita intensitatii crescute a benzii de la 1606 cm™ (atribuit intinderii CC), precum si 1444
cm™ (indoire CH;) si 1471 cm™ (intinderi C=N si CC). Spectrul Raman al APN vine si el cu diferente
vizibile — 780 cm™ (indoire NH) si 830 cm™ (rasucire NH,).

Tabel 1 — Benzile Raman marker experimentale (1064 nm) ale penicilinelor (comume celor cinci peniciline) si
benzile Raman specifice pentru moleculele de BPN, OXN, APN, CBC si AZL, clasificate dupa gruparile chimice.

Chemical group BPN OXN APN CBC AZL
621 629 615 617 617
839 845 830 834 -
983 982 993 957 988
1002 1002 1003 1004 1003
, 1029 1026 1027 1032 1030
benzene ring 1582; 1600 1578; 1606 1585; 1602 1582; 1600 1585; 1602 -3
=]
- 231 1946306 250 - 240 2‘211' 246 | 948 241 2‘;88' ;
274 1279 | 1433 | 271 280 | 1436 - S
methyl group 292 1452; 296 1459 291 1435 i 1457 294 1437 2
1468 1456 1458 S
360 368 | 894; | 360 | 873; | 361 360
COOH - 8731295 522 910 | 522 | 910 | 525 87965%91 - 870:899
carboxyl group | 807 1245 - 920 802 - 803 i - i
- - - 847 | 1249 | 847 850
NH 661 656 670 666 661




amide group 1178 - 1178 - 1175
C=0 402 406 409 405 409
carbonyl group 1638 1649 1693 1666 1660
571 579 - 577 575
602 616 601 602 -
N 919 920 926 920 913
H 1292 - - 1297 -
thiazolidine ring
NI 945 944 - - -
2 H - - 1156 1156 1158
1775 1758 1764 1763 1775
B-lactam ring
metChHIZene 468 X X X X
y 1419
group
250 908
O\ 336 1308
N ) 492 | 1444 ) ) )
\ I 648 1471
isoxazole ring 734 1516
793 1556
465 1186
NH, X X 830 | 1512 X X
amino group 1119 1638
1180
COOH 666 1372
X X X 746 X
carboxyl group 1126 1666
1763
AN SNH
465 1125
\ / X X X X 714 1239
imidazolidine 958 1397
ring
NH « « « « 641
amide group 1532
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Reactivitatea antibioticelor a fost descrisd, de asemenea, de Orbitalii Moleculari de Frontierd (FMO)
si de parametrii de reactivitate rezultati, precum si de suprafetele de Potential Electrostatic
Molecular (MEPs). Toate calculele au fost efectuate folosind metodele Teoriei Functionalei de
Densitate (DFT).

Dupa cum era de asteptat, pentru toti compusii, cele mai electronegative zone sunt concentrate pe
atomii de O din gruparile carbonil, in timp ce cele mai electropozitive sunt localizate pe atomii de N.
in plus, o altd zond electronegativd din MEPul OXN este situatd pe atomii de O si N ai inelului
izoxazol; pentru APN, zonele electronegative sunt situate pe atomul de O din hidroxilul celui de-al
doilea carboxil, precum si pe atomul de N al amidei. Tn MEPul CTR, o a doua zond electronegativi
este situata pe atomul O din inelul B-lactamic.

Luand in considerare atat valorile zonelor electronegative, cat si pe cele electropozitive de pe MEP,
dintre compusii selectati — BPN, OXN, APN, CBC, AZL, CFZ, CFP, CRT — cele trei cefalosporine se
dovedesc a fi mai buni acceptori si prezinta o reactivitate ridicata comparativ cu penicilinele




selectate, in timp ce in rolul de donatori, CTR, CFZ si CBC cu reactivitate similara fata de electronii din
jur, urmate de CFP si AZL.

