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R. 2.5.3 Utilizarea agentilor fizici pentru elaborarea unor noi strategii antimicrobiene

1. Introducere

Bacteriile rezistente la antibiotice nu numai ca afecteaza sanatatea umana, dar
ameninta si siguranta pacientilor din spitale si comunitati. Cu toate acestea, aparitia
bacteriilor rezistente la medicamente este inevitabila datoritad selectiei evolutive dar si ca o
consecinta a utilizarii nediscriminatorii a antibioticelor. La bacteriile patogene, rezistenta
la antibiotice este in continud crestere fata de majoritatea antibioticelor utilizate in
prezent, astfel, constituind o amenintare grava pentru sandtatea umand. Preocuparile
crescande fata de rezistenta multipla la medicamente au alarmat comunitatea stiintifica
internationala. Organizatia Mondialad a Sanatatii (OMS) in raportul global privind rezistenta
la antibiotice publicat iIn 2014 preciza ca: ,Aceasta amenintare gravda nu mai este o
previziune pentru viitor, se intdmpla chiar acum in fiecare regiune a lumii si are potentialul
de a afecta pe oricine, de orice varsta, in orice tara”. Problema rezistentei la antibiotice este
amplificata in continuare prin transferul orizontal al genelor de rezistenta in randul
populatiilor microbiene. In consecintd, nu este amenintata numai sindtatea umang, ci se
poate provoaca si o criza de mediu. De exemplu, contaminarea ecosistemelor acvatice si a
rezervoarele de apa cu antibiotice determina aparitia multirezistentei la antibiotice la un
nivel alarmant si are ca rezultat direct cresterea ratelor de infectie.

Prin urmare, este necesara dezvoltarea de noi strategii prin care bacteriile patogene
ar putea fi eliminate. Controlul microorganismelor este esential pentru a preveni
transmiterea bolilor si infectiilor si pentru a preveni contaminarea microbiana nedorita.
Microorganismele sunt controlate prin intermediul agentilor fizici si al agentilor chimici.
Agentii fizici includ metode de control, cum ar fi temperatura ridicata sau scazutj,
desicarea, radiatiile, presiunea osmotic3, filtrarea. Controlul prin agenti chimici se refera la
utilizarea de dezinfectanti, antiseptice, antibiotice si substante chimice antimicrobiene
chimioterapeutice. Activitatea bacteriilor este influentata de un complex de factori fizici,
chimici si biologici. Rezultatul actiunii acestor factori este legat de intensitatea acestora, de
timpul de expunere a celulei bacteriene, mediul in care activeaza, structura celulei dar si
sensibilitatea ei la unul sau mai multi factori.

2. Actiunea agentilor fizici asupra bacteriilor

1. Temperatura

Speciile microbiene au, aproape fiecare dintre ele, o temperatura zisa “optima” la care
isi desfasoara activitatea normal si anumite limite sub care si peste care dezvoltarea lor
este stanjenita. Astfel, din punct de vedere al temperaturii optime bacteriile se clasifica in
urmatoarele categorii (Setlow P., 2006):

¢ mezofile - specii patogene sau conditionat patogene adaptate la o temperatura
optima de 37-38°C, temperatura corpului uman, cu limite intre 25-34°C/ 10-45°C;
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e psihrofile (criofile) - care cuprind microorganismele a caror temperatura optima
este intre 15-20°C cu limite intre 0 si 20°C/ 0-35°C;

¢ termofile - includ bacteriile de putrefactie a gunoaielor a caror temperatura optima
este intre 50-53°C cu limitele intre 50-80°C (85°C - bacteriile din gheizere).

