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Acest proiect a avut ca scop obtinerea, caracterizarea si analiza efectului nanoparticulelor
de magnetita bioactive functionalizate cu compusi naturali obtinuti din plante asupra virulentei si
persistentei unor tulpini de laborator si izolate clinice de Pseudomonas aeruginosa. Proiectul s-a

desfasurat in perioada octombrie 2015 — noiembrie 2017 si a cuprins 3 etape.

Principalele rezultate obtinute in etapa 1 (perioada Octombrie — Decembrie 2015):

In aceasti etapa au fost sintetizate materialele nanostructurate bioactive pe bazi de compusi
naturali de origine vegetala cu efect antimicrobian si au fost selectate tulpinile de P. aeruginosa
ce urmeaza a fi utilizate pentru testele in vitro. Protocoalele de lucru, precum si rezultatele obtinute

au fost discutate in sedinte organizate cu membrii proiectului.

Nanoparticulele magnetice au fost obtinute printr-o metoda de de co-precipitare adaptata.
Metodele de caracterizare utilizate sunt: Microscopia electronica prin transmisie (TEM), difractia
de electroni pe arie selectata (SAED), Analiza termogravimetrica (TGA) si Difractia cu raze X
(XRD).

Au fost selectate un numar de 10 tulpini de Pseudomonas aeruginosa, 9 izolate clinice cu

diferite patternuri de virulenta si rezistenta si o tulpina control, de laborator (PAQI).

Obiectivele si activitatile prevazute in planul de realizare a proiectului pentru perioada
Octombrie-Decembrie 2015 au fost atinse, activitatea de management de proiect desfagurandu-se

in mod constant, pe intreaga perioada de desfasurare a proiectului.

Informatii detaliate cu privire la rezultatele obtinute pot fi regasite in Rapoartul stiintific
aferent etapei 1, depuse la sfarsitului perioadei de implementare a etapei 1, precum si pe pagina

web a proiectului.
Principalele rezultate obtinute in etapa 2 perioada (lanuarie - Decembrie 2016):

Pe parcursul acestei perioade s-au finalizat testele de caracterizare fizicochimica, precum

si analiza antimicrobiana a nanoparticulelor de magnetita bioactive functionalizate cu compusi



naturali obtinuti din plante asupra virulentei si persistentei unor tulpini de laborator si izolate

clinice, rezistente de P. aeruginosa.

Rezultatele obtinute au demonstrat ca nanomaterialele magnetice testate prezinta diferite
proprietati antimicrobiene si antibiofilm, in functie de tipul de compus natural continut. Activitatea
antimicrobiana a fost, de asemenea, diferita in randul tulpinilor microbiene testate, rezistenta

acestora la actiunea nanomaterialelor corelandu-se cu rezistenta la antibiotice a acestora.

Receptivitatea cea mai pronuntata la actiunea nanomaterialelor a fost observata in cazul
tulpinilor de laborator (ex PAOL), si a izolatelor clinice cu rezistenta la antibiotice mai scazuta.
Nanoparticulele de magnetita functionalizate cu eugenol sau cu limonen au dovedit cel mai
pronuntat efect antimicrobian, fiind eficiente atat in cazul tulpinilor de P. aeruginosa sensibile, cat
si in cazul celor rezistente, eficienta acestui nanosistem fiind observata in culture planctonice si in

biolfilme.

In plus, concentratii subinhibitorii ale acestor nanomnateriale/compusi vegetali purificati
au modulat fenotipuri microbiene cheie, precum virulenta, persistenta si implicit rezistenta

microorganismelor analizate.

Rezultatele obtinute sugereaza ca nanoparticulele de magnetita functionalizate cu compusi
de origine vegetala ar putea fi utilizate cu succes in dezvoltarea de noi strategii antimicrobiene,
fiind capabile sa limiteze multiplicarea microorganismelor si sa inhibe dezvoltarea de biofilme,
dar si sa interfere cu fenotipuri cheie de virulenta, atunci cand sunt utilizate in concentratii

subinhibitorii.

Pe parcursul acestei etape s-au realizat 2 intalniri de lucru (mese rotunde) la care au
participat membrii echipei proiectului, in cadrul carora s-au discutat protocoalele de lucru, dar si

rezultatele preliminare obtinute.

In aceasta perioada au fost publicate/communicate 9 lucrari cu acknowledgementul
proiectului: 3 articole cu cotatie ISI, 1 articol BDI, 3 capitole de carte la edituri internationale si 2

postere, care au fost prezentate in cadrul unor manifestari stiintifice internationale.



Informatii detaliate cu privire la rezultatele obtinute pot fi regasite in Rapoartul stiintific
aferent etapei 2, depuse la sfarsitului perioadei de implementare a etapei 2, precum si pe pagina

web a proiectului.
Principalele rezultate obtinute in etapa 3 (perioada lanuarie - Noiembrie 2017):

In a treia si ultima etapa a proiectului s-a analizat expresia unor gene care controleaza
comportamentul social, virulenta si rezistenta microorganismelor sub influenta nanosistemelor

magnetice functionalizate dezvoltate.