Orbitalii Moleculari de Frontiera (FMO), care includ cel mai Tnalt orbital molecular ocupat (HOMO) si
cel mai jos orbital molecular neocupat (LUMO), ofera informatii despre reactivitatea chimica si
stabilitatea unei molecule. Figura 1 ilustreaza distributia sarcinilor in FMO a antibioticelor investigate
— BPN, OXN, APN, CBC, AZL, CFZ, CFP si CTR, cu valorile negative (rosu) si pozitive (verde) ale
orbitalilor. Nivelurile lor de energie si valoarea banzii HOMO-LUMO (HLG) sunt, de asemenea,
indicate in fiecare caz.
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Figura 1 — Diagramele FMO pentru benzilpenicilind (BPN), oxacilina (OXN), ampicilina (APN), carbenicilina (CBC),
azlocilind (AZL), ceftazidima (CFZ), cefepima (CFP) si ceftarolina (CTR) calculate la nivelul de teorie B3LYP/6-
311+G(2d,p). Tipurile de atomi: carbon — gri; azot — albastru; oxigen — rosu; sulf — ; fosfor — portocaliu; hidrogen
—alb.

Impreund cu teoria lui Koopmans (21), care afirma cd prima energie de ionizare a unei molecule este
egala cu valoarea negativd a energiei HOMO, mai multi parametri au fost descrisi de-a lungul
timpului pentru o mai buna caracterizare a reactivitatii chimice a unui compus, cum ar fi potentialul
de ionizare (l), afinitatea electronica (A), banda HOMO-LUMO (HLG), global hardness (n) si softness
(o) (22), electronegativitatea (x) (23) si inversul acesteia, potentialul chimic (), si indicele global de
electrofilicitate (w) (24, 25). Toti parametrii mentionati anterior sunt calculati atat pentru compusii
din clasa penicilinelor - BPN, OXN, APN, CBC si AZL - cat si pentru compusii din clasa cefalosporinelor
- CFZ, CFP si CTR. Tabelul 2 rezuma valorile lor calculate.

Tabel 2 — Parametrii de reactivitate obtinuti pentru geometriile optimizate ale antibioticelor selectate cu
ajutorul calculelor DFT folosind nivelul de teorie B3LYP/6-311+G(2d,p). Toate valorile sunt in eV.

Descript Equati Penicillins Cephalosporins
escriptor uation
P q BPN OXN APN CBC AZL CFz CFP CTR
Enomo -7.06 -7.11 -7.00 -6.98 -6.83 | -5.79 -5.69 -4.94
ELumo -1.34 -156 -1.39 -1.37 -1.18 | -3.40 -1.75 -3.96
|
(ionization potential) I =—Eyomo 706 7.11 7.00 698 6.83 | 579 5.69 4.94
(electro:afﬁnity) A=—Eyuo 134 156 139 137 1.18 | 3.40 1.75 3.96
HLG
(HOMO-LUMO gap) HGL = |Eyomo — ELymo! | 572 5.55 561 560 5.64 | 239 3.93 0.97
I—A
(global hnardness) n=— 286 277 280 280 282 | 119 196 0.48
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o 1
(global softness) r_)
X I+
(electronegativity)
H I+A
(chemical potential) u=—-—- -420 -434 -420 -4.18 -4.00 |-4.59 -3.72 -4.45
w 2
(global electrophilicity w=— 3.08 339 314 311 284|459 3.72 4.45
index)

034 035 035 035 035|083 0.50 2.04

420 434 420 418 400 | 882 3.52 20.35

n general, analizand parametrii de reactivitate globald din Tabelul 2, cele opt antibiotice B-lactamice
pot fi ordonate de la cel mai probabil la cel mai putin probabil sa prezinte proprietati bactericide,
dupda cum urmeaza: daca sunt luate in considerare valorile w, CFZ>CTR>CFP>OXN>APN>
CBC>BPN>AZL; pentru HGL si o, CTR>CFZ>CFP>OXN>CBC>APN>AZL>BPN; pentru potentialul de
ionizare |, OXN>BPN>APN>CBC>AZL>CFZ>CFP>CTR; in cele din urma, dacd luam in considerare
electronegativitatea lor , ordinea este CTR>CFZ>OXN>BPN>APN>CBC>AZL>CFP. Antibioticul cu cea
mai puternica activitate bactericida ar trebui sa aiba cea mai mica HLG si cel mai mare | si w. Astfel,
in clasa penicilinelor, OXN prezinta cea mai puternica activitate bactericida, dar restul penicilinelor
au nregistrat valori apropiate pentru descriptorii de reactivitate. Cefalosporinele CTR si CFZ, pe de
alta parte, sunt semnificativ mai reactive decat celelalte B-lactamice testate.