Temperatura ridicata - dincolo de limita superioara este nociva, ducand la
dezorganizarea reactiilor metabolice prin coagularea proteinelor (teoria denaturarii si
coagularii proteinelor) sau prin acumularea de produsi toxici rezultati in urma proceselor
biochimice (teoria intoxicatiei). Exista diferente intre modul de actiune a caldurii uscate si
a caldurii umede (Podolak R. Et. al,, 2010). In practica medicala, caldura este folosita in
procesul de sterilizare a instrumentarului medical si a materialelor folosite in diagnosticul
de laborator. Sterilizarea se efectueaza prin caldura uscata (flambare si pupinel) si caldura
umeda (fierbere, autoclavare si pasteurizare).

a) Caldura uscata patrunde mai greu prin peretele celulei bacteriene, spre deosebire de
caldura umeda. Caldura uscata este mai putin eficienta necesitand pentru a distruge
bacilul Clostridium temperatura de 140°C si un timp de expunere intre 5-15 minte
iar pentru Bacillus anthracis temperatura de 180°C cu expunere 60 minute. Caldura
uscata ucide microorganismele printr-un proces de oxidare a proteinelor, mai
degraba decat prin coagularea proteinelor. Exemple de sterilizare prin caldura
uscata includ (Setlow P., 2006; Podolak R. Et. al., 2010):

e Sterilizare cu aer cald - se utilizeaza temperaturi uscate foarte ridicate: 171°C
timp de 1 ord; 160°C timp de 2 ore sau mai mult; sau 121°C timp de 16 ore
sau mai mult, in functie de volum. in general, acestea sunt utilizate numai
pentru sterilizarea obiectelor din sticld, a instrumentelor metalice si a altor
materiale inerte, cum ar fi uleiurile si pulberile care nu sunt deteriorate de
temperatura excesiva.

¢ Incinerarea - Incineratoarele sunt folosite pentru a distruge materialele de
unica folosinta sau consumabile prin ardere.

b) Caldura umeda patrunde mai usor, datorita inmuierii peretelui celulelor si cresterii
permeabilitatii acestuia. Caldura umeda are efect bactericid asupra formelor
vegetative expuse la 100°C timp 2-3’ sau la 60°C timp de 1 ora. Sporii bacterieni sunt
distrusi prin autoclavare in 15’ la 121°C si la o presiune variind intre 1,5 atm - 2
atm. Autoclavarea foloseste deci abur sub presiune. In mod normal apa fierbe la 100
°C dar cand este pusa sub presiune, temperatura de fierbere se ridica la 121°C,
suficienta pentru a distruge endosporii bacterieni. Acelasi procedeu al autoclavarii
se utilizeaza si pentru distrugerea virusurilor hepatitei care pot supravietui
expunerii la apa clocotita pana la 30 de minute, iar endosporii anumitor specii de
Clostridium si Bacillus pot supravietui chiar si ore de fierbere (Jin-Hong Yoo, 2018).

c) Pasteurizare este Incalzirea usoara a laptelui si a altor materiale pentru a distruge
anumite microorganisme sau agenti patogeni. Cu toate acestea, nu ucide toate
microorganismele. Laptele este de obicei pasteurizat prin incalzire la 71,6°C timp de
cel putin 15 secunde prin metoda flash sau 62,9°C timp de 30 de minute prin
metoda de mentinere.

Temperatura scazuta - in general, inhiba cresterea microbiana prin incetinirea
metabolismului microbian, bacteriile la temperaturi scazute nu se mai multiplica si intra in
viata latenta (Paluch E. Et. al, 2020). Exceptie fac meningococul si gonococul. Frigul
inaintat, sub minus 5-10°C, conserva proprietatile biologice mai eficient decat temperatura
de 0°C sau - 10°C. Congelarea lenta distruge bacteriile in mai mare masura decat una
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brusca, deoarece in primul caz se formeaza cristale de gheata, care rup structurile celulare
si se produce hiperconcentrarea salina cu denaturarea starii coloidale a proteinelor. Nociva
pentru microbi este congelarea si decongelarea repetata. Frigul isi gaseste aplicatiile in
conservarea alimentelor, a unor medicamente si tulpinilor microbiene de laborator (culturi
bacteriene de referinta).

