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РЕЗЮМЕ

Нарастването на антибиотичната резис-
тентност на микроорганизмите поради множе-
ство фактори насърчава непрекъснатото тър-
сенето на нови съединения. Проучванията от-
носно активността на хидразоните ги опреде-
лят като обещаващи и перспективни съедине-
ния за по-нататъшни микробиологични изслед-
вания. Целта на настоящото изследване е да се 
определи антибактериалната активност на 
новосинтезиран 4-изопропил-фенил-метили-
ден-4-[1-(3,5,5,8,8-пентаметил-6,7-дихидронаф-
тален-2-ил) етенил] бензохидразид, аналог на ан-
тинеопластичния препарат бексаротен. Ана-
лизът е извършен спрямо клинични изолати на 
Escherichia coli и Staphylococcus aureus.

Ключови думи: антибактериална активност, 
бексаротен, хидразид, Escherichia coli, 
Staphylococcus aureus

ABSTRACT

The increase in antibiotic resistance of microor-
ganisms encourages the constant search for new com-
pounds. Studies on the activity of hydrazones identify 
them as promising compounds for further microbio-
logical research. The aim of the present study is to de-
termine the antibacterial activity of newly synthesized 
4-isopropyl-phenyl-methylidene-4- [1- (3,5,5,8,8-pen-
tamethyl-6,7-dihydronaphthalen-2-yl) ethenyl] ben-
zohydrazide, an analog of the antineoplastic prepa-
ration bexarotene. The assay was performed against 
clinical isolates of Escherichia coli and Staphylococcus 
aureus.

Keywords: antibacterial activity, bexarotene, 
hydrazide, Escherichia coli, Staphylococcus aureus
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не се образуват. Върху твърди хранителни среди 
образуват гладки, кръгли, понякога мукозни ко-
лонии. За култивирането им се използват дифе-
ренциращи среди на МакКонки, Левин или агар 
на Ендо. В различните среди бактериалните ко-
лонии изглеждат по различен начин. На фиг. 3 е 
представена микроскопска снимка (оцветяване 
по метода на Грам) и посявка на E. coli в храни-
телна среда на Левин (4,8).

Staphylococcus aureus е представител на род 
Staphylococcus, грам-положителен, коковиден 
микроорганизъм. Някои щамове са способни да 
произвеждат стафилоксантин – златист кароте-
ноиден пигмент, от тук произхожда името му – 
aureus (от латински – златен).

Клетъчните стени на грам-положителни бак-
терии се различават структурно от клетъчните 
стени на грам-отрицателни бактерии. Основни-
ят компонент на клетъчните стени на бактериите 
е пептидогликанът. Пептидогликанът е макро-
молекула, която е изградена от захари и амино-
киселини. Той осигурява защита за бактерии и 
определя тяхната форма (7,9).

При наблюдение под микроскоп на култура от 
тях се наблюдават гроздовидно подредени коки. 
Някои щамове дават златистожълто оцветени 
колонии (продуцират каротеноидни пигменти) с 
бета хемолиза на кръвен агар. Те са представени 
на фиг. 4.

E. coli и S. aureus са съответно G- и G+ пред-
ставители и често се използват при оценяване на 

ВЪВЕДЕНИЕ

Хидразоните представляват кондензационни 
продукти на хидразидите с различни по струк-
тура алдехиди и кетони. Поради това могат да се 
разглеждат като съединения свързани с кетон и 
алдехид, в който кислородният атом е заменен 
с -NNH2 група. Тези азометини (-NHN = СН-) 
представляват важен клас съединения за разра-
ботване на нови лекарства (1,2).

За да бъде получен хидразон на бексаротен и 
4-изопропил бензалдехид, протича процес, кой-
то се основава на взаимодействието на карбо-
нилни съединения с хидразини. При този синтез 
е използван хидразинхидрат (5,6).

За синтез на целевия продукт хидразидът на 
бексаротен взаимодейства с алдехид, в случая с 
4-изопропилбензалдехид. Принципна схема на 
процеса е представена на фиг. 1.

В резултат на протеклия процес е получен хи-
дразон на бексаротен и 4-изопроприлбензалде-
хид, чиято структурна формула е представена на 
Фиг. 2. 