Folosind calculele de frecventa DFT, ne-am propus sa dezvaluim asemanarile si deosebirile corelate
cu structurile chimice pentru cele cinci peniciline - benzilpenicilina, oxacilina, ampiciling,
carbenicilina si azlocilind. Am identificat band de la 1002-1004 cm™ ca fiind o bandd Raman specificd
tuturor penicilinelor. Pe de alta parte, benzile Raman specifice fiecarui antibiotic au doar intensitati
subtile. Spectrul Raman al oxacilinei iese in evidenta cel mai mult, avand benzi specifice la 1606 cm™,
1444 cm™ si 1471 cm™. Prin obtinerea valorilor pentru Orbitalii Moleculari de Frontierd (FMO) si a
suprafetelor de Potential Electrostatic Molecular (MEP), am identificat oxacilina ca fiind agentul
bactericid cu cel mai mare potential datorita reactivitatii sale chimice. Carbenicilina, o penicilina de a
4-a generatie, este al doilea cel mai bun compus bactericid identificat de aceiasi parametrii de
reactivitate.

Cand se urmareste sinteza unui compus farmaceutic nou, andocarea moleculara poate fi o
alternativa mai ieftind, mai accesibild si rapida la testele de mare debit bazate pe o tehnologie
sofisticata si interdisciplinard, care este adesea disponibila doar pentru marile companii
farmaceutice. Andocarea moleculara este un instrument cheminformatic folosit pentru screeningul
virtual al compusilor activi in vederea identificarii compusilor cu proprietatile dorite si a eliminarii
variantelor care nu ar avea efectele scontate.

in Capitolul 3 - Poate andocarea moleculari si prezicid de una singura activitatea bactericid a
antibioticelor?, scopul studiului a fost de a determina antibioticul cel mai eficient mpotriva
diferitelor bacterii Gram-pozitive si negative. Antibioticele luate in considerare apartin celor doua
clase de beta-lactamice — penicilinele si cefalosporinele. Cate o penicilind din fiecare generatie -
benzilpenicilina (BPN), oxacilinda (OXN), ampicilina (APN), carbenicilina (CBC) si azlocilind (AZN),
precum si cate o cefalosporind pentru fiecare a 3-a, a 4-a si a 5-a generatie - ceftazidima (CFZ) ,
cefepima (CFP) si ceftarolina (CTR) au fost selectate pentru studiul in silico al relatiei structura
moleculara — mecanism de actiune.

Tn urma acestui studiu, cei mai buni conformeri ai fiecirui antibiotic au fost identificati pe baza
specificitatii geometrice, energia de legare si interactiunea cu reziduurile receptorului. Tn final am
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reusit sa identificam cei mai buni candidati ca agenti bactericizi din punct de vedere al structurii lor
conformationale.

Figura 2 — Pozitia situsului de legare a PBPs from GN A. hydrophila (PDB id: 1x8i) in complex cu conformerul
OXN, care a obtinut cea mai mica energie de legare (-8.8 kcal/mol), si M. morganii (PDB id: 6I3s) in complex cu
conformerul AZL, care a obtinut cea mai micd energie de legare (-8.0 kcal/mol). Imaginile marite indica
suprafata electrostatica Coulombica a situsului de legare.

Figura 3 — Pozitia situsului de legare a PBPs from GN E. coli (PDB id: 2ex6) in complex cu conformerul OXN, care
a obtinut cea mai micd energie de legare (-8.6 kcal/mol) si P. aeruginosa (PDB id: 5df7) in complex cu
conformerul OXN, care a obtinut cea mai mica energie de legare (-10.3 kcal/mol). Imaginile marite indica
suprafata electrostatica Coulombica a situsului de legare.
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Figura 4 — Pozitia situsului de legare a PBP de la GP B. cereus (PDB id: 6w33) in complex cu conformerul AZL care a obtinut cea

mai mica energie de legare (-8.6 kcal/mol) si E. faecalis (PDB id: 6mkh) in complex cu conformerul CTR, care a obtinut cea mai

mica energie de legare (-8.8 kcal/mol) si GP S. aureus (PDB id: 6h50) in complex cu conformerul CTR, care a obtinut cea mai
micd energie de legare (-8.2 kcal/mol). Imaginile marite indica suprafata electrostatica Coulombica a situsului de legare.