Numeroase studii si-au propus urmarirea efectului variatiilor de temperatura asupra
unor culturi microbiene. Astfel, Cebrian si colaboratorii au studiat influenta temperaturii
de cultivare asupra rezistentei E. coli 1a 3 agenti diferiti: caldura, camp electric cu impulsuri
si peroxid de hidrogen. E. coli a fost cultivat intr-o faza stationara la o temperatura de
10°C, 20°C, 30°C, 37°C si 42°C. Rezultatele obtinute au aratat o influenta a temperaturii de
cultivare in functie de tipul de stres aplicat (Fig 1). Celule supuse unei temperaturi de
cultivare ridicate au fost rezistente si la caldura dar au fost mult mai sensibile la campul
electric cu impulsuri si peroxidul de hidrogen, iar celulele care au fost cultivate la o
temperatura de 10°C si 20°C au fost mult mai rezistente la cimpul electric cu impulsuri si
peroxidul de hidrogen.

5p
5r | REZISTENTA LA TEMPERATURA | REZISTENTA IN CAMP ELECTRIC CU IMPULSURI' 100 |REZISTENTA LA PEROXIDUL DE HIDROGEN
af 4r
) 75
gl
0 _
E s | £ =0
=2
2
o
| | H ’—x—‘ ) |f::| i
0 0 0
10 20 30 37 42 42
Temperatura de cultivare (°C) Temperatura de cultware (°C) Temperatura de cultlvare

Fig. 1 Rezistenta la cei trei agenti a celulelor Escherichia coli
crescute la 10°C, 20°C, 30°C, 37°C si 42°C.

Rezultatele obtinute in cadrul acestei investigatii sustin opinia ca cei trei agenti
studiati actioneaza prin diferite mecanisme, din cauza cineticii diferite a inactivarii
observate. In ciuda diferentelor dintre modul de actiunea celor trei agenti studiati, toate
implicdA membrana la un moment dat, care este o structura esentiala In supravietuirea
bacteriana la stresul mediului. Astfel, se pare ca celulele cu membrane mai fluide, adica
acelea cultivate la 10°C, ar fi mai sensibile la actiunea caldurii, dar mai rezistente la
formarea de pori in cdmp electric cu impulsuri si la penetrarea peroxidului de hidrogen in
citoplasma.

Studiul va trebui sa continue pentru a clarifica mecanismele de actiune ale fiecarui
agent si in plus trebuie luat in considerare rolul altor structuri celulare care ar putea fi
implicate in rezistenta, respectiv distrugerea celulei. In concluzie, celulele mai tolerante la
caldura nu au fost in acelasi timp rezistente si la stresul oxidativ si la tratamentele in camp
electric cu impulsuri.

2. Desicarea (uscaciunea)
Desicarea sau uscarea are in general un efect static asupra microorganismelor pentru

ca lipsa apei inhiba actiunea enzimelor microbiene. Alimentele deshidratate si liofilizate, de
exemplu, nu necesita refrigerare deoarece absenta apei inhibd cresterea microbiana.
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Sensibilitatea bacteriilor la deshidratare difera in raport cu specia si chiar tulpina.
Microorganismele ca meningococii, gonococii, treponemele, leptospirele sunt foarte
sensibile. Bacilii tuberculozei, stafilococii raman viabili perioade indelungate de timp.
Temperatura scazuta, mediul proteic si lipsa oxigenului protejeaza considerabil microbii
fata de efectele nocive ale deshidratarii. Pe aceste principii se bazeaza liofilizarea
(criodesicarea). Metoda consta in congelarea suspensiei microbiene in mediu protector,
uscarea in vid si pastrarea in fiole inchise cu gaz inert. Prin liofilizare se conserva
vaccinurile si tulpinile microbiene de referinta.

3. Radiatiile

Radiatiile actioneaza asupra bacteriilor prin mecanisme diverse: producerea de
peroxizi in mediu cu efect bactericid (radiatiile ionizante: X, «, 8, y) si prin efect direct
asupra acizilor nucleici celulari (radiatiile solare, ultraviolete).

