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Introducere

Cavitatea bucala ofera o larga varietate de habitate, fiecare exercitand o presiune selectiva
diferita, pentru o gama foarte diversa de microorganisme (Wilson, 2008). Cariogeneza implica
prezenta bacteriilor Gram pozitive acidogene si acidurice (capabile sa tolereze pH-ul acid), mai
ales streptococii orali din grupul mutans (Streptococcus mutans, Str. sobrinus), lactobacilii si
actinomicetele care metabolizeaza glucidele la acizi organici (in special acid lactic) care dizolva
fosfatul de calciu din compozitia smaltului dentar.

Afectiunile periodontale sunt caracterizate de infectia si inflamatia localizata in care sunt
implicate in principal bacterii anaerobe Gram negative si afecteaza unul sau mai multe tesuturi
periodontale — osul alveolar, ligamentul periodontal, cementul si tesutul gingival. Patogeneza
acestei afectiuni implica mecanisme imunologice care duc la distrugerea tisulara si pierderea
osului (Nair si colab. 2014).

Tratamentul clasic al periodontitei se realizeaza cu agenti antimicrobieni de spectru larg
(tetraciclina) sau cu o combinatie de agenti, ca amoxicilina si metronidazolul. S-au utilizat de
asemenea, penicilina V, ampicilina, augmentinul, eritromicina, cefalexina, dar este imposibila
gasirea unui antibiotic care sa inhibe cresterea celor peste 500 de specii care cresc pe suprafata
dentara (Chifiriuc si colab., 2011).

Rezistenta bacteriana la antibiotice este o problema acutd a medicinii moderne, reducerea
consumului inutil de antibiotice fiind o solutie aparent accesibild, dar ridicand problematica
stabilirii unui echilibru intre reducerea presupusd a nivelului antibiorezistentei si beneficiile
evidente ale antibioterapiei. Nevoia globald pentru optiuni alternative de preventie si tratament
pentru afectiunile orale care sa fie eficiente si economice vine din incidenta ridicata a afectiunii.
Substantele naturale izolate din plante folosite in medicina traditionala sunt considerate optiuni
promitatoare pentru viitor (Palombo, 2011).

Scopul acestu studiu a fost caracterizarea tulpinilor microbiene izolate din afectiuni
periodontale in ceea ce priveste gradul de rezistenta la antibioticele si substantele antimicrobiene
utilizate in mod curent in tratamentul periodontic, evidentierea potentialului lor de patogenitate si
virulenta si determinarea influentei unor extracte vegetale asupra acestor caracteristici in vederea

utilizarii lor ca alternative la substantele anti-microbiene.



Capitolul 1. Arhitectura, compozitia si implicatiile plicii dentare in patologia cavittii

bucale

1.1. Microbitota cavitatii bucale

Comunitatea bacteriana de la nivelul cavitatii orale este dominatd de filumurile:
Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria, Actinobacteria, Spirochaetes si Fusobacteria. Un
numar de 15 filumuri din domeniul Bacteria sunt listate in Human Oral Microbiome Database
(HUMD) ca fiind regasite in cavitatea orald, dintre care 11 sunt comensali orali: Actinobacteria,
Bacteroidetes, Chloroflexi, Firmicutes, Fusobacteria, Proteobacteria, Spirochaetes,
Synergisteles, Tenericutes, SR1 si TM7 (Curtis si colab, 2011); GNO2 a fost adaugat recent bazei
de date (tabel nr. 1) si este necesara confirmarea prezentei si prevalentei sale in cavitatea orala, in
timp ce genurile Acidobacteria, Chlamydia si Deinococcus-Thermus reprezinta colonizatori
temporari (Wade, 2013).Componenta fungica a microbiomului oral este diversa, fiind reprezentata
de peste 100 de specii diferite, genurile predominante fiind Candida, Cladosporium,
Aureobasidium, Saccharomycetales, Aspergillus, Fusarium si Cryptococcus (Ghonnoum si colab.
2010).

Archaea reprezinta o componentd minora a microbiomului oral $i comunitatea archeana
este limitatd la un numar mic de specii/filotipuri, toate fiind metanogene. Sunt detectate si la
indivizii sdnatosi, insa numarul lor este mai ridicat la cei cu periodontite, iar speciile izolate sunt:
Methanobrevibacter oralis si  cele 2 filotipuri  Methonobrevibacter  denumite
Methanobrevibacterium curvum/congolus si Methonosarcina mazeii (Matarazzo si colab., 2011;
Nguyen-Hien si colab., 2013).

Cavitatea orala contine un spectru larg de membri apartinand familiei Herpesviridae in
special din genul Betapapillomavirus si Gammapapilomavirus (Bottalico si colab., 2011).

Doua specii de protozoare au fost regasite in microbiota orala, Entamoeba gingivalis si
Trichomonas tenax, numarul lor fiind insa mai ridicat la persoanele cu igiena precara (Ghabauchi

si colab., 2010; Wade, 2013).



1.2. Etapele formarii placii dentare

Procesul formarii placii dentare poate fi impartit in cateva faze:
1) Formarea peliculei pe suprafata dentara

2) Aderenta/atasarea initiala a bacteriilor

3) Colonizarea/maturarea placii ( Kolenbrander, 2000).

1.3. Implicatiile microbiotei plicii dentare in patologia dentari
1.3.1. Cariogeneza
Cariile dentare reprezinta dizolvarea smaltului dintelui de catre acidul produs ca rezultat al
fermentirii carbohidratilor din dietd de catre bacteriile din microbiota cavititii orale. In timp ce S.
mutans si lactobacilii sunt deseori prezenti in leziunile cariogene, alte specii prezente sunt
Selenomonas, Neisseria, 0 serie de specii streptococice, Bifidobacterium si propionibacterii,
Scardovia wiggsiae, Veillonella parvula, Streptococcus cristatus si Actinomyces gerensceriae.
(Scannapieco, 2013).
1.3.2. Infectiile endodontice
Daca leziunile determinate de cariile dentare sunt lasate netratate, leziunea poate progresa
prin dentind la pulpa, iar pulpa este infectatd si moare. Microbiota asociatd cu infectiile
endodontice netratate este reprezentata in primul rand de bacterii proteolitice anaerobe.
1.3.3. Afectiuni periodontale
Afectiunile parodontale sunt clasificate in: I) afectiuni gingivale; II) periodontita cronica;
IIT) periodontitd agresiva; IV) periodontitd ca manifestare a bolilor sistemice si V) malformatii si
conditii dezvoltate sau dobandite. (Newman si colab., 2012).
1.4. Actiunea antimicrobiani a extractelor vegetale si utilizarea lor in tratamentul
afectiunilor cavitatii bucale
Exista aproximativ 500000 de specii de plante in lume dintre, care aproximativ doar 1% au
fost analizate fitochimic si care au un potential imens de descoperire a noi compusi bioactivi
(Palombo, 2011). Peste 70% dintre agentii terapeutici dezvoltati intre 1981 si 2006 pentru bolile
infectioase (atat bacteriene, cat si fungice) au fost derivati din produsi naturali (Newman si Cragg,
2007). Numeroase extracte vegetale deja comercializate sau studiate experimental s-au dovedit

eficiente fatd de specii microbiene implicate In formarea placii dentare.



Capitolul 2. Caracterizarea microbiotei periodontale
si evaluarea efectului antimicrobian si

imunomodulator al unor perioceutice de origine vegetala

Periodontita este cea mai comuna infectie cronica la nivelul populatiei adulte la nivel
global. Tratamentele existente pentru prevenirea si tratamentul bolii periodontale sunt
costisitoare si au eficienta selectivd si limitatd in timp asupra semiologiei complexe.
(Shaddox si Walker, 2010) In acest context, identificarea unor alternative de tratament/
preventie a bolii periodontale ar fi deosebit de oportune. Valentele unei astfel de abordari
practica stomatologica si stimularea raspunsului imun beneficial al gazdei. In prezenta
lucrare este propusa si argumentata utilizarea unor compusi naturali cu potential
antimicrobian si imunomodulator, premise pentru dezvoltarea unor solutii terapeutice
inovative pentru boala periodontala.

Scop: Caracterizarea virulentei si antibiorezistentei unor tulpini microbiene izolate de la
nivelul leziunilor periodontale si evaluarea efectului antimicrobian si imunomodulator al
unor noi perioceutice pe baza de extracte vegetale si grafene functionalizate.
Obiective:
1) Identificarea tulpinilor microbiene izolate de la nivelul leziunilor periodontale in
scopul realizdrii unei colectii reprezentative utilizate pentru cercetarile ulterioare;
2) Determinarea markerilor fenotipici si genotipici de rezisntentd la antibiotice ai
tulpinilor bacteriene izolate din leziuni periodontale;
3) Caracterizarea la nivel fenotipic si genetic a spectrului factorilor de virulenta asociati
peretelui celular (aderenta la substrat celular si inert) si solubili (toxine si enzime);
4) Obtinerea si caracterizarea fizico-chimica a unor uleiuri volatile de origine vegetala
5) Fabricarea si caracterizarea fizico-chimicd a unor grafene functionalizate cu argint
si/sau ulei volatil de cuisoare;
6) Determinarea activitatii antimicrobiene a uleiurilor volatile si a grafenelor
functionalizate prin metode conventionale fatd de celulele microbiene in stare
planctonica si aderatd si investigarea mecanismelor moleculare de actiune prin

citometrie in flux;



7) Studiul in vitro al biocompatibilitatii extractelor vegetale si a grafenelor
functionalizate cu extract de cuisoare prin determinarea activitatii citotoxice si a
influentei asupra ciclului celular;

8) Studiul efectului imunomodulator al unor extracte vegetale cu activitate
antimicrobiand prin analiza profilului de expresie a genelor pentru cytokine pro- si
antiinflamatorii.

2.1 Izolarea si identificarea tulpinilor microbiene

Studiul a fost realizat pe un numar de 50 probe recoltate din punga periodontala in
cadrul unor cabinete stomatologice private, cu chiurete Gracey sau cu conuri de hartie
sterilizate, special pregatite pentru a fi introduse in punga parodontald.Probele au fost
insamantate pe medii imbogatite neselective (geloza sange) si au fost incubate timp de 24h
- 7 zile la 37°C, in aerobioza si anaerobioza, pentru izolarea speciilor prezente.

Caracteristicile de cultura si morfologia celulelor au fost determinate prin analiza
dimensiunilor, pigmentilor sintetizati, formei, modului de dezvoltare a coloniilor, ca si
determinarea caracterului Gram care a permis clasificarea tulpinilor izolate in functic de
afinitatea tinctoriala si tipul morfologic. In functie de caracterisiticile morfotinctoriale si de
rezultatele testelor enzimatice rapide pentru oxidaza si catalazi, au fost selectate tipurile
de galerii API pentru identificarea de certitudine a tulpinilor respective - API Staph, API 20
Strep, AP1 20 A, API 20E, API 20NE.

2.1.2. Rezultate si discutii

Au fost izolate 160 de tulpini microbiene. Identificarea acestora a relevat o mare
diversitate taxonomica, ele apartinand urmatoarelor genuri: Gemella sp., Actinomyces sp.,
Propioniumbacterium sp., Prevotella sp. , Lactococcus sp, Enterococcus sp,
Bifidobacterium sp., Streptococcus sp,, Pantoea ssp, Aerococcus sp., Eubacterium sp.,
Veillonella sp., Staphylococcus sp., Gardnerella sp., Pasteurella sp., Acinetobacter sp.,
Micrococcus sp, Fusobacterium sp., Chryseomonas sp., Agrobacterium sp.,
Stenotrophomonas sp., Bacteroides sp., Burkholderia sp., Vibrio sp., Aeromonas sp.,
Lactobacillus sp., Propionibacterium sp., Pseudomonas sp., Enterobacter sp., Ewingella sp.,
Citrobacter sp., Leuconostoc sp.. Genurile predominante au fost reprezentate de
Staphylococcus, Streptococcus si Actinomyces totalizand 45,62% dintre tulpinile

identificate.



Diversitatea taxonomica extinsa si rata redusa de izolare a
periodontopatogenilor “clasici” obtinutd in acest studiu sustin implicarea plicii

bacteriene nespecifice in etiologia leziunii periodontale.