Testele de difuzie pe disc au fost realizate pentru bacterii Gram-pozitive si Gram-negative in vederea
identificarii rezultatelor andocarii moleculare ca fiind relevante de sine statatoare pentru prezicerea
activitatii bactericide. Zonele de inhibitie sunt prezentate in Tabelul 4.

Cele mai puternice energii de legare inregistrate de fiecare ligand, precum si valoarea medie pentru

conformerii cu cea mai puternica energie din fiecare rulare de cod sunt prezentate in Tabelul 3.

Tabel 3 — Valoarea minima si medie a energiei de legatura (in kcal/mol) a celui mai bun conformer
corespunzator fiecarei ruldri a codului pentru peniciline (BPN, OXN, APN, CBC, and AZL) si cefalosporine (CFZ,

CFP, CTR) andocat la PBP (id PDB in parenteza) de la A. hydrophila, M. morganii, E. coli, P. aeruginosa, B.
cereus, E. faecalis si S. aureus.

Peniciline Cefalosporine
Clasa |  Patogen BPN OXN APN CBC AZL CFZ CFP CTR
A. hydrophila -8.0 -8.8 -7.7 -8.3 -8.3 ) i i
(1x8i) | -7.83+0.21 -8.70+0.02 -7.51#0.08 -8.20+0.10 -7.950.19
M. morganii -7.4 -8.0 -7.3 -7.6 -8.0 ) i i
(613s) | -7.13+0.13 -7.81+0.06 -7.1610.07 -7.40+0.16 -7.86+0.08
5 E. coli 7.8 86 75 -8.2 8.1 7.7 7.6 -8.0
(2ex6) | -7.74£0.05 -8.59+0.04 -7.44+0.05 -8.13+0.05 -7.96+0.15 -7.70%+0.02 -7.08+0.44 -7.71+0.26
P.
aeruginosa -9.1 -10.3 -8.4 -8.8 -9.6 -9.6 -8.1 -9.1
%5df7) -8.22+0.45 -9.85+0.46 -8.07+0.23 -8.63%0.19 -9.42+0.06 -9.44+0.25 -8.05+0.05 -8.77+0.17
B. cereus -7.6 -8.5 -7.7 -8.2 -8.6 ) i i
(6w33) | -7.26+0.14 -8.06%0.13 -7.51+0.10 -8.09+0.06 -8.32+0.12
a E. faecalis -7.9 -7.8 -7.5 -7.7 -8.6 -8.5 -7.8 -8.8
© (émkh) | -7.61£0.20 -7.70£0.03 -7.27£0.09 -7.50%0.10 -8.44+0.18 -8.4610.05 -7.80+0.00 -8.66+0.11
S. aureus -7.5 -7.7 -7.5 -8.0 -7.9 -7.8 -7.5 -8.2
(6h50) | -7.04+0.38 -7.06+0.23 -7.15%0.15 -7.80+0.10 -7.5810.15 -7.50+0.17 -7.50+£0.00 -7.91+0.43
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Tabel 4 — Zonele de inhibitie pentru antibioticele selectate pentru patogeni apartinand clasei Gram-negative
(GN) - Aeromonas hydrophila PAI-45 si P1-88, Morganella morganii PI-81, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, cat si clasei Gram-pozitive (GP) - Bacillus cereus ESN-09, Enterococcus lactis CE-13, Enterococcus durans
Cl-28 (GP), Staphylococcus aureus ATCC 25923 si Micrococcus luteus DSM 20030. Zonele de inhibitie sunt

exprimate in mm iar R Tnseamna “rezistent”.
Peniciline Cefalosporine
BPN OXN APN CBC AZL | CFZ CFP CTIR

A. hydrophila PAI-45 -
A. hydrophila P1-88

Clasa Patogen

2
© M. morganii P1-81
P. aeruginosa ATCC 27853
B. cereus ESN-09
E. lactis CE-13
& E. durans CI-28