Rezultatele au aratat ca aceste nanoparticule functionalizate au capacitatea de a modula
specific expresia genelor de Quorum Sensing (QS), intr-o maniera dependent de compusul bioactiv

continut, dar si de tulpina de P. aeruginosa testata.

Astfel, expresia principalelor gene de QS, respectiv lasl, lasR, si rhIR a fost supraexprimata
in mod semnificativ in urma tratamentului cu nanoparticulele functionale obtinute, in cazul
utilizarii unor tulpini de P. aeruginosa cu rezistenta la antibiotice crescuta si cu virulenta moderata

sau accentuata.

In schimb, pentru tulpinile de P. aeruginosa mai sensibile sau cu virulenta mai scazuta,
cum este cazul tulpinii P.a 1 si a tulpinii de laborator PAOI (notate P.a 10) rezultatele au aratat ca
nanoparticulele magnetice functionalizate determina mai degraba scaderea expresiei genelor de
QS. Acest rezultat ar putea fi corelat cu scaderea fenotipurilor de virulenta a acestor tulpini, fiind
cunoscut faptul ca semnalizarea moleculara QS reprezinta mecanismul central de control al

virulentei microbiene.

Nanoparticulele de magnetita control (nefunctionalizate) au prezentat un efect
nesemnificativ asupra expresiei genelor QS, rezultatele sugerand ca aceste diferente in expresia
genica se datoreaza in primul rand activitatilor biologice ale compusilor naturali utilizati, iar
nanoparticulele magnetice utilizate au rolul de a potenta efectul acestora, insa nu determina efecte

biologice semnificative in stare nefunctionalizata.

Al doilea obiectiv abordat in aceasta etapa se refera la evaluarea biocompatibilitatii in vitro

si in vivo si a biodistributiei in vivo, pe model murin.



Studiile in vitro au aratat ca nanomaterialele utilizate nu prezinta manifestari toxice,
permitand dezvoltarea normala a celulelor diploide umane in cultura. Celulele utilizate au

prezentat morfologie si proliferare normale in prezenta materialelor nanostructurate obtinute.

Rezultatele au aratat ca nanoparticulele utilizate nu determina manifestari toxice evidente
asupra organelor vitale ale soarecilor albi balbC analizati, toti soarecii testati pastrandu-si

viabilitatea si comportamentul obisnuit in timpul efectuarii experimentelor.

Cu toate acestea, s-a observat ca nanoparticulele utilizate s-au aglomerat preferential in
anumite organe, formand agregate macromoleculare, vizibile la microscopul optic in sectiunile de

tesut.

Analiza sectiunilor de organe s-a realizat din probe prelevate la 2 zile si la 10 zile dupa
inocularea intraperitoneala a nanoparticulelor. La ambele variante de timp analizate, s-a constatat
ca nanostructurile magnetice simple sau functionalizate sunt absente in creier, miocard si pancreas,
insa agregate de nanoparticule au fost vizibile la microscop 1n sectiunile de ficat, plaman, rinichi

si splina.

Prezenta agregatelor de nanoparticule in aceste tesuturi nu pare sa fie dependenta de tipul
de compus bioactiv utilizat, nanoparticulele de magnetita simple prezentand acelasi pattern de
biodistributie ca si nanoparticulele de magnetita functionalizate.

In sectiunile de organe in care erau vizibile nanoparticule s-au observat modificari
associate cu inflamatia, probabil datorita prezentei fagocitelor care au endocitat activ agregatele

de nanoparticule prezenta in tesut.

Studiul realizat sugereaza ca nanoparticulele magnetice functionalizate prezinta
specificitate de tesut, fiind capabile sa formeze aggregate in organe bine vascularizate, probabil

datorita transportului acestora pe cale sangvina.

Datorita activitatilor antimicrobiene si modulatoare ale unor mecanisme de virulenta si
rezistenta la nivel molecular si fenotipic, dar si a biocompatibilitatii demonstrate in vitro si in vivo,
nanoparticulele magnetice obtinute ar putea fi considerate noi strategii antimicrobiene eficiente si

ecologice, care ar putea fi utilizate pentru tintirea specifica a unor infectii, greu de tratat.



Obiectivele si activitatile prevazute in planul de realizare a proiectului pentru perioada
lanuarie -Noiembrie 2017 au fost atinse, activitatea de management de proiect desfasurandu-se in

mod constant, pe intreaga perioada de desfasurare a proiectului.

In aceasta perioada au fost realizate 2 mese rotunde (intalniri) cu membrii proiectului
pentru discutarea planurilor de lucru si respective a rezultatelor obtinute. Detalii cu privire la
activitatile desfasurate si la rezultatele obtinute, se pot regasi in raportul etapei 3 (perioada

lanuarie-Noiembrie 2017).

In aceasta perioada au fost publicate 2 articole ISI, 1 capitol de carte si au fost communicate
4 lucrari stiintifice la conferinte internationale. Una dintre lucrarile prezentate a castigat premiul

intai la sectiunea: Cea mai buna lucrare tip poster (EMRS spring 2017, Strasbourg, Franta).

Activitatea de management de proiect s-a desfasurat in mod constant, pe intreaga perioada
de implementare a proiectului. Obiectivele propuse au fost atinse si experimentele au fost lucrate

conform planului de realizare al proiectului.
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