2.2 Determinarea markerilor fenotipici si genotipici de rezistenti la antibiotice ai

tulpinilor bacteriene izolate din leziuni periodontale

Antibiograma a fost realizata conform specificatiilor recomandarilor standardului
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI ) in vigoare.
2.2.1.2 Determinarea genotipica a spectrului de sensibilitate la antibiotice al tulpinilor
izolate

In urma observarii fenotipurilor bacteriene obtinute cu ajutorul testelor anterioare, s-
a realizat verificarea existentei catorva gene frecvent asociate cu producerea de B-lactamaze,
B-lactamaze de spectru extins, gene ale casetelor SCCmec, utilizdind mixul de reactie -
GoTaq® Green Master Mix (Jena Bioscience, Germany): blavim, blame, blanom, blakec,
blaoxa-ss; blactx-m; blatem pentru bacilii Gram negativi din familiile Pseudomonadaceae si
Enterobacteriaceaea, in cazul cocilor Gram pozitivi (Staphylococcus aureus) a fost
investigata prezenta genelor caselor SCCmec; a caror prezentd in genomurile bacteriene a
fost evidentiatd pentru aceleasi specii circulante in alte regiuni ale globului. Pentru
amplificarea acestor gene, au fost folositi primeri descrisi in literatura,

2.2.1 Rezulate si discutii

Antibioticele utilizate in tratamentele parodontale apartin urmatoarelor clase:
tetracicline, macrolide, compusin nitroimidazolici, quinolone, peniciline si cefalosporine.
Tulpinile apartinand genului Streptococcus s-au dovedit a fi In general rezistente la actiunea
antibioticelor, peste 40% dintre tulpini fiind rezistente la tetraciclind, eritromicina,

clindamicina si penicilina (Fig. 14)
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Fig. 14 Profilul de rezistenta al tulpinilor din genul Streptococcus testate



Tulpinile de Enterococcus sp. sunt izolate in cazurile de esec al tratamentului
parodontitei apicale. Enterococii prezinta rezistenta naturald la multe grupe de antibiotice :
cefalosporine, peniciline rezistente la penicilinaza, monobactami, sulfonamide, sensibilitate
intermediard sau rezistentd la fluoroquinolone (Chifiriuc si colab., 2011). Tulpinile testate
in studiul de fata au fost sensibile la actiunea vamcomicinei si a linezolidului, fiind rezistente

si inalt rezistente la actiunea eritromicinei, a ciprofloxacinului si tetraciclinei (fig. 15).
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Fig. 15 Profilul de rezistenta al tulpinilor din genul Enterococcus testate
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Fig. 16 Profilul de rezistenta al tulpinilor din genul Staphylococcus testate

30,76

Tulpinile de Staphylococcus au fost in general sensibile la actiunea antibioticelor (Fig.
16), toate izolatatele testate fiind sensibile al actiunea tobramicinei.

In ceea ce priveste bacteriile anaerobe, pentru interpretarea rezultatelor obtinute prin
metoda difuzimetrica s-au considerat sensibile tulpinile care au prezentat o zona de inhibitie
a cresterii mai mare de 10 mm (Murray si Rosenblatt, 1977). Se remarca sensibilitatea
ridicata a tulpinilor bacteriene testate la majoritatea antibioticelor testate, cu exceptia ATM
(11 tulpini rezistente), P, CTX, CAZ, FEP (5 tulpini rezistente), CN (4 tulpini rezistente)
(Tabel nr. 12). Dintre tulpinile testate, o tulpina de Actinomyces naeslundiii si o tulpina de

Bifidobacterium sp. au manifestat fenotip de multirezistenta la antibiotice.



Tabel nr. 12 Profilul de rezistents al tulpinilor anerobe

~ 2 zgxzo028 ¢ fEQ 2 & B 2 2 3 B 3 a3z zz3 B 2
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granulosum 24 24 26 20 26 18 36 36 28 46 34 s 28 R R 34 33 26 29 R 38 34 32
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Bacilii Gram negativi glucozo-nefermentativi au prezentat rezistentd ridicata la
aztreonam si au fost sensibili in proportie de 100% la actiunea urmatoarelor antibiotice :

tazobactam, amikacin, ciprofloxacin (Fig. 17).

Bacili Gram-negativi non-enterici
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Fig. 17 Profilurile de rezistenta la tulpinile de bacili Gram negativi glucozonefermentativi testate

Enterobacteriile s-au dovedit sensibile in totalitate la actiunea piperacilinei si a
tetraciclinei, dar au prezentat rezistenta ridicatd la cefoxitin, amoxicilina-acid clavulanic si
amoxilicind (Fig. 18). Rezistenta la tetraciclind pentru tulpinile testate a fost ridicata,
tulpinile de Streptococcus sp. prezentand o rata de rezistenta de 47.05%, cele de
Enterococcus sp. de 42.85%, iar tulpinile de Staphylococcus sp. de 30,76% (Fig. 14, 15, 16).
Dintre quinolone, ciprofloxacina este activa fata de o gama larga de bacterii Gram pozitive
si Gram negative.
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Fig. 18 Profilurile de rezistenta la tulpinile de Enterobacteriaceea izolate

In studiul de fata tulpinile de Enterococcus sp prezinta o rezistenta ridicata 42,85% (Fig.
15), enterobacteriile sunt relativ sensibile 76,93%, in timp ce tulpinile anaerobe sunt in general
sensibile. Mecanismul principal de rezistentd la antibioticele B-lactamice al bacteriilor din
cavitatea orala este productia de B-lactamaze. Aceasta enzima este frecvent detectata la nivelul
situsurilor afectate de parodontoza si pare a fi corelata pozitiv cu addncimea pungii parodontale
(Walker si colab., 2004). Dintre tulpinile testate in studiul nostru, doar o tulpina de
Staphylococcus epidermidis, a fost pozitiva pentru genele complexului SCCmec tipul I, 1I si
IV (Fig. 19).

Fig. 19 Electroforeza in gel de agaroza (1%) a ampliconilor casetei SCCmec.

1- marker de greutate 1500pb, 2, 3, 4, 5 diferite tulpini de Staphylococcus sp.

Sinteza de B-lactamaze codificate plasmidial sau cromosomal reprezintd unul dintre
fenotipurile de rezistenta frecvent intalnite la izolatele clinice de Ps. aeruginosa. Principalele
tipuri de B-lactamaze prezente la Ps. aeruginosa sunt: (1) B-lactamazele codificate plasmidial
(oxacilinaze [OXAs], carbenicillinaze [PSES/CARBs], TEM-1 sau TEM-2), ce sunt
responsabile de rezistenta la penicline, dar nu si la cefalosporinele si la carbapenemii
antipseudomonadici; (2) P-lactamazele cu spectru extins (ESBL - Extended-spectrum -
lactamases): (i) ESBLs derivate din penicilinaze (de ex., TEM-4, SHV-2a, PER-1 si VEB-1);



si (i1) ESBL de tip OXA (OXA-11 si OXA-18); (3) metalo-p-lactamaze (carbapenamaze) de
tipul IMP si VIM (Fig. 20).

1 2 3 4 56 7 8 9 10 11 1213 14 151617

TEM= 1080 bp

CTX-M= 754 bp

Fig. 20 Electroforeza in gel de agaroza (1%) a ampliconilor genelor pentru beta-lactamze: 1si 17 -

marker de greutate moleculara 1500pb, 2-16 diferite tulpini de Bacili Gram-negativi non-enteric

Caracterizarea la nivel fenotipic si genetic a spectrului factorilor de virulenta asociati

peretelui celular (aderenta la substrat celular si inert) si solubili (toxine si enzime)

2.3.1Materiale si metode
2.3..1.1 Aderenta la substratul inert - testul producerii de slime prin metoda cantitativa.
2.3.1.2.Aderenta la substratul celular - prin metoda Cravioto, adaptatd, utilizdnd ca substrat
celular linia celulara Hep-2 (Human Epithelioma).
2.3.1.3 Evidentierea prin teste biochimice a factorilor solubili de virulenta si patogenitate
S-au efectuat teste pentru evidentierea lecitinazelor, lipazelor, proteazelor (cazeinaza si
gelatinaza), hidrolizei esculinei, si amilazelor microbiene.
3.3.1.4 Evidentierea unor gene de virulenta

Secventele de nucleotide ale primerilor si conditiile PCR utilizate pentru amplificarea
genelor ce codifica pentru diferiti factori de virulenta la tulpinile de S. aureus si Ps. aeruginosa

sunt prezentate in tabelul nr. 13 si 14.
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Tabelul nr. 14 Secventele primerilor si conditiile de amplificare pentru evidentierea genelor ce codifica pentru
proteaze, alginat, fosfolipaze, exotoxine si pioverdina la tulpinile de Ps. aeruginosa studiate.

Secventa de nucleotide
Denaturare  Numdr Denaturare  Atagare Extensie
initiald cicluri in fiecare primeri primeri
ciclu
forward  5-TTCTACCCGAAGGACTGATAC-3 i i i .
reverse 5 AACACCCATGATCGCAAC-3 94°C, 5 min 30 94°C, 1 min 52°C, 1 min 72°C,1,5min
aprA forward 5-ACCCTGTCCTATTCGTTCC-3 . . . .

94°C, 5 min 30 94°C, 1 min 52°C, 1 min 72°C,1,5min

reverse  5-GATTGCAGCGACAACTTGG-3

hlA B (] | SRR AR eSy 94°C,5min 30 94°C, 1min  52°C, 1mi 72°C, 1,5 mi
! reverse  5-ATACGGCAAAATCATGGCAAC-3' aSI00n e o oo

TCF 5'-TATTTCGCCGACTCCCTGTA-3" . 60°C, 30 .
proteazalV 94°C, 5 min 34 94°C, 30 sec 72°C, 2 min
TCR 5-GAATAGACGCCGCTGAAATC-3 sec

forward  5-ATGCGAATCAGCATCTTTGGT-3" . 5 .
algD 94°C, 3 min 30 94°C,30sec  55°C, 1min 72°C,1,5min
reverse -CTACCAGCAGATGCCCTCGGC-3'

wn

forward  5'- GAAGCCATGGGCTACTTCAA-3' . q q
94°C,3min 30 94°C,30sec  55°C,1min  72°C,1,5min

reverse  5-AGAGTGACGAGGAGCGGTAG-3'

forward  5-GTTATCGCAACCAGCCCTAC-3" . . .
94°C, 3 min 30 94°C,30sec  55°C, 1min 72°C,1,5min

reverse 5'-AGGTCGAACACCTGGAACAC-3"

forward  5- CCGTTGTGGTGCCGTTGAAG-3' . q
94°C, 2 min 36 94°C,30sec  59°C, 30sec 68°C, 1 min

reverse  5- CCAGATGTTCACCGACTC G-3'

forward  5'- AATCGCCGTCCAACTGCATGCG-3'

exoT 58°C, 30 sec

reverse  5-TGTTCGCCGAGGTACTGCTC-3"

EtalB 5'-AACCAGCTCAGCCACATGTC-3' . 65°C, 30 .
94°C, 5 min 35 94°C, 30 sec 72°C, 2 min

Eta2 5'-CGCTGGCCCATTCGCTCCAGCGCT-3' sec

ExoSf2 5'- ATC GCTTCAGCAGAGTCCGTC-3' . 65°C, 30 .
94°C, 5 min 35 94°C, 30 sec 72°C, 2 min

ExoSr2 5'- CAGGCCAGATCAAGGCCGCGC-3' sec

pvd A-F  5-GACTCAGGCAACTGCAAC-3' . 59°C, 30 .

pudA 94°C, 5 min 30 94°C, 30 sec 72°C, 2 min
pvd A-R  5-TTCAGGTGCTGGTACAGG-3' sec

3.2. Rezultate si discutii
Realizarea testului producerii de slime, a permis clasificarea tulpinilor izolate in functie

de capacitatea de aderenta la substrat inert astfel: tulpini inalt aderente (55%), cu aderenta
moderata (14%) si neaderente (31%). Dintre tulpinile apartindnd speciilor de “colonizatori
primari” testate pentru capacitatea de a adera la substratul inert se observa ca majoritatea (83%)
formeaza o peliculd aderenta la suprafata sticlei.

Evidentierea capacitatii tulpinilor izolate de a adera la substratul celular a fost testata
folosind linia celulard de origine epiteliala HEp2. Indexul de aderenta a tulpinilor a fost intre 0
si 100% iar tipul de aderenta observate au fost aderenta difuza, localizata, agregativa, difuz-
localizata.

Tulpinile bacteriene au capacitatea de a liza hematiile consecutiv lezarii membranei
celulare prin actiunea hemolizinelor pe care le produc, Un procent de 64,7 % dintre tulpinile
analizate au fost pozitive.