Radiatiile ionizante (X, o, [, y, neutroni) au actiune bactericida puternica, fiind
purtatoare ale unor energii mai inalte. Ele produc denaturarea proteinelor si acizilor
necleici celulari prin inactivarea ribozomilor, ruperea lanturilor de acizi nucleici, se
produce inactivarea actiunii enzimelor datorita formarii de radicali liberi (OH, H) in apa
mediului, formarea de peroxizi (R-0-0-R) ce actioneaza ca agenti oxidanti. In doze mici pot
produce mutatii bacteriene (radiatii X) cu modificari morfologice si patogenitate. Se
utilizeaza pentru sterilizarea instrumentelor medicale, medicamentelor, alimentelor.

Radiatiile ultraviolete

Portiunea ultravioleta a spectrului de lumina include toate radiatiile cu lungimi de
unda de la 100 nm la 400 nm. Are o lungime de unda scazuta si energie redusa. Activitatea
bactericidd a luminii ultraviolete (UV) depinde de durata expunerii (cu cat expunerea este
mai lunga, cu atat este mai mare activitatea bactericida) si de lungimea de unda a razelor
UV utilizate (intervalul 260 nm - 270 nm este puternic bactericid pentru ca actioneaza prin
absorbtie selectiva la nivelul acizilor nucleici) (Podolak R. Et. al., 2010).

Mecanismul prin care radiatiile UV distrug bacteriile: Lumina UV este absorbita de
ADN-ul microbian si face ca bazele adiacente de timina de pe aceeasi catena de ADN sa se
lege covalent intre ele, formand ceea ce se numeste dimeri timind-timina. Pe masura ce
ADN-ul se replica, nucleotidele nu sunt perechi de baze complementare cu dimerii timinei
si acest lucru pune capat replicarii acelei catene de ADN (Fig 2).

L]
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J—I—L Incetarea prematura a

catenei complementare

Fig. 2 Incetarea replicarii ADN
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Majoritatea daunelor cauzate de radiatiile UV provin din faptul din celula incearca sa
repare daunele ADN-ului prin procesul numit ,reparare SOS”. In ADN-ul foarte puternic
care contine un numar mare de dimeri timinici, procesul reparare SOS este activat ca un
ultim efort de aducere a ADN-ului la normal se sintetizeaza un ADN care contine multe baze
incorporate gresit. Cu alte cuvinte, radiatiile UV provoaca mutatii si pot duce la sinteza
defectuoasa a proteinelor. Cu o mutatie suficienta, metabolismul bacterian este blocat si
organismul moare. Agentii precum radiatiile UV care provoaca rate mari de mutatie sunt
numiti agenti mutageni. Radiatiile se utilizeaza la sterilizarea incaperilor, boxelor,
materialelor plastice, medicamentelor.

Printre studiile care au utilizat radiatii pentru cresterea eficientei antibacteriane, se
numara si cel realizat de catre Chen si colaboratorii in anul 2020. Acestia au utilizat 2
tulpini de E. coli multi-rezistente care au fost izolate din probe de urina recoltate in cadrul
laboratorului clinic si acestor tulpini le-a fost testata susceptibilitatea la antibiotic. Prima
tulpina denumita MDR-1 prezenta rezistentd la penicilind (ampicilina - AMP), tetraciclina
(tetraciclina - TETRA), chinolina (acidul nalidixic (nalixid)) si aminoglicozide
(streptomicina - STR), iar a doua tulpina izolata numita MDR-2 prezenta si ea rezistenta la
penicilind (ampicilina - AMP), tetraciclina (tetraciclina - TETRA), chinolina (acidul nalidixic
(nalixid)) dar si la alte aminoglicozide (spectinomicind, gentamicind), cloramfenicol.
Cultura bacteriana de E. coli MDR-2 lasata peste noapte a fost resuspendata in bulion LB
proaspat avand o concentratie finala de 107-108 CFU mll. Un volum de 10 %
nanocompozite (oxid de grafen prescurtat GO, argint suportat pe oxid de grafen prescurtat
GO-Ag) sau apa (in cazul controlului) a fost adaugat in bulionul LB astfel incat concentratia
finald a nanocompozitelor GO, GO-Ag si fie 3, respectiv 7ug ml-l. Inainte de a fi supus
iradierii cu raza laser (lungime de unda 808 nm), bulionul a fost supus agitarii timp de o
ord la o temperatura de 37°C. Pe perioada iradierii, temperatura a fost masurata cu o
camera termica, timpul de iradiere fiind de 7 minute.