S. aureus ATCC 25923
M. luteus DSM 20030

Rezultatele cheie ale studiului de andocare moleculara au demonstrat ca atat un antibiotic de
generatie noud (azlocilind) cat si un antibiotic de generatie mai veche (oxacilind) sunt eficiente
impotriva diferitelor proteine de legare a penicilinei din bacteriile GP si GN. OXN a obtinut cele mai
puternice energii de legare la Aeromonas hydrophila (GN) (-8,70 + 0,02 kcal/mol) si Morganella
morganii (GN) (-7,86 + 0,08 kcal/mol), in timp ce AZL a obtinut cele mai puternice energii de legare la
Bacillus cereus (GP) (-8,32 + 0,12 kcal/mol) si Enterococcus faecalis (-8,44 + 0,18 kcal/mol).
Activitatea lor bactericida a fost testata si confirmata pe diferite specii GP si GN, folosind metoda
difuziei pe disc.

in cele din urm4, in Partea a ll-a, pe baza unui set de date ce contine amprente spectrale SERS de la
trei specii de Candida, ne-am propus sa dezvoltdm o metoda de diagnoza moleculara a infectiilor
fungice prin combinarea spectroscopiei Raman-amplificata la suprafata, a analizelor multivariate,
cum ar fi PCA si LDA-PCA si a metodelor de spectroscopie teoretica de mare precizie. Acesta metoda
reprezinta niste primi pasi pentru accesul la o detectie precoce a rezistentei patogenice, fiind o
alternativa promitatoare mai rapida, fiabild, competitiva si rentabila pentru detectia si tratamentul
infectiilor cauzate de patogeni.

PCA a fost realizata pe o baza de date care contine spectre SERS ale speciilor de Candida. Am
dezvoltat un model de clasificare care contine trei specii diferite - Candida albicans, Candida
glabrata si Candida parapsilosis. Din cauza numarului redus de probe, ne-am folosit de metode
computationale de multiplicare a datelor pentru extinderea bazei de date. Metoda de diagnoza
cuprinde un model de discriminare si un model de clasificare. Pentru modelul de clasificare am
obtinut o acuratete de 95%. De asemenea, am obtinut o precizie de 98%, sensibilitate de 95% si
specificitate de 97%.

n plus, am identificat benzile marker SERS responsabile de discriminarea speciilor. Pe langs asta, am
facut un pas mai departe in determinarea originii acestora. Stim ca semnalul SERS provine de la
peretele celular fungic. Drept urmare, parte din aceste benzi ar trebui sa fie semnal SERS provenit de
la unul sau mai multe componente ale peretelui celular cum ar fi - N-acetilglucozamina, B-1,3-glucan,
B-1,6-glucan si manoza.

Am obtinut, Tn premierd, spectrele Raman calculate pentru N-acetilglucozaming, -1,3-glucan, B-1,6-
glucan si manoza. Cu ajutorul acestora, am identificat in detaliu modul in care benzile Raman ale

14



acestor componente ale peretelui celular se coreleaza cu spectrele SERS ale celor trei specii de

Candida.
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Figura 5 — Structura peretelui celular fungic.
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Figura 6 — Spectre Raman calcualte pentru N-acetylglucosamine (A), B-1,3-glucan (B), B-1,6-glucan (C) si
mannose (D); spectre SERS reprezentative pentru C. parapsilosis (E), C. glabrata (F) si C. albicans (G).
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Tabel 5 — Atribuirea de moduri vibrationale celor mai comune benzi SERS ale speciilor de Candida comparativ
cu corespondentul componentelor peretelui celular fungic, obtinute din calcule DFT la nivelul de teorie
B3LYP/6-311++G(d,p).