Lecitinazele si lipazele sunt enzime implicate in patogeneza unor tulpini bacteriene
prin capacitatea lor de a induce formarea de pori la nivelul membranei celulelor eucariote si
prin alterarea continutului lipidic al acestora (Chifiriuc si colab., 2011). Tulpinile luate in studiu
au fost pozitive in proportie de 22,44% pentru lecitinaze si 11,42% pentru lipaze.

Proteazele sunt enzime care hidrolizeaza legaturile peptidice interne dintre proteine si
peptide, fiind nespecifice in general (Zarnea si Popescu, 2011). Dintre tulpinile analizate,

25,47% pozitive pentru cazeinaza si 16,66% pentru gelatinaza. Un procent ridicat (47,11%)
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dintre tulpinile analizate au fost pozitive pentru hidroliza esculinei, cu producerea de esculetol,
care fixeaza cu mare afinitate fierul actionand asadar ca pseudosiderofor, datorita prezentei
grupdrii catecol, prezente de asemenea in structura Sideroforilor de tip catecolat (Fig. 19). DN-
azele bacteriene actioneaza asupra ADN bacterian determinand eliberarea de mono- Sau
dinucleotide (Lazar si colab., 2004). Un procent de 21,6% dintre tulpinile testate poseda
echipamentul enzimatic necesar clivarii ADN bacterian. Amilazele sunt enzime care cliveaza
legaturile al—4 glicozidice din moleculele de amidon si glicogen, furnizand astfel sursa de C
necesard metabolismului bacterian si un avantaj competitiv pentru cresterea si multiplicarea
celulelor producatoare. Amilazele au fost prezente la 27,9% dintre tulpinile izolate n studiul
de fata.

In scopul evidentierii unui panel cat mai larg de factori de virulentd, pe langa abordarea
fenotipicd au fost utilizate de asemenea si metode moleculare, de evidentiere a unor gene de
virulenta deja caracterizate ale unor specii microbiene. Tulpinile de S. aureus au fost negative
pentru toti cei 18 factori de virulenta investigati la nivel genotipic (adezine, toxine, enzime),
ceea ce sustine necesitatea unei abordari complementare a studiului virulentei bacteriene. In
schimb tulpinile de P. aeruginosa au fost pozitive pentru majoritatea genelor de virulenta
investigate.

Proteaza IV este o serin-endoproteaza de 26 kDa, secretatd de majoritatea izolatelor de
Ps. aeruginosa ce determina keratite microbiene, care in asociatie cu alte proteaze joaca un rol
important in patogeneza corneeand. Aceasta gena a fost evidentiata la doua dintre cele 4 tulpini

de Ps. aeruginosa analizate (Fig.21).

L 2751-245, 54 26 PR13 3 PR13g, 19-b 35;; PR4 50-1 57 PR15¢,-

Proteaza IV=752 pb

Fig. 21 PCR simplex pentru proteaza IV (752bp):
ampliconi prezenti la tulpinile de Ps. aeruginosa 2 si 26.

Ps. aeruginosa produce trei tipuri de proteine solubile implicate in invazia tisulara:
doua fosfolipaze C — fosfolipaza hemoliticd (haemolytic phospholipase C [PLC-H]) si
fosfolipaza nehemolitica (non-haemolytic phospholipase C [PLC-N]) si ramnolipidul. Aceste
enzime pot actiona sinergic pentru a degrada fosfolipidele (ex, fosfatidilcolina si sfingomielina)

si contribuie la invazie prin efectele lor citotoxice asupra neutrofilelor, limfocitelor si a altor
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celule eucariote. Aceste gene au fost evidentiate la doua dintre cele 4 tulpini de Ps. aeruginosa
analizate, aceleasi care au fost pozitive si pentru proteaza IV (Fig. 21). Toxinele ExoT si ExoS

sunt enzime ADP-ribozilante, fiind proteine bifunctionale.

L 27 45a PR13 (3 PR13¢, 19b 355t 54 51-2 26 50-1 57 PR4 PR15¢,

plcN= 466 bp
plcH= 307 bp

Fig. 21 Multiplex PCR pentru genele fosfolipazelor plcH+plcN:
ampliconi prezenti pentru tulpinile de Ps. aeruginosa 2 si 26.

Ps. aeruginosa inhiba repararea epiteliului lezat intr-o maniera dependenta de ExoT.
Aceste gene au fost evidentiate la cele doua tulpini de Ps. aeruginosa pozitive si pentru genele

pentru proteaze si fosfolipaze (Fig.22).

L 2719,45, 54PR, PR13 (3 PR13;, 51-2 35, 26 50-1 57 PR15¢, -

08 o

ExoT=154 bp

Fig. 22 Multiplex PCR pentru genele exotoxinelor ExoU (134 bp) si ExoT (152 bp): ampliconi
prezenti exclusiv pentru ExoT la tulpinile de Ps. aeruginosa 2 si 26.

2.3.0btinerea si caracterizarea fizico-chimica a unor uleiuri volatile de origine vegetala
Plantele selectionate pentru extractia uleiurilor volatile apartin la mai multe categorii:
plante medicinale (Salvia officinalis), plante aromatice (Eugenia caryophillata, Satureja
hortensis, Lavandula angustifolia, Anethum graveolens, Carum carvi), citrice (Citrus lemon,
Citrus sinensis) si conifere (Picea spp.). Acestea sunt cunoscute ca fiind producatoare de uleiuri
volatile. Apartenenta la taxoni supraspecifici, organele selectate pentru extractie si numarul de

extractii sunt prezentate in tabelul nr. 15.

Tabel nr. 15 Materialul vegetal utilizat pentru extractii

Nr. Organul/ tesutul Nr.
crt. | Planta Familia producator de UV | extractii
Salvia officinalis (salvie) Lamiaceae  parfi aeriene 4

Satureja hortensis (cimbru de gréadind) Lamiaceae  parfi acriene

3

&) Lavandula angustifolia (lavanda) Lamiaceae  pirfi aeriene 3
m Anethum graveolens (mérar) Apiaceae frunze 2
Carum carvi (chimen) Apiaceae fructe 2

Eugenia caryophillata (cuisoare) Myrtaceae  muguri 2

Uil Citrus lemon (lamai) Rutaceae  epicarpul fructelor 2
] Citrus sinensis (portocal) Rutaceae  epicarpul fructelor 2
Picea spp.(conifere) Pinaceae  mmguri 3
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2.4.1.2 Caracterizarea fizico-chimica a uleiurilor volatile
Probele de ulei volatil extrase au fost diluate pentru analiza GC-MS in hexan (5pL/ mL)

si au fost analizate prin cromatografie de gaze cuplatd cu spectrometrie de masd, cu ajutorul

analizorului 7890A-5975C Agilent Series System (fig. 24).

2.4.2 Rezultate si discutii

Analiza GC-MS a uleiul volatil din salvie a condus la identificarea a 18 componente,
dintre care principalele sunt a-thujona si camforul, cu procente comparabile (25,778% si
respectiv 26,316%). Componentele identificate prin analiza GC-MS din uleiul volatil extras
din frunze de S. hortensis au fost carvacrol (54,069%), y-terpinen (26,749%) si p-cimen
(7,996). Carvacrolul si timolul, componente majoritare, monoterpenoide izomere cu structura
fenolica, sunt prezente in uleiul volatil din frunze de cimbru alédturi de alte monoterpenoide
(cis-terpineol, terpinen-4-ol, acetat de bornil), acesta avand o compozitie echilibrata terpenoide
: terpene, 54,66%:43,07%. Au fost identificate 39 de componente, dintre care 16,298 % sunt
compusi hidrocarbonati, iar restul terpenoide diverse. Componentele majoritare al uleiului
volatil din lavanda sunt linaloolul 28,675 % si linalil acetatul 13,264 %.

Toate componentele A. graveolens contin uleiuri volatile, iar compozitia acestora este
diferita in functie de organul vegetativ/de reproducere din care se realizeaza extractia. Uleiul
volatil extras din fructe de C. carvi a fost intens studiat datorita proprietatilor aromatice.

Uleiul volatil din muguri uscati de E. caryophyllata are multiple valente terapeutice
mentionate in literatura de specialitate si valorificate in medicina alternativa, dar si in cea
alopata. Extractele din Picea spp. au fost identificate 30 de componente, dintre care 38,013 %
sunt hidrocarburi monoterpenice; componentele majoritare sunt reprezentate de d-limonen
31,094 % si y-terpineol 20,738 %.

S-au realizat doua experimente, unul pentru determinari cantitative ale componentelor
eugenol, eucaliptol, limonen si B-pinen din uleiuri volatile extrase din E. caryophillata, S.
officinalis, intervalul curbelor de calibrare fiind stabilit experimental (tabelul nr.25), prin
compararea % de arie relativa ale probelor injectate pentru analiza calitativa.. Cel de-al doilea
experiment a fost realizat pentru dozarea a 15 componente, iar intervalul curbelor de calibrare

s-a stabilit experimental pornind de la concentratii recomandate in Farmacopeea Europeana

(Ed. a-VIlI-a).
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2.3 Obtinerea, caracterizarea fizico-chimica a unor grafene functionalizate cu argint

si/sau ulei volatil de cuisoare

2.5.1. Sinteza grafenelor

Sinteza grafenelor a fost efectuatd in situ prin metoda hidrotermald si a constat in
reducerea concomitentd a oxidului de grafena si a sdrurilor de argint, respectiv azotatul de
argint In cazul nostru. Solventul folosit a fost dimetil formamida (DMF), solvent aprotic, polar
cu caracter hidrofilic, temperatura ridicata de fierbere, ratd mica de evaporare, faciliteaza
reactiile chimice cu mecanism polar de tpul SN2 (substitutii nucleofile de tip2) si care are
formula (CH3)NC(O)H, CsHsNO densitate de 0,95g/cm® la 20°C, punctul de fierbere 152,

vascozitate 0.92 mPa la 20°C, masa moleculari 73.10 g-mol .

2.5. 2.Caracterizarea materiei prime-oxidul de grafit

Materia prima de la care s-a pornit a fost oxidul de grafit sintetizat prin metoda Hammer
si apoi exfoliat in vederea obtinerii oxidului de grafene. Spectrul de absorbtie in domeniul UV-
Vis a oxidului de grafena si a grafenelor functionalizate cu argint aflate in suspensie a fost
determinat prin metoda spectrofotometriei de absorbtie a luminii, folosind spectrofotometrul
UV-Vis-NIR tip V-570 (Able&Jasco, Japonia).

Spectroscopiile Raman au fost efectuate pe un spectrometru micro Ramana Horiba
(Jobin Yvon) utilizand oculare cu mariri de 50x, si laser-e cu lungime de unda de 514,5nm si
647,5 nm. Spectrele Raman al GO, nregistrate la lungimea de excitare de 514 nm. Spectrul
Raman al GO prezinti in domeniul spectral 1000 - 1800 cm™!, doui benzi etichetate ca benzi
D si G avand maximele la cca. 1352 si 1601 cm™'. Banda D este atribuitd modului respirator al
inelelor de carbon hexagonale si intesitatea acestei benzi a fost interpretat ca rezultdnd din
prezenta defectelor in grafend. Banda G este atribuitd modului fononic E2, la centrul zonei
Brillouin. in regiunea spectrala 2500-3500 cm™ sunt observate doui linii Raman cu maximele
la cca. 2706 si 2938 cm’! care sunt atribuite ordinului doi al benzii D si o combinatie a
modurilor fononice activate de defecte etichetata D+D’.

Conform spectrului Raman se observa o mare dezordine in structura oxidului de grafena
datoratd proceselor oxadive suferite in timpul sintezei, intensitatea benzii D (determinate de
dezordine-defecte si grupari functionale) este mai mare decat intensitatea benzii G (determinate
de ordinea in plan a legaturillor C-C aromatice). Se observa pic-uri slabe ca intensitate in zona
2700cm™ —banda 2D respective 2900 cm'D+D’ determinate de o structurare spatiald a

materialulu carbonic. Structura fiind amorfa dar cu ordine pe distante (Fig 43).
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2.5.3. Sinteza grafenelor functionalizate cu argint

Sinteza grafenelor functionalizate a fost efectuata in situ prin metoda hidrotermala si a
constat in reducerea concomitenta a oxidului de grafena si a sarurilor de argint, respectiv
azotatul de argint in cazul nostru. Au fost sintetizate 4 modele experimentale de solutii de

grafne functionalizate cu argint (Tabel nr 27)

Tabel nr. 27 Concentratia (raport masic) si componentii
sintezei grafenelor functionalizate cu nanoparticule de argint.