Cateva aspecte ale experimentului realizat de acesti cercetatori sunt ilustrate in figurile 3,
si 4.
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Fig. 3 - Modul de aplicare a iradierii Fig. 4 — Aspectul coloniilor

bacteriene dupa iradiere

Contract 7PCCDI, COD: PN-III-P1-1.2-PCCDI-2017-0361

il h
<



R. 2.5.3 Utilizarea agentilor fizici pentru elaborarea unor noi strategii antimicrobiene

Proba mixta tratata a fost cultivata timp de 6 ore inainte de a fi evaluata viabilitatea
bacteriana. Printre numeroasele utilizari ale nanocompozitului GO-Ag, autorii au raportat
pentru prima oara utilizarea acestuia intr-o combinatie cu terapia foto-termala. In urma
rezultatelor obtinute s-a constatat o crestere a eficientei antibacteriene datorita
nanoparticulelor de argint care inhiba cresterea bacteriana in timp ce foitele de oxid de
grafen absorb lumina de NIR (near - infrared spectroscopy=spectroscopia in infrarosu de
aproape) si genereaza caldura. Concluzia acestui studiu este una promitatoare in ceea ce
priveste utilitatea clinica. Comparativ cu AgNP utilizat pe scara larga, nanocompozitul GO-
Ag a prezentat o eficienta antibacteriana mult mai buna la E. coli multirezistent izolat clinic.
Mai mult, tratamentul fototermic ar putea fi combinat pentru a scadea doza de antibiotice
si in acest fel E. coli multirezistent ar fi omorati complet cu citotoxicitate redusa. Imaginile
in imunofluorescenta facute pentru a vizualiza rezultatele au aratat ca integritatea
bacteriilor a fost compromisa dupa tratament cu GO-Ag. Avand in vedere performanta
antibacteriand excelentd a nanocompozitelor GO-Ag impotriva bacteriilor E. coli
multirezistente raspandite pe scara largd, acestea ar putea fi utilizate impreuna cu
antibacterienele uzuale 1n viitoare aplicatii medicale.

Efectul radiatiei electromagnetice cu interval vizibil asupra probelor de E. coli a fost
studiat de catre Azeemi si colaboratorii (2017) pentru a putea gasi doza potrivita care ar
putea fi folosita in tratamentul bolilor cauzate de E. Coli. Tulpina a fost izolata din probe de
urind obtinute de la pacienti internati cu Infectie a Tractului Urinar (ITU). Prezenta E. coli
in probele obtinute a fost identificata prin metode standarde de laborator realizdndu-se o
caracterizare morfologica dar si teste biochimice. O singurda colonie de E. coli a fost
inoculata in 3 ml de bulion de liza. Din suspensia obtinutd, 40 pl au fost transferati in tuburi
urmand a fi supusi radiatiilor de diferite lungimi de unda din spectrul vizibil (Fig. 5) pentru
18 ore, dupa iradiere probele au fost pastrate intr-un incubator cu agitare la o temperatura
de 37°C.

Spectrul vizibil 7
Unde radio Raze X
I |
b -
J [ Raze Gama
Infrarosu Ultraviolet

Fig. 5 Spectrul vizibil - radiatiile electromagnetice

Analiza statistica a fost realizata cu ajutorul IBM SPSS, versiunea 20. Un coeficient de
corelare Pearson a fost utilizat pentru a evalua relatia dintre densitatile optice ale probelor
iradiate si numarul de colonii, obtinandu-se o corelare pozitiva, puternica intre cele 2
variabile. Rezultatele obtinute au aratat un raspuns diferit al culturii E.coli la cele 6 unde,
cel mai profund efect de inhibare a fost la 538 nm caracteristic culorii verzi care s-a dovedit
a fi bactericid n contrast cu lungimea de unda 453 nm caracteristic culorii albastre, proba
iradiata la aceasta lungime de unda inregistrand cel mai mare numar de colonii (Fig. 6).