4-изопропил-фенил-метилиден-4-[1-(3,5,5,8,8-
пентаметил-6,7-дихидронафтален-2-ил) етенил] 

бензохидразид (VB)

За определяне на антибактериалната ак-
тивност на новосинтезирания хидразон са из-
ползвани два щама бактерии: Escherichia coli и 
Staphylococcus aures – клинични изолати.

Към семейство Enterobacteriaceae, род 
Escherichia се отнася видът Escherichia coli. 
Грам-отрицателни пръчици, които се разпола-
гат единично или на двойки. Повечето предста-
вители са подвижни, защото притежават ресни. 
Някои щамове E. coli формират капсули, спори 

Фиг. 1. Обща схема за синтез на хидразони на 
бексаротен

Фиг. 2. Структурна формула на хидразон на 
бексаротен и 4-изопропилбензалдехид.

Фиг. 3. Микроскопска снимка и посявка на 
хранителна среда на Левин с култивирани колонии 

на E.coli

Фиг. 4. Електронно-микроскопска снимка и 
колония в кръвен агар на S. aureus
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антимикробната активност на новосинтезирани 
съединения (10,3).

МЕТОДИ

Микробиологичният тест е проведен по чети-
ри различни методики:

1. Дифузионен метод с ямки в агар – cup 
plate technique.

За провеждане на методиката е използвана 
среда Мюлер - Хинтън агар. Тествани са следни-
те микробиологични щамове – E. coli и S. aureus 
след плътна посявка са направени ямки с корк 
борър с диаметър 8 мм. Във всяка ямка са поста-
вени по 40 µl от изследвания разтвор. Така при-
готвените проби се култивират в термостат ае-
робно в продължение на 24 часа при температу-
ра от 37оС.

2. Дисково-дифузионен метод с напоени 

стерилни дискове.
При втория метод също е използвана среда 

Мюлер - Хинтън агар.
Първоначално е направена плътна посяв-

ка с тампон на изследваните щамове – E. coli и 
S. aureus. Върху посявката са поставени напоени 
фабрично натоварени стерилни дискове (анти-
биотични) с по 20µl от изследвания разтвор. Из-
вършено е аеробно култивиране при температу-
ра 37оС в продължение на 24 часа в термостат.

3. Минимална потискаща концентрация 
(МПК).

Минимална потискаща концентрация се де-
финира като последната епруветка от редицата, 
при която няма макроскопски видима мътнина.

За определяне на МПК се използва храни-
телна среда месопептонен бульон (обикновен 
бульон).

В серия от 6 епруветки с по 1 ml хранителна 
среда е направено разреждане на изследвания 
разтвор от 1 до 1:16 (5 µg до 0,15 µg/ml).

Изследваните бактериални щамове са E. coli 
и S. aureus – по 0,1 ml във всяка епруветка стан-
дартизирана бактериална култура – 0,5 MF (с 
денситометър).

4. Минимална бактерицидна концентрация 
(МБК)

Минимална бактерицидна концентрация е 
последното разреждане, при което бактериални-
ят растеж е задържан. От епруветките, които де-
монстрират бистър разтвор, са направени пре-
сявки – 1 йозе върху твърди хранителни среди, 
както следва:

• Левин за Escherichia coli
• Обикновен агар за Staphylococcus aureus.

Култивирането е осъществено аеробно при 
37оС в продължение на 24 часа в термостат.

По време на опита са пресети епруветки от 
МПК от разреждания 1; ½; ¼ (E. coli) върху хра-
нителна среда Левин, както и епруветки от МПК 
от разреждания 1; ½; ¼ (S. aureus) върху храни-
телна среда обикновен агар.

Заложените проби и техните концентрации 
са представени на табл. 1. 

РЕЗУЛТАТИ И ОБСЪЖДАНЕ

I методика:
Дифузионен метод с ямки в агар – cup plate 

technique.