Notatie Raport masic Concentratie PVP
LGF1 GO/Ag/ad=1/1/m g1 c1-1mg/ml

LGF2 GO/Ag=1/1/ M ,giuv2 c1-1mg/ml

LGF3 G/Ag/ ad=1/1/ m Lgitiv2 €2-280 pg/ml

LG4 GO/Ag=1/1/ M Lgiv2 c2-280 Hg/ml

Sinteza grafenelor functionalizate prin metoda hidrotemala a dus la obtinerea a 4 loturi
de grafene functionalizate cu raport masic 1/1= grafena functionalizati/Ag®, cu doui
concentratii diferite de aditiv (m1 si m2) si doud concetratii de grafena functionalizata in
volumul final (1mg/ml si 280mg/ml) (fig. 44).

2.5.4 Determinarea distributiei granulometrice si a diametrului mediu al grafenei
functionalizate cu argint

Distributia granulometricd si diametrul mediu al nanoparticulelor de grafene
functionalizate cu argint s-a determinat cu un aparat tip 90 PLUS (Brookhaven, SUA), dotat cu
software BIC Particle Sizing prin metoda DLS (Dynamic Light Scattering sau imprastierea
dinamica a luminii). Diametrul mediu al nanoparticulelor de grafene functionalizate cu argint,
precum si distributia marimii nanoparticulelor obtinute prin DLS au fost exprimate ca o
distributie dupa numar, folosind in analiza cumulativa un model de calcul de tip distributie de
marime multimodald (Multimodal Size Distribution - MSD) (Koppel, 1972).

In cadrul unei analize DLS, pentru fiecare proba s-au efectuat cate 7 determiniri, cu

durata de un minut/masuratoare, fiind prezentate media acestor masuratori (Fig. 45, 46).

Tabel nr 28 Rezultate DLS pentru solutii de grafene functionalizate cu argint

Proba Diametru mediu Indice de Dusp-[nm] Nr. de Diametru mediu
hidrodinamic, polidispersie, IP (irtensitate), populatii  [nm],(G(d)=100
Dy, [nm] %, Predominant)

LGF 1 79.1£1.3 0.2641+0.012 285.8 3 81.8

LGF 2 59.243.9 0.39610.030 106.5 3 59.8

LGF 3 47.3£2.7 0.29610.013 56.4 2 67.1

LGF 4 22.311.9 0.142+0.044 43.4 2 16.3

In urma masurarii diametrului dirodinamic, respectiv al diametrului efectiv se constata
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ca (tabel nr. 28):

e Dublarea cantitatii de aditiv de dispersie duce la scaderea la jumatate a diametrului
hidrodinamic respectiv a diametrulu efectiv (LGF1 si LGF2) si ambele modele
experimentale prezintd 3 populatii.

e Pentru aceiasi concentratie (LGF3 si LGF4) dar cu modificarea tipului de material carbonic
utilizat (G respectiv GO) are loc o inversarea a intensitatii populatiilor, respectiv pentrtu
LGF3predomina populatia cu diametre mari in timp ce pentru LFF4 predomina populatia
cu diametre mici, efectul surfactant este mai mare 1n ultimul caz.

e Pentru concentratii diferite, concentratiile mici (280pg/ml) duc la obtinerea celor mai mici
particule (56.4-43.4 nm).

2.5.6. Determinarea absorbantei in UV-Vis a nanoparticulelor de grafene functionalizate

cu argint

Absorbtia in UV-Vis a nanoparticulelor de de grafene functionalizate cu argint aflate in
suspensie a fost determinatd prin metoda spectrofotometriei de absorbtie a luminii, folosind
spectrofotometrul UV-Vis-NIR tip V-570 (Able&Jasco, Japonia) cu software Spectra Manager

(Georgakilas si colab., 2012). Din spectrele experimentale UV-VIS a lotului 2- grafene

functionalizate cu argint se constata ca:

e Toate spectrele experimentale de absorbtie UV-VIS prezinta pic-uri asimetrice (maxime
de absorbtie) caracteristice grafenelor in jurul valorii aproximative de 270 nm si pic-uri
specifice nanoparticulelor de de argint (Ag°).

e Probele LGF2 si LGF3 prezinta o deplasarea a maximului de absorbtie spre lungimi de
unda mai mici (Blue Shift denumit si efect bathochchromic) in timp ce proba LGF4
prezintd o deplasarea a maximului de absorbtie spre lungimi de undd mai mari (Red
shift-hypsochromic efect);

e Pentru proba LGF 4 se constatd o agregare a particulelor carbonice (RGO-grafenelor
reduse) 1n solutie.

2.5.7. Analiza structurala prin difractie de raze X pentru grafene functionalizate cu

argint

Identificarea calitativa s-a efectuat utilizand baza de date ICDD PDF2 Release 2012,
spectrelor experimentale asociindu-se urmatoarea fisa teoretica cu nr. 03-065-2871 (tabel

nr.30).

Tabel nr.30 Parametrii caracteristici ai fisei teoretice
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Parametrii celulei elementare,
a=b=c, a=p=90°

Formula Sistem de cristalizare | Grup spatial a(A)

Ag cubic Fm-3m(225) 4.08610

Din spectrele experimentale XRD a Lotului 2- Grafene functionalizate cu argint se
constata ca
e Spectrele experimentale XRD prezinta pic-uri caracteristici Ag, identificate
dupa fisa cu numarul fisa 03-065-2871 pentru Ag policristalin;
e Parametrii celulei elementare sunt apropiati de cei ai grafitului policristalin
din figa: 03-065-2871 pentru Ag.

e Alura spectrelor XRD este specificd nanoparticuelor (intensitatea pick-urilor
descreste cu cresterea unghiului Bragg);

e Lotul 2 probele LGF 2 si LGF 3 paticulele de argint prezintd dimensiunea medie
de cristalit aproximativ egald in jurul valorii de 35 nm in timp ce pentru LGF1
si LGF4 sunt diferite, respective 39.90 nm si 10.51 nm.

In concluzie, parametrii cristalograficii ai celulei elementare sunt aseméndtori cu cei ai
argintului policristalin din fisa utilizatd (PDF 03-065-2871), in timp ce dimensiunea medie de
cristalit calculatd conform formulei 3.2.1 este variabild, descrescatore n functie de cei doi
parametrii variati.

2.5.8. Analiza temogravimetricia (TGA)

S-a utilizat analizorul termic simultan TG-DSC de tip STA 449 F3 Jupiter, NETZSCH,
Germania, in mediu protectiv de argon, vit. 10 °C /min si 600 °C. Analizorul termic simultan
TG-DSC de tip STA 449 F3 Jupiter, NETZSCH, Germania, permite determinarea variatiilor de
masa si a modificarilor termice pentru diferite tipuri de materiale, inclusiv materiale
neomogene.

2.5.9. Spectroscopie de infrarosu cu transformanta Fourier (FT-IR)

Spectrele FTIR au fost inregistrate folosind un spectrometru Jasco IR-4200 prin tehnica
ATR (attenuated total reflectance) prin cuplarea spectrometrului cu modulul ATR JASCO PRO
470-H. Spectrele FTIR au fost prelucrate cu aplicatia Spectra Analysis pentru determinarea
absorbantei la diferite frecvente.

In fig. 55 se observa ci pe folia de GO care se intinde peste grila de carbon cu gauri
sunt dispersate perticulele de Ag. Particulele de dimensiuni mari, de sute de nm, nici nu mai

sunt transparente fascicolului de electroni (contrast negru). In figura 55 (c) este redati diagrama
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de difractie de electroni corespunzatoare unei zone din figura 55 (b) care sa contind particule

mai mici §i transparente fascicolului de electroni (contrast gri). Pe langa spoturile de difractie

intense, care provin de la folia de GO, indexate cu 4 indici, conform unei structuri hexagonale,

apar spoturi de difractie mai putin intense, care se aseaza pe cercuri de difractie indicate cu

sageti albe si care se indexeaza, cu trei indici, cu structura cub cu fete centrate a Ag. Indicii Aki/

sau hkl pentru structurile hexagonale sau cubice, respectiv, indica planele cristaline din

structurile respective care difractd. In concluzie, in proba LGF2, avem paricule de Ag de

diferite marimi asezate pe folia de GO (Fig. 55 si Fig. 56).

.
~ 11 Ag
~—200 Ag

311 Ag

a)
Fig. 56 a si b magini HRTEM pentru proba LGF2

13 (a) se remarca marginea foliei de grafena peste gaura din grila de carbon (coltul din
stanga sus al figurii). Se remarca ca folia de oxid de grafit este cvasi-amorfa. Particulele mici

de Ag cu dimensiuni intre 2 si 10 nm au tendinta de a se aranja in jurul celor mari. Aceasta

este vizibil si in figura 12 (b).

Fig. 55 Imagini TEM la diferite
marimi si difractie de electroni
pentru proba LGF2. a) folia de GO
suprapusa pe grila de carbon;

b) particulele de Ag dispersate doar
pe folia de GO; c) diagrama de
difractie de electroni (cu sigeti si
ordine de mdrime sunt indexate
maximile de mdrime pentru
particulele de Ag).

b)

Analiza microscopica a probei LGF1 releva faptul ca distributia dimensionala a

particulelor distribuite pe folia de GO este mai larga, de la cativa nm pana la cativa microni.

La fel ca si pentru proba LGF2, pe imaginea corespunzatoare diagramei de difractie s-

au indicat cu sageti albe si s-au indexat maximele (cercurile) de difractie corespunzitoare
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particulelor de Ag. Remarcabil este faptul ca in aceastd diagrama de difractie, spre deosebire
de proba LGF2, spoturile de difractie corespunzatoare Go sunt foarte slabe si difuze, de aceea
nu au mai fost notate pe figura. Prezenta unor spoturi de difractie difuze in GO din proba LFG1
ar insemna o mai slaba cristalinitate a acestuia fatdi de GO din proba LGF2. in schimb, in
comparatie cu fig. 55 un alt aspect structural observat in proba LGF1 este aparifia multor
spoturi de difractie suplimentare (unele dintre ele notate cu rosu in diagrama de difractie din
fig. 57 c). Aceste spoturi de difractie suplimentare, care nu apartin GO sau Ag ar putea proveni
de la un oxid de Ag. Prezenta lor arata in proba LGF1 avem un amestec de particule de Ag si

particule de Ag oxidat.

Fig. 57 Imagini TEM la diferite marimi si
difractie de electroni pentru proba LGF1.
. a) folia de GO suprapusd pe grila de
-  <1iiAg carbon;

B b) particulele de Ag dispersate doar pe

. =200 Ag folia de GO; c) diagrama de difractie de
200 A0 % v electroni (cu sageti si ordine de marime

- sunt indexate maximile de mdrime
R TR ST pentru particulele de Ag, cu rosu sunt
marcate spoturi de difractie

suplimentare care ar putea proveni de la
C) un oxid de Ag).

311 A

Aspectul morfologic al probei LGF1 (Fig. 58) arata cd in cazul acestei probe, pe
langa particulele foarte mici, de dimensiuni <10 nm, unele particule mai mari de Ag/oxid de

Ag sunt inglobate intr-un alt material, care este amorf si care ar putea fi stabilizatorul PVP.

s & 4

100 nm

Fig. 58 Imagine TEM pe proba LGF1 Pe langa particulele foarte mici,
de dimensiuni <10 nm, unele particule mai mari de Ag/oxid de Ag
sunt inglobate intr-un alt material, care este amorf si care a
r putea fi stabilizatorul PVP.

In inalta rezolutie, proba LGF1 arati ca in figura 59, destul de aseminitor cu

proba LGF2.
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Figura 59. Imagini HRTEM pe proba LGF1

Studiul prezent aratd cd analizele Raman efectuate la lungimea de excitare 514 nm au
condus la urmatoarele concluzii:

1) dispersarea fulgilor de grafit in DMF conduce la obtinerea unor structuri cu cateva
straturi de grafena care sunt evidentiate In spectrele Raman ale probelor etichetate LEX1 si
LEX2 printr-o schimbare a valorii raportului intre intensitétile relative ale benzilor G si D de
la2.39 (LEX 1) la 1.57 (LEX2),

i1) interactia chimicd a GO cu particule de Ag stabilizate cu cantitati din ce in ce mai
mari de PVP, LGF1 si LGF2, conduce la o functionalizare a GO cu PVP. Acest proces de
functionalizare este evidentiat prin deplasarea benzii G citre energii mici de la 1601 cm™ (GO)
la 1598 cm™ (LGF1) si 1584 cm™ (LGF2) variatie acompaniatd de modificarea pozitiei benzii
D.