Astfel, se poate concluziona ca radiatiile din regiunea vizibila, adica 538 nm (verde),
590 nm (galben) pot fi efectiv utilizate pentru tratarea bolilor transmise de E. coli. Efectele
radiatiilor vizibile pe E. coli arata In mod clar ca diferite lungimi de unda au afectat E. Coli
diferit. Toate aceste rezultate indica faptul ca unele modificari genetice duc la
comportamente morfologice particulare.
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Fig. 6 Numarul de colonii masurate pentru fiecare proba iradiata + control

Efectul direct si determinarea parametrilor optimi de actiune a LED (radiatii albastru-
rosu si rosu-infrarosu) asupra sensibilitatii la antibiotice a izolatelor clinice Staphylococcus
aureus si a tulpinii testate de Staphylococcus aureus ATCC 25923, a fost studiata de catre
Pantyo si colaboratorii in anul 2019. Acesti cercetatori au realizat un experiment in care
timpul de expunere la radiatii a culturilor studiate a variat de la 5 la 25 de minute cu un
interval de 5 minute iar frecventa radiatiilor a fost de 0 Hz; 10 Hz; 600 Hz; 3000 Hz; 8000
Hz (Fig 7). Rezultatele cercetdrilor au pus in evidenta o crestere a sensibilitatii
microorganismului la citeva dintre antibioticele testate. Bazandu-se pe datele obtinute,
cercetdtorii implicati in studiu au dezvoltat un algoritm si recomandari clinice pentru
folosirea acestui tip de radiatii in cadrul unor terapii complexe care sunt implicate in
tratamentul bolilor inflamatorii (Pantyo VV. et. al., 2019).

Fig. 7 - Expunerea microorganismelor la radiatii LED (MEDOLIGHT Rosu si
Dispozitive MEDOLIGHT BluDoc) in cutii Petri cu mediu nutritiv
(Pantyo si colab., 2019)

In figura 8 sunt prezentate comparativ 2 placi de cultura cu Staphylococcus aureus la
care s-a realizat antibiograma, placa 1 reprezinta placa control iar placa 2 a fost iradiata
LED cu ajutorul dispozitivului Medolight Red timp de 5 minute la o frecventa de 0 Hz. Se
remarca cu usurinta cresterea diametrelor de inhibitie la majoritatea antibioticelor testate.
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| Levofloxacin ™ Levofloxacin
z Meropenem SEEFEE A 1 - Control
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Tetraciclina A - Ampicilina
O - Oxacilina
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Fig. 8 - Impactul iradierii LED cu dispozitivul Medolight Red asupra sensibilitatii
tulpinii S. aureus la antibiotice, expunere 5 min, frecventa 0 Hz (Pantyo si colab., 2019)

Concluzia acestui studiu este aceea ca gradul de influenta al radiatiilor aplicate
depinde de lungimea undei, durata si frecventa impulsurilor de radiatii - cea mai
pronuntata crestere a sensibilitatii a fost observata la expunerea de 5 minute la frecventa
de 0 Hz (radiatie continua).

Abdulamer si Maki au analizat efectul inactivarii foto-dinamice asupra tulpinii de
Staphylococcus aureus rezistenta la meticilina folosind 2 lasere diferite: asa numitul DPSSL
(diode de pompare cu laser in stare solida) la o lungime de unda de 532 nm combinat cu un
colorant (Safranin 0) si Dioda Laser cu o lungime de unda de 650 nm combinat cu albastru
de metil (Abdulameer FH., Maki MA., 2017). 100 de probe provenite de la pacienti cu arsuri
si plagi infectate internati In 2 spitale din Bagdad au fost supuse testului susceptibilitatii
antimicrobiene folosind metoda Kirby-Bauer. Probele au fost impartite in 4 categorii: o
categorie de control, o categorie axatd pe reactia de fotosensibilizare, o categorie supusa
iradierii si o categorie In care s-a combinat reactia de fotosensibilizare cu iradierea
probelor. Rezultatele obtinute de cercetatori au aratat eficienta laserului DPSSL,
inregistrandu-se un numair redus de celule. In ceea ce priveste timpul de expunere, a fost
necesar 3 minute in cazul laserului DPSSL fata de 11 minute inregistrat in cazul utilizarii
Dioda Laser, concluzia cercetatorilor fiind utilizarea inactivarii foto-dinamice ca metoda
alternativa in tratarea plagilor infectate si a arsurilor superficiale.