Съединение Концентрация на съединението в метанол g/ml Разреждане
VB 0,0025 g в 50 cm3 CH3OH VB5
VB 0,0050 g в 50 cm3 CH3OH VB10
Bex 0,0025 g в 50 cm3 CH3OH Bex5
Bex 0,0050 g в 50 cm3 CH3OH Bex10

Табл. 1. Заложени проби и техните концентрации, използвани по време на микробиологичното изследване

Фиг. 5. Дифузионен метод с ямки в агар – cup 
plate technique при проби на бексаротен (Bex) и 
4-изопропил-фенил-метилиден-4-[1-(3,5,5,8,8-

пентаметил-6,7-дихидронафтален-2-ил) етенил] 
бензохидразид (VB)
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Направена е плътна посявка от стандарти-
зирана бактериална култура с денситометър до 
стойности 0,5 MF.

При проведения анализ на антибактериал-
на активност не се наблюдава чувствителност 
при повечето от пробите, с изключение на мно-
го малка – около 1 mm над диаметъра на ямката 
има при VB10 (S. aureus) и Bex10 (E. coli). получе-
ните данни са представени на фиг. 5.

II методика:
Дисково-дифузионен метод с напоени стерил-

ни дискове.
При провеждане на втория метод се устано-

вява, че няма силно изразена чувствителност на 
двата щама, като се отбелязва много малка зона 
на задържане <1 mm. Единствено при Bex10 на E. 
coli – има потенциал. Наблюдава се зона на ин-
хибиране от 5 мм. Посочените резултати са пред-
ставени на фиг. 6.

III методика:
Минимална потискаща концентрация.

При третата методика се цели да се установят 
минималните потискащи концентрации на из-
следваните вещества. Резултатите от направени-
те опити са представени в табл. 2 и фиг. 7 и 8. Те 
отразяват диагностичните титри и показват на-
гледно проведения опит.

Пресети са епруветки от МПК от разрежда-
ния 1; ½; ¼ (S. aureus) върху хранителна среда 
обикновен агар.

В резултат на направения опит се наблюдава 
МБК при титър ½ при VB и Bex (т.е. 2,5 µg/ml). 
При разреждане ¼ има наличие на бактериален 
растеж на агаровата среда.

Минималните бактерицидни концентрации 
на изследваните проби при двата щама са пред-
ставени в табл. 2.

IV методика:
Минимална бактерицидна концентрация.
Пресети са епруветки от МПК от разрежда-

ния до ½ за VB и до ¼ за Bex (E.coli) върху храни-
телна среда Левин.

Фиг. 6. Дисково-дифузионен метод с напоени 
стерилни дискове на бексаротен (Bex) и 

4-изопропил-фенил-метилиден-4-[1-(3,5,5,8,8-
пентаметил-6,7-дихидронафтален-2-ил) етенил] 

бензохидразид (VB)

Фиг. 7. Титри на VB и Bex в E. coli

Фиг. 8. Титри на VB и Bex в S. aureus

Изследван щам/
съединение Титър и минимална потискаща концентрация

E. coli 1 1/2 1/4 1/8 1/16
   VB - - + + +
   Bex - - - + +
S. aureus 1 1/2 1/4 1/8 1/16
   VB - - - + +
   Bex - - - + +

Табл. 2. Минимални бактерицидни концентрации на изследваните проби 
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Резултатите показват, че МБК на VB спрямо 
E. coli е ½, на Bex - отново ½ (т.е. 2,5 µg/ml). При 
разреждане ¼ при Bex има наличие на бактери-
ален растеж в твърда хранителна среда (табл. 3).

ИЗВОДИ

При оценка на антибактериалната активност 
е установено, че двата щама демонстрират по-ви-
сока чувствителност при методиките, включ-
ващи течни хранителни среди – определяне на 
МПК и МБК. При методите с дифузия в агаро-
ва среда VB и Bex не демонстрират висок антими-
кробен потенциал, с изключение на Bex спрямо 
изолата на Escherichia coli. 

Методиките за определяне на минимална 
потискаща и бактерицидна концентрация в теч-
на хранителна среда показват, че всички изслед-
вани разтвори имат антимикробен потенциал.
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Продуцент VB Bex
E. coli ½ ½
S. aureus ½ ½

Табл. 3. Минимална бактерицидна концентрация