Studiile de microscopie electronicd prin transmisie de Tnaltd rezolutie au aratat cd
exfolierea in DMF la diverse concentratii a fost mai eficienta la proba LEX1 fata de proba
LEX2, conducand in proba LEX1 la obtinerea unor grafene cu putine straturi mai extinse (ca
suprafatd) si cu mai putine defecte (muchii) fatd de proba LEX2.

Analizele morfologice si structurale in probele functionalizate LGF1 si LGF2 au aratat
ca in proba LGF1 s-au obtinut particule de Ag si oxid de Ag depuse pe GO, in timp ce in proba
LGF?2 particulele sunt numai de Ag. In ambele cazuri, distributia dimensionali a particuleleor
este foarte larga.

In concluzie cel mai stabil termic este LGF2, toate prezinti trei pierderi de masa
determinate de descompuneri (eliminarea apei de constitutie sau legata fizic-umiditatea
higroscopica, si doud pierderi de masa —descompuneri termice prima datoratd grafenelor
functionale si a doua aditivului).

Solutia optima pentru grafenele functionalizate la concentratii de Img/ml — este LGF2
(DH=59.243.9 are valoarea cea mai mica, respectiv a= 35 nm are valoarea cea mai micd), iar

la concentratii de 280 mg/ml, solutia optima este LGF3 (DH=22.3+1.9 are valoarea cea mai
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micd, respectiv a=10.51 nm are valoarea cea mai mica).

2.4 Determinarea activitatii antimicrobiene a uleiurilor volatile si a grafenelor
functionalizate prin metode conventionale fatd de celulele microbiene in stare
planctonica si aderata si investigarea mecanismelor moleculare de actiune prin

citometrie in flux

2.4.1 Materiale si metode

2.6.1.1 Determinarea concentratiei minime inhibitorii a uleiurilor volatile/ standardelor
analitice /grafenelor functionalizate— metoda microdilutiilor

Analiza cantitativa s-a realizat prin metoda microdilutiilor seriale in mediu lichid
(bulion Mueler-Hinton), in placi cu 96 de godeuri (Lazar si colab., 2005). Uleiurile volatile si
standardele analitice s-au diluat serial zecimal, volumul final al mediului de culturd inoculat
fiind de 200 pl (tabelele 33, 34). Pentru solubilizarea componentelor testate s-a utilizat
dimetilsulfoxid (DMSO), in proportie de 1:1 (V/V). S-au utilizat control negativ — mediu de
cultura si dilutii blanc pentru variantele analitice, control pozitiv — martor de crestere
bacteriand. CMI s-a stabilit macroscopic, ca fiind ultima concentratie la care nu s-a observat
aparitia cresterii microbiene, respectiv aparitia turbiditidfii mediului si prin citire
spectrofotometrica a absorbantei la 620nm pentru determinarea densitatii optice a culturilor
bacteriene.
standardelor analitice/grafene functionalizate

Pentru a evalua actiunea extractelor vegetale si a standardelor analitice asupra
biofilmului bacterian s-a folosit protocolul prezentat de Oliveira modificat (Oliveira si colab.,
2012). 150 pl bulion BHI au fost repartizati in placi cu 96 godeuri cu fund plat. Godeurile au
fost inoculate cu 50ul suspesie bacteriand cu densitatea de 1.5x108 UFC/ ml, ajustati cu un
standard McFarland 0.5. Incubarea s-a realizat la 37°C pentru 48 ore, pentru a permite formarea
biofilmului. Mediul de culturd a fost indepartat. Godeurile au fost spédlate de 3 ori cu solutie
salind pentru a se indeparta celulele rimase neaderate. In fiecare godeu s-a adiugat 200 pl
solutie ulei volatil/ standard analitic si s-a menginut placa la temperatura camerei 20 min dupa
care godeurile au fost spalate de trei ori cu solutie salind pentru a se indeparta urmele de
extract/standard. Mediul de culturd corespunzator a fost adaugat (200ul) in fiecare gedeu iar
microplicile au fost incubate 24h la 37°C. Absorbanta a fost cititd la 620nm dupi perioada de

incubare pentru a se determina eficienta compusului testat. S-au utilizat martor negativ, mediu
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de cultura si martor pozitiv, celule netratate. Testul releva cresterea bacteriana dupa cea de-a
doua perioadd de incubare, ceea ce reprezinta indicativul celulelor viabile in biofilm.

2.6.1.3.Evaluarea influentei uleiurilor volatile si a standardelor analitice asupra
permeabilitatii membranare si activitatii pompelor de eflux bacteriene

Evaluarea influentei uleiurilor volatile, a standardelor analitice si a grafenelor
functionalizate asupra activitatii pompelor de eflux bacteriene s-a realizat prin tehnica
citometriei in flux: determinarea viabilitatii celulare prin marcare cu iodura de propidiu si
evaluarea activitafii pompelor de eflux bacteriene prin marcare cu bromura de etidiu.

Achizitia de date s-a realizat cu citometrul FACS Calibur care prezintd un laser cu argon
de 488nm si filtru de 670 nm pentru probele marcate cu PI si 585+42 nm pentru probele marcate
cu EB. Maisuratorile au fost realizate in scala forward scatter (FSC) vs. side scatter (SSC). S-
au realizat porti pentru a exclude particulele nefluorescente obfinute in urma achizitionarii a
10000 evenimente. Pentru analiza statistica a fost utilizat software-ul de analiza al citometrului

BD CellQuest Pro v.4.0.2.

2.6.2. Rezultate si discutii

Nevoia globalad pentru optiuni alternative de preventie si tratament pentru afectiunile
orale care si fie eficiente si economice are ca premisi incidenta ridicata a acestora. In ciuda
catorva agenti disponibili comercial, aceste substante pot altera echilibrul microbiotei orale si
au efecte secundare diverse, locale sau sistemice (ex. stari de voma, diaree si colorarea
smaltului dentar).

Produsii naturali derivati din plantele medicinale s-au dovedit a fi o sursa abundenta de
compusi farmacologic activi, dintre care mulfi au stat la baza dezvoltarii unor derivate,
substante de sinteza sau semisinteza, pentru industria farmaceutica. Uleiurile volatile, produse
ale metabolismului secundar vegetal sunt resurse valoroase pentru studiile de farmacognozie
si dezvoltarea unor noi alternative terapeutice anti-infectioase. Numeroase studii din literatura,
dar si brevete se bazeaza pe utilizarea uleiurilor volatile pentru formulari diverse cu activitate
antimicrobiand/ anti-patogenica. Numeroase familii de plante sunt cunoscute ca fiind
producatoare de uleiuri volatile: Apiaceae, Asteraceae, Cupressaceae, Hypericaceae,
Lamiaceae, Liliaceae, Myrtaceae, Pinaceae, Piperaceae, Rosaceae, Rutaceae, Fabaceae,
Santalaceae, Zingiberaceae, Zygophyllaceae. Acestea sunt utilizate ca baze de selectie pentru
alternative ale antibioticelor/ biocidelor curent utilizate in practica medicala. Carson si
Hammer, 2011, mentioneazd potentialul antimicrobian al tuturor uleiurilor volatile, la

concentratii care nu depasesc 5% (V/V) (Carson si Hammer, 2011).
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Selectia s-a bazat in studiul de fatd pe randamentul de extractie si pe diversitatea
compozitionald a uleiurilor volatile. Din punct de vedere calitativ, compozitia uleiurilor volatile
testate a fost: majoritar terpenica (uleiurile din frunze de marar si epicarpul fructelor de lamai
si portocal), echilibrata terpene : terpenoide (uleiul din muguri de conifere si din cimbru —
herba), majoritar terpenoidica (uleiul din salvie, lavanda — herba, cuisoare si chimen — fructe
uscate) (Hayashi si colab., 2014).

In extractele studiate terpenoidele identificate apartin la diverse clase de substante. In
uleiul din salvie s-au identificat tuiona si camfor, cetone monoterpenice, in raport procentual
comparabil (aprox. 25% din totalul componentelor identificate, dintre care terpenoidele au
reprezentat peste 80%); in uleiul din cuisoare eugenol, fenilpropanoid reprezentand peste 85%
din totalul componentelor identificate; in uleiul din lavanda s-au identificat linalool si linalil
acetat (alcool monoterpenic, respectiv ester monoterpenic) in raport de 2:1 si reprezentdnd
peste 40% din totalul componentelor identificate; in uleiul de cimbru carvacrol, alcool
monoterpenic reprezentand peste 50% din totalul componentelor identificate; in uleiul de
chimen se remarca prezenta carvonei, cetond monoterpenica reprezentand aprox. 80% din
totalul componentelor identificate; in uleiul din muguri de conifere s-a identificat terpineol, in
proportie de aproximativ 20% din totalul componentelor identificate.

In cele ce urmeaza va fi prezentata activitatea antimicrobiand a uleiurilor volatile testate
si a standardelor analitice eugenol, eucaliptol si B-pinen. Rezultatele sunt exprimate ca valori
CMI (mg/ml) stabilite dupa citirea spectrofotometrica a densitétii optice a culturilor bacteriene
pentru intregul interval de concentratii testate pentru fiecare varianta analizatd. De asemenea,
s-a realizat o centralizare a valorilor CMI per tulpind bacteriand si ulei volatil, pentru
evidentierea eficacitatii fiecarui extract.

Rezultatele vor fi prezentate ierarhizand uleiurile volatile/ standardele analitice potrivit
efectului lor antimicrobian. Criteriul de clasificare s-a elaborat utilizind datele prezentate de
Carson si Hammer. S-au stabilit intervale de concentratie pentru variantele analitice: <1%, 1.5-
2.5%, ~5% si >5% (V/V). Astfel, uleiurile volatile cu activitate antibacteriana la concentratii
>5% au fost considerate ca avand efect minim (C. carvi, Picea spp., A. graveolens, C. sinensis),
iar cele cu activitate antimicrobiand la concentratii <1% au fost considerate ca avand efect

maxim (E. caryophillata, S. hortensis) (fig. 62 ).
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Distributia procentuala a tulpinilor sensibile in functie de
concentratia uleiului volatil testat
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Fig. 62 Distributia procentuald a tulpinilor sensibile in functie de concentratia uleiului volatil testat si
clasificarea uleiurilor volatile in functie de dinamica efectului antimicrobian

Literatura de specialitate mentioneaza sporadic, in articole tip review, activitatea
antimicrobiana a uleiului volatil din fructe de C. carvi asupra tulpinilor microbiene implicate
in etiologia bolii periodontale (Cowan si colab., 2009). C. carvi utilizat in studiul de fata are o
activitate antibacteriand minimald comparativ cu celelalte variante analitice, cu pana la 50%
dintre tulpinile testate susceptibile la concentratii >5% (V/V).

Uleiul volatil din C. sinensis contine majoritar limonen (~95% din totalul
componentelor identificate), iar activitatea sa antimicrobiana asupra tulpinilor testate poate fi
consideratd minima, distributia procentuald a tulpinilor susceptibile relevand efectul minim
asupra a 18,18% dintre tulpini si 18,18% tulpini susceptibile la concentratii de ~5% V/V.

Activitatea antimicrobiana a uleiurilor volatile din Picea spp a fost minima, 20% dintre
tulpinile izolate de periodontopatogeni fiind sensibile la concentratii ale uleiului volatil de peste
5% V/V. Activitatea antimicrobind modesta a acestui extract ar putea fi corelatd cu compozitia
echilibrata terpene: terpenoide, intre care componentele majoritare sunt reprezentate procentual
~38, respectiv 20%, iar restul componentelor, numeroase (30 de compusi identificati), avind
pondere mica, dar putand initia relatii de antagonism intre componente.

Extractul din Citrus lemon (1amai) are o activitate inhibitorie medie cu valori CMI de
5,25-21 mg/ml. Liu si colab, raporteaza insd o pentru Streptococcus mutans o inhibitie a
dezvoltarii la o concentratie de 4,5mg/ml de ulei de 1amai (Liu si colab., 2013).

Extractul obtinut din lavanda (Lavandula angustifolia L.) prezintd o activitate
inhibitorie medie, valorile CMI fiind incadrate in intervalul 1,38 — 22,12 mg/ml, insa pentru

43% dintre tulpini concentratia optima este de 22,12 mg/ml.
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Uleiul volatil din S. officinalis herba, a prezentat o activitate antimicrobiana medie, cu
valori CMI in proportie egala distribuite la valorile 22,95, respectiv 45,9 mg/ml.