Cercetatorii condusi de Chaurasia A (2016) propun in urma rezultatelor obtinute un
nou tratament bazat pe actiunea nanoparticulelor magnetice impotriva bacteriilor
patogene, care blocheazi formarea biofilmului si ucid bacteriile. In aceastd abordare,
tulpina de Staphylococcus aureus rezistenta la mai multe antibiotice (USA300) dar si
Escherichia coli CFT073 uropatogena sunt "prinse" in nanoparticulele magnetice incarcate
pozitiv (MCSNP) prin interactiune electrostatica ducand la uciderea completa in decurs de
30 de minute a acestora din cauza pierderii potentialului de membrana atunci cand proba
este expusa unui curent de radiofrecventa.

Rezultatele obtinute demonstreaza eficienta metodei, aceasta putand fi utilizata ca si
strategie alternativa antibacteriana fara sa conduca Insa la o rezistenta antibacteriana
putand fi folosita cu succes in aplicatii terapeutice. In cadrul acestui experiment, tulpini de
Escherichia coli (E. coli DH5a si E. coli CFT073, UPEC) au fost cultivate in mediu de bulion
Luria Bertani (LB) sau placi LB-agar (1,5% agar) la 37°C. Culturile de bulion au fost
crescute sub agitare orbitala la 200 rpm, in timp ce tulpinile de pe placi au fost crescute
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intr-un incubator la 37°C peste noapte. Tulpinile de Staphylococcus aureus rezistente la
meticilina (MRSA) au fost cultivate in tryptic soy broth (TSB) sau pe mediul brain-heart
infusion (BHI) sub agitare orbitala la 200 rpm sau pe tryptic soy placi cu agar (TSA, 1,5%
agar) la 37°C. Cresterea celulei a fost monitorizata prin masurarea densitatii optice la 600
nm (0D600). Cantitati adecvate de antibiotice, cum ar fi ampicilina (Amp, 100 pg/mL),
kanamicind (Km, 50 pg/mL), cloramfenicol (Cm, 33 pg/mL) sau streptomicina (Sm, 50
pg/mL) au fost adaugate la culturile de E. coli recombinant. Pentru culturi TSB si placi TSA,
s-au folosit 12,5 si respectiv 25 pg/ml cloramfenicol pentru cultivarea tulpinii
recombinante S. aureus USA300 FPR3757 care exprima stabil genele luxBADCE (MRSA)
integrate in genom. In scopul captirii bacteriilor si a vizualiza ulterior bacteriile din
complexul MCSNP folosind un cdmp magnetic extern, cercetatorii au dezvoltat un miez
paramagnetic de oxid de fier acoperit cu un invelis din siliciu. Motivele utilizarii MCSNP
(magnetic core-shell nanoparticles) sunt urmatoarele:

e previne aglomerarea nucleului de fier NP;

e actioneazd ca bariera fizica la interfata nano-bio pentru a preveni reducerea
biologica a Fe (III) 1a Fe (II) folosind NADPH, reducand astfel generarea ROS de catre
Fenton, reactii de tip Fenton si / sau Haber-Weiss;

e previne internalizarea pasiva a NP de catre bacterii prin marirea dimensiunii (>
40nm);

e ofera o suprafatd de interactiune omogena pentru celula bacterianda incarcata
negativ.