Experimental | Calculated Molecule Assignment
414-415 414 mannose 6(0OH) + 86(CH)
418 B-1,6-glucan B(OCC) + 6(0OH) + 6(CH) (in plane deformation of ring)
419 B-1,3-glucan B(COC) + 6(CH) + 86(0OH) (in plane deformation of ring)
485-486 480 N-acetylglucosamine | 6(NH) + ring breathing
633-644 646 N-acetylglucosamine | §(NH) + p(CH3) + 6(CH)
701 709 mannose B(OCO) + &(CH) + 6(0OH)
702 N-acetylglucosamine | B(OCO) + 6(CH)
734-751 761 mannose B(CCC) + &(CH) + &(0OH)
800-806 802 mannose B(OCC) + 6(0OH) + 6(CH) (in plane deformation of ring)
800 B-1,6-glucan B(CCC) + 6(0OH) + 6(CH)
922-923 939 mannose v(CC) + v(CO) + 6(CH
942 B-1,6-glucan v(CO) + 8(CH)
934 N-acetylglucosamine | p(CH,) + v(OH) (intramolecular HB)
989-1007 990 B-1,3-glucan v(CO) + 5(OH) + &(CH)
997 N-acetylglucosamine | v(CO) + 6(CH)
1021-1042 1040 mannose v(CC) + v(CO) + 86(CH) + 6(OH)
1024; 1024 | N-acetylglucosamine | v(CO); v(CC) + v(CO) + 6(CH) + 6(OH)
1088 1092 mannose v(CC) + p(CH;) + 6(CH) + 6(OH)
1088 B-1,6-glucan v(CO) + v(CC) + 6(CH) + 6(OH)
1110 1112 mannose v(CO) + &6(CH) + 8(0OH)
1114 B-1,3-glucan v(CC) + v(CO) + p(CH,) + 6(CH) + &6(0OH)
1112 N-acetylglucosamine | v(CN) + v(CN) + §(NH) + 6(CH) + 6(OH)
1121 1125 N-acetylglucosamine | v(CO) + v(CC) + 6(CH)
1224-1226 1226 mannose T(CH5) + 8(CH) + 6(0OH)
1224 B-1,3-glucan T(CH5) + 8(CH) + 6(0OH)
1262-1269 1265 mannose 6(CH) + 6(0OH) + T(CH,)
1265 N-acetylglucosamine | §(CH) + 6(OH)
1329-1343 1333 mannose S(CH) + 8(0H)
1337 B-1,6-glucan S(CH) + 8(0H)
1331 B-1,3-glucan S(CH) + 8(0H)
1383-1390 1392 mannose 6(CH) + 86(OH) + w(CH,)
1386 B-1,6-glucan S(CH) + 8(0H)
1382 B-1,3-glucan 6(CH) + 86(0H)
1389 N-acetylglucosamine | §(CH) + w(CH,)
1449-1461 1449 mannose B(CH,)
1450; 1458 B-1,6-glucan B(CH,); B(CH,) between rings
1448; 1453 B-1,3-glucan B(CH,); B(CH,)
1447 N-acetylglucosamine | B(CH,)
1520-1521 1495; 1504 | N-acetylglucosamine | v(CN) + 8§(NH) + 6(NH); v(CN) + 6(NH) + 6(CH)
1627-1638 1626; 1630 | N-acetylglucosamine | v(C=0); v(C=0) + §(NH)

v —stretching; B — bending; 6 — out of plane bending; p — rocking; w —asymmetric stretching; Tt — twisting; HB —
hydrogen bonding
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bactericidal activity?”, Ana_Maria Raluca GHERMAN, Vasile CHIS, Nicoleta Elena DINA, 8" —
10" June 2022, Brasov, Romania — BES Scholarship for Romanian students

11" International Conference on Processes in Isotopes and Molecules (PIM 2017), “The
bactericidal activity of some penicillins revealed by a synergistic approach between DFT and
Raman Spectroscopy”, Ana-Maria-Raluca GHERMAN, Nicoleta Elena DINA, Silvia NEAMTU,
Vasile CHIS, 27" — 29" September 2017, Cluj-Napoca, Romania

11" Triennial Congress of the World Association of Theoretical and Computational Chemists
(WATOC 2017), “Raman technique and Density Functional Theory — the ‘R’&’D’ in Research and
Development of antibiotics” Ana-Maria-Raluca GHERMAN, Nicoleta Elena DINA, lonut Bogdan
COZAR, Vasile CHIS, 27" August — 1** September 2017, Miinich, Germany

6 (sase) participari la conferinte:

e 2 (douad) prezentari orale la conferinte internationale

e 1 (o) prezentare orala la conferintad nationala

e 3 (trei) prezentari de poster la conferinte internationale
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