In studiul de fatd, toate tulpinile testate au manifestat susceptibilitate la uleiul volatil
din salvie, la concentratii sub 5% V/V. Componentele majoritare ale acestuia, recunoscute ca
substante cu activitate antimicrobiand sunt tuiona si camforul, monoterpenoide (cetone
monoterpenice), distribuite in procente comparabile in amestec (~25%). Uleiul volatil din
salvie a fost majoritar constituit din terpenoide (>80% din totalul compusilor identificati).

Uleiul volatil obtinut din muguri de Eugenia caryophillata prezinta o foarte buna
activitate antimicrobiana , valorile CMI obtinute incadrandu-se in intervalul 0,1-6,59 mg/ml,
exceptie facand o singurd tulpina de Pasteurella haemolytica a carei crestere a fost inhibata la
0 concentratie de 13,18 mg/ml.

Conform datelor din literatura extractul din Eugenia caryophillata inhiba dezvoltarea
patogenilor orali (Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis, Streptococcus
sanguis, Streptococcus mitis) la concentratii de 0,25-0,5 mg/ml (Bersan si colab., 2014).

Extractele etanolice si metanolice de cuisoare testate pe Streptococcus mutans si
Streptococcus salivarius au fost active la o concentratie de 12,5 si 1,5mg/ml pentru prima
tulpina si 25 si 6,25 mg/ml pentru a doua (Mirpour si colab. 2015). Componentul majoritar al
uleiului volatil din cuisoare este eugenolul, fenilpropanoid cu activitate antimicrobiana
cunoscutd, curent utilizat in practica stomatologica.

Cea mai buna activitate antimicrobiana a fost manifestata de uleiul volatil din Saturenja
hortensis herba. In ceea ce priveste tulpinile de Streptococcus sp. activitatea inhibitorie a
extractului a fost observata la o valoare intre 0,17 si 2,72 mg/ml. Sharifi-Rad si colab. in studiul
realizat pe extract din parti aerine de Satureja intermedia C.A. raporteaza pentru tulpinile de
Streptococcus mutans o valoare a CMI intre 4,2 si 5,1 mg/ml, iar pentru Streptococcus
salivarius CMI a fost intre 11,4 si 12,5 mg/ml. (Sharifi-Rad si colab., 2015). Zomorodian si
colab., raporteaza pentru tulpinile de Streptococcus mutans, S. sanguis, S. salivarius, S.
sobrinus testate activitati inhibitorii ale uleiurilor volatile extrase din speciile Satureja
khuzestanica si Satureja bachtiarica la valori intre 0,062 si 0,25 respectiv 0,125 si 0,5 ul/ml
(Zomorodian si colab., 2015).

Componentele majoritare in uleiul volatil din S. hortensis au fost carvacrolul si y-
terpinen, distributia terpene : terpenoide fiind echilibratd in acest amestec. Carvacrolul este
mentionat in literaturd ca substantd cu activitate antimicrobiand demonstratd (Carson si

Hammer, 2011). Comparand activitatea antimicrobiana a uleiului din cimbru cu aceea a celui
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din muguri de conifere, ambele amestecuri cu compozitie terpene : terpenoide comparabild, se
poate propune ipoteza unui sinergism de actiune, sau efect aditiv al componentelor carvacrol
si y-terpinen.

Studiul activitatii compusilor naturali, amestecuri complexe, asupra unor tulpini izolate
de periodontopatogeni s-a completat in prezenta lucrare cu determinarea activitatii
antimicrobiene a unor componente izolate, standarde analitice: eugenol, fenilpropanoid,
eucaliptol, alcool monoterpenic, B-pinen, hidrocarbura monoterpenica. Terpenoidele eugenol
si eucaliptol au manifestat activitate antimicrobiand la concentratii sub 0,5% V/V, in timp ce
B-pinenul a avut activitate antimicrobiana la concentratii sub 1% V/V (20% dintre tulpini cu
valori CMI de 10,9mg/ml) .

Influenta extractelor vegetale asupra expresiei fenotipice a factorilor de virulenta solubili

Influenta extractelor vegetale asupra expresiei fenotipice a factorilor de virulenta solubili a fost
testatd pe un numar de 28 de tulpini folosind 9 extracte (chimen, salvie chiparos, lavanda, 3
pinen, marar, cuisoare, cimbru, eugenol). Analiza datelor a aratat ca in general virulenta
tulpinilor nu este afectatd de prezenta uleiurilor, totusi s-a observat pentru unele tulpini o
diminuare a expresiei enzimelor implicate in formarea de pori membranari (producerea de
lecitinaze) si a unor enzime implicate in hidrolizarea proteinelor la peptide si aminoacizi

(cazeinaza).

Influenta extractelor vegetale asupra hidrofobicitatii

Streptocococcus mutans adera la suprafata dentara prin interactii hidrofobe. Agentii terapeutici
care pot reduce formarea legaturii hidrofobe pot reduce riscul de carii si implicit pe cel de alte
afectiuni dentare (Nostro si colab. 2004). Determinarea indicelui de hidrofobicitate a fost
realizat dupa un contact al tumpinilor microbiene de 24 ore cu concentratii subinhibitorii din
diferite extracte vegetale. Tulpinile testate au prezentat grade diferite de hidrofobicitate,
caracter influnetat de tuipul de bacterie si de extractul vegetal si concentratia utilizata. -
pinenul a fost compusul cu cea mai mare activitate (Fig. 83), insa nu se remarca o modificare
semnificativd a hidrofobicitatii in cazul nici unui dintre uleiurile volatile sau standarde.
Rezultatele au ardtat o posibila explicatie pentru reducerea hidrofobicitatii ar putea fi legarea
componentelor active din extractele vegetale la proteinele de la nivelul suprafetei celulare

(Hasan si colab., 2012).
Influenta extractelor vegetale asupra producerii de acid
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Unele specii bacteriene rezidente la nivelul cavitatii orale sunt acidogene si acidurice, mai ales
speciile de Streptococcus sp. care sunt implicate in procesul cariogenic. In general, dezvoltarea
bacteriilor in prezenta extractului vegetal nu a determinat modificarea semnificativa a valorii
pH, totusi dintre extractele vegetale testate, cel de cuisoare este cel mai eficient in baleiajul
mediului de la acid la mai putin acid (Table 35).

Tabel nr 35 Valorile pH ale mediului de cultura pentru

tulpinile microbiene dezvoltate in prezenta unor concentratii

sunbinhibitorii de extracte vegetale si standarde analitice.

8,254 5,966 5438 5,248 6,72 6,104

EFE 5,535 5122 5996 5,692 7.045

EXEl 073 6,237 5,248 5363 5528 6,366 5,803

FEEM s 039 6,55 5,856 ] 6,73 6,69 7,204

(612 FETD) 5659 5467 5748 5632 6812 7,072 5,397
8,199 6,492 5,769 535 6509 6,66

265 [EXTH 7,115 637 7,249 7.173
m 5,819 7,203 4,933 4,996 5,204
4,94 4,777 4,963 5,015 4,995
BT o5 5,037 5,076 7,224 7,209
& 6,795 4,67 4,784 5,194 5,073 7.216
(412 [EAT 5.53 5777 7,229 6265 7,022 5,33
m 4,983 4971 5,063 7,229 4952
(110 PO9 4975 5011 4,972 4,985
41,1 4,031 499 4,948 7,061 5.1
7,269 7177 7,01 6,897
[so [P 4995 5,155 5,003 7.239
(45 [PREN] 5.045 5,084 5074
N - 5: 5031 5026 4976 6,514 7,184
B - x5 5055 4,995 5,011 4,996
(114 [EXERY 4992 4975 5002 4,998 7,24
8,314 4,888 4,941 4,828 4,757
6,001 4885 5 4,997
EXE ¢.755 5,155 7,19

5,061 4,991 7,21 7.235
6,419 5,027 4,969 4998
ETH s.15 5577

123 6,307 5,105 7,191 4,799

Activitatea antimicrobiana a grafenelor functionalizate cu Ag si /sau extract de cuisoare

In cadrul acestui studiu s-a urmarit capacitatea grafenelor de a fi utilizate ca sisteme de
transport si eliberare pentru uleiul de cuisoare. Grafenele functionalizate cu extract de cuisoare
testate in prezentul studiu au prezentat o activitate antimicrobiana limitata (Fig. 84, Fig. 85,
Fig. 86, Fig. 87), cea mai buna activitate inhibitorie fiind manifestata fata de unele tulpini Gram
pozitive (T 38.2 Streptococcus salivarius sp. salivarius, T 119 Staphylococcus xylosus, T 61.2
Gemella morbillorum, T 44 Streptococcus acidominimas, T 110 Actinomyces naeslundii) insa
rezultatele nu se pot generaliza pentru o anumitd specie microbiand, deoarece actiunea
antimicrobianand s-a dovedit specifica de tulpind. Comparand grafena de tip 3 (pe baza de
grafit, de dimensiuni mai mici) cu primele doua se poate observa actiunea inhibitorie mai
accentuata a acesteia fatd de primele doua tipuri de grafena (cea pe baza de oxid de grafit si de
grafit, dar de dimensiuni mai mari). Valorile CMI se incadreaza in intervalul 1055-32,96pug/ml,
exceptie facand tulpina T 71 Fusobacterium mortiferum a carei dezvoltare este inhibata de o
concentratie de 16.48 pg/ml.

Grafenele obtinute din oxid de grafit (GO) functionalizate cu Ag si/sau extract de
cuigoare au fost testate pentru a determina activitatea antimicrobiand pe care o exercita fatd de

tulpinile bacteriene izolate din parodontoza. Astfel s-a determinat valoarea CMI pentru
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grafenele obtinute din GO functionalizate cu Ag si s-a observat ca in general au o activitate
inhibitorie ridicata. Tulpinile testate au fost sensibile la actiunea grafenei testate cu exceptia T
119 Actinumyces naeslundii care a manifestat rezistenta, dar acest fenomen nu este generalizat
pentru toate tulpinile de Actinomyces sp. testate deoarece T 110 Actinumyces naeslundii si T
41.2 Actinumyces naeslundii au fost sensibile la concentratii inhibitorii foarte mici de 0,035
respectiv 0,017 mg/ml. Concentratiile active obtinute s-au incadrat in intervalul 0,004 -0,07
mg/ml. Analizand valorile obtinute se poate afirma ca actiunea inhibitorie este tulpina specific
si nu specie specifica. DMF 2 — grafena obtinuta din grafit si functionalizata cu Ag are in
general o activitate inhibitorie buna cu valori CMI cuprinse in intervalul 0.035-0.004 mg/ml
(Fig. 94, Fig 95). Comparativ cu DMF 1 — grafena obtinuta din oxid de grafit se observa ca are
o mai slaba activitate inhibitorie a DMF2.

DMF 3 — grafena obtinutd din oxid de grafit, functionalizata cu Ag prezinta o foarte
buna activitate inhibitorie asupra culturii bacteriene in stare planctonica, valorile CMI fiind de
0,017 si 0,002 mg/ml. Analizand rezultatele obtinute cu valorile de la DMF 1 se observa ca
desi material prima este aceeasi — oxidul de grafit — grafenele DMF 3 sunt mai active,
particulele de grafena fiind mai mici in cazul grafenci DMF 3 comparativ cu DMF 1, ceea ce
permite o mai buna interatiune cu particulele de Ag. Pentru a determina daca activitatea
inhibitorie a grafenei functionalizate se datoreaza actiunii combinate dintre grafena si Ag si nu
doar Ag a fost testatd separat concentratia de Ag-PVP utilizatd pentru functionalizarea
grafenelor si s-a constatat ca valorile CMI sunt foarte mici, cuprinse intre 0,28 si 0,035 mg/ml,
exceptie facand tulpina T41.5 la care valoareca CMI este de 0.017mg/ml. (Fig. 98, 99)
Analizand toate valorile CMI obtinute pentru setul de grafene functionalizate cu Ag se observa
ca valorile obtinute pentru DMF 4 sunt mai mici decat pentru celelalte probe de grafene. Dupa
ce s-a evidentiat activitatea inhibitorie a grafenelor functionalizate cu Ag s-a investigat daca
aceleasi grafene functionalizate cu Ag devin mai active in urma combinarii cu extract de
cuisoare.

Analizele prezentate In capitolele anterioare au ardtat cd uleiul esential obtinut din
Syzygium aromaticum (cuisoare) prezinta o foarte buna activitate antimicrobiana, valorile CMI
obtinute incadrandu-se in intervalul 0,1-6,59 mg/ml, exceptie facand o singurd tulpina de
Pasteurella haemolytica care a fost inhibata la CMI de 13,18 mg/ml. Astfel pentru grafenele
functionalizate cu Ag si extract de cuisoare s-a determinat valorile CMI pe acelasi set de tulpini
micrbiene ca si In cazul grafenelor functionalizate doar cu Ag.