Grupul condus de Chaurasia propune un model care sa explice perturbarile membranei
microbiene in urma aplicarii tratamentului cu nanoparticule magnetice expuse la
radiofrecventa (RMT) si care este schematizat in figura 9. Modificarile care apar duc la
mortea celulei bacteriene.
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Fig. 9 - Perturbarea membranei in urma actiunii RMT (Chaurasia A. Et. al., 2016)

Aceste rezultatele indica faptul ca tratamentul fizic bazat pe MCSNP (magnetic core-shell
nanoparticles) poate fi o strategie antibacteriana alternativa fara a duce la rezistenta la
antibiotice si poate fi utilizat in mai multe scopuri, atat in aplicatii terapeutice cat si pentru
mediu.
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4. Ultrasunetele

Ultrasunetele sunt vibratii cu frecventa mai mare decat cea a undelor sonore (peste
16.000 Hz). Ele se obtin cu ajutorul cristalelor piezoelectrice. Ultrasunetele au un puternic
efect bactericid, producand relativ rapid distructia celulei bacteriene. De altfel, una dintre
cele mai eficiente metode de dezintegrare a corpilor microbieni - etapa preliminara analizei
chimice a bacteriilor in laborator - este ultrasonarea suspensiei bacteriene. Unda
ultrasonica, la trecerea prin apa extra si intracelulara, determina o miscare intensa a
protoplastului cu dezagregarea structurilor celulare (spargerea peretelui celular). Se
utilizeaza la dezinfectia si curatirea instrumentarului stomatologic, chirurgical, la analize
chimice determinand separarea enzimelor celulare.

5. Presiunea osmotica

Microorganismele, in mediul lor natural, se confrunta in mod constant cu modificari
ale presiunii osmotice. Apa tinde sa curga prin membrane semipermeabile, cum ar fi
membrana citoplasmatica a microorganismelor, catre partea cu o concentratie mai mare de
materiale dizolvate. Cu alte cuvinte, apa trece de la o concentratie mai mare de apa la o
concentratie mai mica de apa. Daca concentratia de substante dizolvate este mai mare in
interiorul celulei decat in exterior, celula se afld intr-un mediu hipotonic, fapt care atrage
intrarea apei in celula, dar peretii celulari rigizi ai bacteriilor si ciupercilor, totusi, previn
explozia acestora sau plasmoptizia.

Cand concentratiile substantelor dizolvate sunt aceleasi atat in interiorul cat si in
exteriorul celulei, se spune ca celula se afla intr-un mediu izotonic. Apa trece in mod egal in
si din celula. Mediile hipotonice si izotonice nu sunt de obicei daunatoare
microorganismelor. Cu toate acestea, dacd concentratia materialelor dizolvate este mai
mare in afara celulei decat in interior, atunci celula se afld intr-un mediu hiperton. In
aceasta conditie, apa iese din celul3, rezultind contractia membranei citoplasmatice sau
plasmoliza. In astfel de conditii, celula se deshidrateazi si cresterea sa este inhibati.
Celulele vegetative tinere sunt mai sensibile decat sporii.

6. Electricitatea

Electricitatea are actiuni minore asupra bacteriilor, dar poate produce modificari ale
mediului (fizico-chimice) cu efecte secundare bactericide: cresterea temperaturii,
eliberarea clorului din compusi, formarea de ozon.

7. Filtrarea

Filtrarea se realizeaza prin trecerea unui fluid printr-un corp poros (filtru). In
functie de diametrul porilor, filtrarea poate fi clarifianta sau sterilizanta. Filtrele cu
membrana microbiologica ofera o modalitate utila de sterilizare a materialelor, cum ar fi
vaccinurile, solutiile de antibiotice, serurile de animale, solutiile de enzime, solutiile de
vitamine si alte solutii care pot fi deteriorate sau denaturate de temperaturi ridicate sau
agenti chimici.
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Filtrele contin pori suficient de mici pentru a preveni trecerea microbilor, dar
suficient de mari pentru a permite trecerea fluidului fara organism. Lichidul este apoi
colectat intr-un balon steril.

Filtrele cu diametrul porilor de la 25 nm la 0,45 pm sunt de obicei utilizate in
aceasta procedura. O membrana cu porozitatea de 0,22um retine toate bacteriile. Filtrele
pot fi folosite si pentru indepartarea microorganismelor din apa si aer pentru testarea
microbiologica.

In concluzie, se impune dezvoltarea de noi strategii ca alternative ale tratamentului
antibiotic sau asociate cu acesta, prin care bacteriile patogene sa poata fi anihilate cu
usurinta.
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