DMF 1 functionalizat cu Ag si extract de cuisoare prezintd activitate inhibitorie la o

concentratie de 0,035 — 0,002 mg/ml, execeptie facand tulpina T 123 Streptococcus
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acidominimas care a fost inhibatda de o concentratic mai mare de substantd activa, de
0.07mg/ml. Comparativ cu grafenele functionalizate cu Ag, cele tratate si cu ulei sunt active
la concentratii mai mici .Aceeasi directie (cresterea eficientei extractului cu scaderea
concentratiei minime inhibitorii de substan{a activa) se observa si in cazul combinatieit DMF 2
cu Ag si extract, valoarea CMI fiind cuprinsa intre 0,017 s 0,002 mg/ml, comparativ cu 0.035-
0.004 mg/ml concentratie activa pentru DMF2 cu Ag. In cazul combinatiei DMF 3 Ag si extract
vegetal cu exceptia a doua tulpini (T 123 Streptococcus acidominimas si T60.3 Pantoea sp.),
pentru care valoarea CMI este de 0,008 respectiv 0,004 mg/ml, restul tulpinilor sunt inhibate
de o concentratie de 0,002 mg/ml. Si in cazul DMF 4 Ag si extract se observa o potentare a
actiunii inhibitorii, concentratia activa incadrandu-se intre 0, 07 si 0,008 mg/ml.

In concluzi grafenele pe baza de grafit si oxid de grafit pot fi uitlizate pentru obtinerea
unor materiale compozite, prin functionalizare cu Ag si/sau uleiuri vegetale, utilizate in
tratamentul si profilaxia afecsiunilor periodontale, datorita activitatii antimicrobiene exercitate

la concentratii foarte mici de substanta activa, fatd de colonizatorii primari ai placii dentare.

Evaluarea influentei uleiurilor volatile si a standardelor analitice asupra activitatii
pompelor de eflux bacteriene

Marcarea alternativa a probelor (tulpini microbiene crescute in prezenta combinatiilor
testate la concentratie subinhibitorie) cu cei doi fluorocromi, a permis aprecierea mecanismului
prin care substanta actioneaza asupra tulpinilor microbiene, respectiv permeabilizarea
invelisurilor celulare, sau inhibarea activitatii pompelor de eflux microbiene. Acest ultim
antibiotice a tulpinilor microbiene care au prezentat fenotipuri de rezistentd prin tintirea
activitatii pompelor de eflux cu ajutorul unui inhibitor. In mod ideal inhibitorul potenteazi
activitatea unui antibiotic fatd microorganisme multirezistente prin pompe de eflux si prin
urmare reduce concentratia minima inhibitorie a antibioticului testat (Apama si colab., 2014).

Pentru tulpina T 35.4 Streptococcus intermedius analiza prin citometrie in flux a
relevat prezenta concomitentd a mecanismelor de actiune investigate la toate variantele
analitice studiate, cu exceptia eucaliptolului. Standardul eucaliptol actioneaza printr-un
mecanism diferit de permeabilizarea sau inhibarea pompelor de eflux, valorile obtinute pentru
mediana fluorescentei fiind similare cu cele obtinute pentru martorii netratati.

Analiza in citometrie in flux pentru tulpina T 38.2 Streptococcus salivarius sp.
salivarius a relevat faptul ca atat uleiurile vegetale testate cét si standardele analitice

actioneaza la nivelul pompelor de efflux. Spre deosebire de tulpinile anterioare T 35.4
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Streptococcus intermedius si T 38.2 Streptococcus salivarius sp. salivarius la care extractele
de Eugenia caryophillata si Citrus lemon au actionat la nivelul membranei prin
permenbilizarea invelisurilor celulare (PIC) respectiv la nivelul pompelor de eflux, la T 44
Streptococcus acidominimas aceste extracte actioneaza diferit, cee ace conduce la concluzia
ca in cadrul aceleiasi specii efectul inhibitor al uleiurilor esentiale este dependent de
tulpinia. Restul extractelor testate au avut efect asupra pompelor de eflux. In cazul tulpinii T
47 Streptococcus mitis uleiurile vegetale si standardele analitice testate actioneaza atat la
nivelul pompelor de eflux cat si la nivelul permebilizarii invelisului celular. Pentru tulpina T
48 Streptococcus acidominimas activitatea antimicrobiand se manifesta prin actiunea la
nivelul pompelor de eflux.

Tulpina T 123 Streptococcus acidominimas este influentata de extractele testate la
nivelul activitatii pompelor de eflux, la nivelul invelislui celular dar si prin alte mecanisme care
nu au fost investigate. Comparativ cu tulpinile T44 si T48 de Streptococcus acidominimas se
observa ca uleiurile si standardele analitice testate nu au mecanisme de actiuneidentica la
toateceletreitulpini ale aceleiasi specii, demonstrand din nou faptul ca efectul antimicrobian
exercitat este tulpina specific.

Analiza prin citometrie 1n flux a actiunii grafenelor functionalizate cu Ag si/sau extract
vegetal de cuisoare DMF1 [(grafena din oxid de grafit functionalizata cu Ag), DMF2 (grafena
din grafit functionalizatda cu Ag),DMF3 ((grafend din grafit functionalizatd cu Ag de
dimensiuni mai mici), DMF4 (nanoparticule de Ag acoperite cu PVP- polivinilpirolidona),
DMF1 + EV (extract cuisoare), gr 1, gr 2, gr 3, gr 4 (grafene din oxid de grafit sau grafit
nefunctionalizate cu Ag cu EV)] a relevat pentru tulpina T 35.4 Streptococcus intermedius o
actiune concomitentd, atit la nivelul pompelor de eflux (inhibare), cat si la nivelul invelisurilor
celulare (permeabilizare). Se remarca efectul predominant de permeabilizare a inveliturilor
celulare produs de grafenele nefunctionalizate cu Ag, dar functionalizate cu ulei ce cuisoare

Atat grafenele functionalizate cu Ag, dar mai ales cele functionalizate cu uleiuri
vegetale exercitd un puternic efect de inhibare a pompelor de eflux. Actiunea ce mai intensa,
atat in ceea ce priveste permeabilizarea, cat si inhibarea pompelor de eflux a fost observata
pentru grafena din grafit functionalizata cu ulei de cuisoare si pentru nanoparticululele din Ag
acoperite cu PVP si functionalizate cu ulei de cuisoare. Actiunea concomitentd asupra unor
tinte diferite ale celulelor microbiene scurtcircuiteaza mecanismele de selectie a tulpinilor
rezistente, ceea ce reprezintd un avantaj pentru conceperea unor strategii durabile si eficiente

de tratament antimicrobian.

31



Afectiunile dentare precum caria dentard §i parodontoza sunt direct legate de
capacitatea bacteriilor de a forma biofilme (Rosan si colab. 2000), sub forma placii
supragingivale si subgingivale (Konidi si colab., 2015). Compusii derivati din plante si uleiurile
esentiale pot influenta formarea biofilmului prin inhibarea sintezei peptidoglicanilor (Gao si
colab., 2003), lezarea structurii membranare bacteriene (Cox si colab., 2000), si modularea
procesului de quorum-sensing (Gao si colab., 2003).

Analizand datele obtinute in urma experimentelor destinate observarii capacitatii
extractelor vegetale si a standardelor analitice de a inhiba formarea biofilmului bacterian se
constata ca extractul de cuisoare, lavanda si eugenolul — standard analitic au manifestat cel mai
bun efect anti-biofilm. Celulele bacteriene incorporate in biofilm sunt mai rezistente la actiunea
antibioticelor conventionale comparativ cu cele aflate in stare planctonica (Gilbert si colab.,
1997). Pentru a explica rezistenta biofilmelor la substantele antimicrobiene au fost propuse o
seric de mecanisme: 1) penetrarea restrictionatd a agentilor antimicrobieni, 2) inducerea
raspunsului general de stress, 3) rate de crestere si metabolism scazute, 4) expresia marita a
pompelor de multirezistenta la bacterii, 5) activarea mecanismului de quorum sensing and
response, 6) modificarea profilurilor proteinelor membranare externe (Konidhi si colab., 2015).
La fel ca in cazul uleiurilor volatile, si in cazul grafenelor se constatd cd este nevoie de o
concentratie mai mare de susbtanta activa pentru inhibarea biofilmelor comparative cu celulele

planctonice.

2.7. Studiul in vitro al biocompatibilititii extractelor vegetale si a grafenelor
functionalizate cu extract de cuisoare prin determinarea activitatii citotoxice si a
influentei asupra ciclului celular

Analiza ciclului celular prin citometrie in flux a celulelor HT29 mentinute pentru 24h
in prezenta uleiurilor volatile (1ul ulei/ml mediu) a demonstrate ca toate aceste uleiuri
influenteaza progresia ciclului celular. De asemenea, aparitia unui peak in stanga G0/G1, sub-
GO, a fost asociat mortii celulare. Uleiul volatile de marar induce o activare celulard prin
cresterea fazei S si un slab efect apoptotic. In schimb, lavanda si chiparosul, induc o scadere
marcantd a celulelor aflate in faza GO/G1 cu cresterea exacerbatd a sub-GO (celule moarte).
Contactul celulelor HT29 cu uleiul volatil de chimen a indus o scaderea procentului de celule
aflate in faza GO/GI si aparitia sub-GO, confirmand astfel rezultatele obtinute la evaluarea
citotoxicitatii celulare.
Analiza efectului citotoxic al sistemelor de transport si eliberare propuse, bazate pe grafene

functionalizate cu Ag si incarcate cu uleui esential de cuigoare a aratat cd aceastea prezintd
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biocompatibilitate ridicata si nu sunt citotoxice, mai ales la concentratia de 1ul/ml, la care nu

se observa modificari ale ciclului celular pentru niciuna din cele 3 grafene testate .

Studiul efectului imunomodulator al unor extracte vegetale cu activitate antimicrobiana
prin analiza profilului citokinic al celulelor THP-1 prin tehnica realtimePCR

Pentru experimentele de imunomodulare s-a utilizat linia monocitara THP-1. In scopul
evaluarii profilului citokinic celulele THP1 (500.000 de celule) au fost tratate timp de 1 h cu
ulei volatil (1:5000). Dupa 1 h s-a adaugat LPS (1 ug/ml) si s-a continuat incubarea la 37°C
timp de 3,5 ore. Celulele au fost recoltate, centrifugate la 1300 rpm, 5 min. Din sedimentul
celular a fost extras ARN utilizand TRIZOL.

In vederea reverstranscrierii s-a utilizat ARN total cu kitul Hight-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kits Reactions, de la Applied Biosystems, utilizind MultiScribe™
Reverse Transcriptase. Amestecurile de reactie au fost lucrate 1n triplicat, analizand nivelurile
de expresie ale ARNm prin real time PCR realizat cu ABI 7300 Real Time PCR System
utilizand TagMan® Universal PCR Master Mix (furnizat la o concentratie de 2X, PN
4304437), care contine toti reactivii necesari pentru procesul de PCR, cu exceptia probei ADN,
a primerilor, sondei TagMan® si kit-ul pre-validat Tagman Gene Expression Assays (Applied
Biosystems) conform TagMan® Gene Expression Master Mix Protocol (PN 4371135) pentru
IL-1beta (Assay ID: Hs00174097_m1); IL-2, IL-6, IL-10 (Assay ID: Hs00174131 _m1); TNF-
a (Assay ID: Hs00174128 ml); iar ca gene tinta, iar GAPDH TagMan®Ribosomal RNA
Control Reagents(p/n4308313), de la Applied Biosystems.

Aparatul utilizat pentru reactia de qRT-PCR a fost 7300 Real-Time PCR System, de la
Applied Biosystems. Rezultatele obtinute au fost interpretate cu programul: 7300 System SDS
Software.

Rezultate si discutii

In cadrul acestui studiu, am urmarit modificarea expresiei genelor pentru citokine pro- (IL-1f,
IL-6, IL-8, TNF-alfa) si anti-inflamatorii (IL-10) in celulele THP-1 tratate cu uleiuri esentiale
si apoi stimulate cu LPS.

Uleiului de chimen si de cimbru au avut un puternic efect stimulator asupra expresiei
IL-10, si inhibitor al celorlalte extracte testate, efectul inhibitor fiind mai intens in cazul
extractelor de cuisoare (clove), eucalipt si chiparos

Extractele testate au avut efecte variabile asupra productiei de interleukina-1f. S-a
remarcat efectul puternic stimulator (pro-inflamator) al uleiului esential extras din cimbru si al

standardului analitic beta-pinen si cel puternic inhibitor (anti-inflamator) al standardelor de
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eugenol si al uleiului de eucalipt si cuisoare. THP1 nu a exprimat IL-2, iar expresia IL-2 nu a
fost modificata nici de catre LPS nici sub actiunea extractelor respective.

Toate extractele au stimulat intr-o masurd variabild producerea de IL-6, cu exceptia
uleiului de cuisoare, cel mai puternic efect stimulator fiind exercitat de uleiul de cimbru si de
standardul analitic beta-pinen. In studiul de fata s-a remarcat efectul puternic stimulator al
uleiului de cimbru si al standardului analitic beta-pinen, si puternic inhibitor al eugenolului,
uleiului de cuisoare si de eucalipt. Celelalte produse testate au stimmulat usor producerea de
TNF. Dintre uleiurile testate, uleiul de cimbru a prezentat un efect imunomodulator manifestat
prin stimularea expresieiu genelor, atat pentru citokinele pro-inflamatorii (IL-1, IL-6, TNF, cat
si anti-inflamatorii (IL-10), probabil asociat citotoxicitatii crescute. Uleiul de cuisoare si de
eucalipt, precum si standardul analitic eugenol au manifestat un efect anti-inflamator, prin
inhibarea expresiei genelor pentru IL-1 si TNF, in timp ce standardul analitic beta-pinen a
manifestat un efect pro-inflamator prin stimuilarea expresiei genelor pentru IL-1, IL-6 si TNF.

Astfel, se poate concluziona cd amestecurile fitochimice obtinute din diferite specii de
plante pot fi utilizate In tratamentul unor conditii patologice, pentru diminuarea sau stimularea
aparitiei unui raspuns pro-inflamator, insa alegerea lor trebuie sa fie precedatd de evaluarea

corectd a statusului inflamator al tesutului respectiv.

Concluzii

Caracterizarea microbiologica a celor 160 de tulpini microbiene izolate de la pacienti cu
afectiuni periodontale, mai precis din probe de placa bacteriand subgingivald a condus la
urmatoare concluzii:

1. Identificarea tulpinilor izolate a relevat o mare diversitate taxonomica, genurile
predominante fiind reprezentate de Staphylococcus, Streptococcus si Actinomyces (45,62%),
precum si prezenta unor asociagii bacteriene descrise in boala periodontala la adulti, incluzand
tulpini de Bacteroides sp., Fusobacterium sp., Streptococcus sp. si Actinomyces sp.

2. Diversitatea taxonomica extinsa si rata redusd de izolare a periodontopatogenilor
clasici obtinuta in acest studiu ar putea fi considerate argumente in favoarea ipotezei implicarii
plicii bacteriene nespecifice in etiologia leziunii periodontale. Intelegerea modificarilor la
nivelul microbiotei orale care predispun la aparitia primelor stadii ale bolii periodontale, ar
putea constitui un potential bioindicator pentru diagnosticarea precoce a bolii periodontale si

pentru un tratament adecvat, inainte de aparitia manifestarilor clinice ale acestor boli.
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Dintre tulpinile Gram-pozitive izolate, cele apartinand speciilor genului Streptococcus s-
au dovedit a fi in general rezistente la actiunea antibioticelor, peste 40% dintre tulpini fiind
rezistente la tetraciclind, eritromicind, clindamicind si penicilind, cele de enterococi au fost
sensibile la actiunea vancomicinei si a linezolidului, dar rezistente la eritromicina,
ciprofloxacin si tetracicling, iar cele de Staphylococcus sp. au fost in general sensibile la setul
specific de antibiotice.

Bacilii Gram negativi glucozo-nefermentativi au prezentat rezistenta ridicata la aztreonam,
tulpinile de enterobacterii s-au dovedit sensibile in totalitate la actiunea piperacilinei si a
tetraciclinei, dar au prezentat rezistentd ridicatd la cefoxitin, amoxicilind-acid clavulanic si
amoxilicina.

Dintre tulpinile de bacterii anaerobe testate, o tulpina de Actinomyces naeslundii si una
de Bifidobacterium sp. au manifestat fenotip de multirezistenta la antibiotice.

Analiza determinismului genetic al rezistentei a relevat prezenta genelor complexului
SCCmec tipul I, IT si IV la tulpini ale genului Staphylococcus si a genelor CTX-M si TEM
codificatoare pentru beta-lactamaze de spectru larg la tulpini apartinind genului Pseudomonas.

Evaluarea capacitatii de aderenta a tulpinilor bacteriene izolate din placa subgingivala
de la pacienti cu leziuni periodontale a relevat potentialul crescut al speciilor de “colonizatori
primari” ai placii dentare de a coloniza substratul inert, un indice de aderenta la celulele HEp-
2 variabil (0-100%) si pattern-uri de aderenta difuza, localizata, agregativa, difuz-localizata.

Tulpinile bacteriene izolate din leziuni periodontale au prezentat un spectru larg de
factori de virulentd solubili care favorizeaza supravietuirea, cresterea si multiplicarea
microorganismelor, degradeaza tesuturile gazdei si protejeaza bacteriile de actiunea efectorilor
imunitari ai gazdei (hemolizine - 64,7 %, hidroliza esculinei - 47,11%, amilaza - 27,9%,
cazeinaza - 25,47%, lecitinaze -22,44%, DN-aze - 21,6%, gelatinaza - 16,66%, lipaze -
11,42%).

Tulpinile de S. aureus au fost negative pentru toti cei 18 factori de virulenta investigati la
nivel genotipic (adezine, toxine, enzime) ceea ce sugereaza capacitatea lor redusa de adaptare
la acest habitat si caracterul lor tranzitoriu la acest nivel.

In schimb, tulpinile de P. aeruginosa au fost pozitive pentru majoritatea genelor de
virulentd investigate (proteaza IV, fosfolipaza hemolitica C si fosfolipaza nehemolitica C,
exotoxina T), rezultate ce sustin necesitatea unei abordari complementare, prin metode
fenotipice si genetice, a studiului virulentei bacteriene.

Din punct de vedere calitativ, compozitia uleiurilor volatile testate a fost: majoritar

terpenica (uleiurile din frunze de marar si epicarpul fructelor de 1dmai si portocal), echilibrata
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terpene : terpenoide (uleiul din muguri de conifere si din cimbru — herba), majoritar
terpenoidica (uleiul din salvie, lavanda — herba, cuisoare si chimen — fructe uscate).

Testarea activitatii unor uleiuri volatile/ standarde analitice asupra cresterii unor tulpini
izolate din leziuni periodontale a relevat ca uleiurile esentiale volatile ob{inute din Syzygium
aromaticum si Saturenja hortensis au prezentat o foarte buna activitate antimicrobiana, cu
valori CMI cuprinse intre 0,1-6,59 mg/ml si respectiv 10,91 - 0.08mg/ml; extractele din Citrus
lemon ti Lavandula officinalis L. au prezentat o activitate inhibitorie moderata, iar uleiurile
volatile din C. sinensis, C. carvi, Picea spp au avut o activitate antibacteriana redusa.

Extractul de cuisoare, lavanda si eugenolul au prezentat cea mai mare capacitate de a
inhiba formarea biofilmului bacterian de catre tulpini izolate din leziuni parodontale,
concentratiile de eradicare a biofilmului preformat fiind superioare celor necesare inhibarii
initierii biofilmului.

In cadrul acestui studiu au fost obtinute si caracterizate fizico-chimic ca potentiale
substante antimicrobiene si/sau ca sisteme de transport si eliberare controlatda a uleiurilor
esentiale patru tipuri de grafene pe bazad de grafit sau oxid de grafit, de diferite dimensiuni la
scara nanometrica, functionalizate cu Ag si acoperite cu polimerul polivinilpirolidona, pentru
a preveni agregarea, a creste biocompatibilitatea si a facilita functionalizarea ulterioarda a
acestora.

Grafenele functionalizate cu extract de cuisoare testate in prezentul studiu au prezentat
o activitate antimicrobiana limitata, cea mai buna activitate inhibitorie fiind manifestata fata de
unele tulpini Gram pozitive de catre grafena pe baza de grafit, de dimensiuni mai mici,
comparativ cu cele pe baza de oxid de grafit si de dimensiuni mai mari.

Grafenele obtinute din oxid de grafit functionalizate cu Ag au manifestat o activitate
antimicrobiand mai ridicata, valorile CMI incadrandu-se in intervalul 0,004 -0,07 mg/ml.

Grafenele pe baza de grafit, functionalizate cu Ag si extract de cuisoare au prezentat o
activitate antimicrobianad imbunatatita, demonstrata de cele mai mici valori CMI cuprinse intre
0,017 1 0,002 mg/ml, ceea ce sugereaza potentialul grafenelor de a fi utilizate pentru obtinerea
unor materiale compozite, prin functionalizare cu Ag si/sau uleiuri vegetale, pentru aplicatii in
tratamentul si profilaxia afectiunilor periodontale, datorita activitatii antimicrobiene exercitate
la concentratii foarte mici de substanta activa, fatd de colonizatorii primari ai placii dentare.

Evaluarea influentei uleiurilor volatile, a standardelor analitice si a grafenelor asupra
permeabilitdtii membranare si activitatii pompelor de eflux bacteriene a relevat faptul ca atat
extractele, cat si grafenele functionalizate cu Ag, dar mai ales cele functionalizate cu uleiuri

vegetale exercitd un puternic efect de inhibare a pompelor de eflux. Actiunea concomitenta
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asupra unor tinte diferite ale celulelor microbiene reduc probabilitatea aparitiei fenomenului de
rezistenta, ceea ce reprezinta un avantaj pentru conceperea unor strategii durabile si eficiente
de tratament antimicrobian.

Testele de citotoxicitate au dovedit ca extractul de marar are cea mai mica toxicitate
fata de linia celulara de origine epitelialda HT29, in timp ce extractul de cimbru a fost cel mai
toxic. Analiza ciclului celular prin citometrie in flux a demonstrat ca uleiul volatil de marar
induce o activare celulara prin cresterea fazei S si un slab efect apoptotic, uleiul de lavanda si
chiparos induc o scadere marcata a celulelor aflate in faza GO/G1 cu cresterea exacerbata a sub-
GO (efect pro-apoptotic), iar uleiul volatil de chimen a indus o scadere a procentului de celule
aflate in faza GO/G1 si aparitia sub-GO, confirmand astfel rezultatele obtinute la evaluarea
citotoxicitatii celulare.

Analiza efectului citotoxic al sistemelor de transport si eliberare propuse, bazate pe
grafene functionalizate cu Ag a aratat ca aceastea prezintd biocompatibilitate ridicata si nu sunt
citotoxice, mai ales la concentratia de 1ul/ml, la care nu se observa modificari ale ciclului
celular pentru niciuna din cele 3 grafene testate.

Studiul efectului imunomodulator al unor extracte vegetale cu activitate antimicrobiana
prin analiza profilului citokinic al celulelor THP-1 prin tehnica Real-Time PCR a aratat ca
uleiurile esentiale testate si componentele lor majoritare au influentat diferit profilul citokinic
al celulelor THP-1, astfel:

- uleiul de cimbru a stimulat expresia pentru citokinele pro-inflamatorii (IL-1, IL-6,
TNF), cat si anti-inflamatorii (IL-10), probabil asociat citotoxicitatii crescute.

- uleiul de cuisoare si de eucalipt, precum si standardul analitic eugenol au manifestat
un efect anti-inflamator, prin inhibarea expresiei genelor pentru IL-1 si TNF, in timp ce
standardul analitic beta-pinen a manifestat un efect pro-inflamator, prin stimularea expresiei
genelor pentru IL-1, IL-6 si TNF;

Aceste rezultate conduc la concluzia ca amestecurile fitochimice ar putea fi utilizate in
tratamentul complex al unor conditii patologice, vizand pentru diminuarea sau stimularea
aparitiei unui raspuns pro-inflamator, insa alegerea lor trebuie sa fie corelata cu deteminarea
statusului imun local si general al gazdei.

Rezultatele obtinute referitoare la potenfialul antimicrobian si imunomodulator al
acestor extracte recomandd continuarea cercetdrilor in vederea obtinerii unor strategii
adjuvante sau alternative pentru managementul terapeutic si profilactic al afectiunilor

periodontale, precum si continuarea studiilor in directia identificarii mecanismelor intime de
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actiune a acestora asupra diferitelor cdi de semnalizare implicate in activarea diferitelor tipuri

celulare implicate in geneza si evolutia leziunilor din boala periodontala.
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