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(57) Rezumat:

Inventia se refera la o metoda de detectie a unor
bacterii patogene din medii apoase. Metoda, conform
inventiei, consta in etapele de sinteza a unei suspensii
coloidale de nanoparticule coloidale de aur acoperite cu
chitosan, concentrarea prin doua etape de centrifugare
timp de 10 min la 8000 rpm, resuspendare Tn apa
distilata, selectarea si cultivarea agentilorpatogeni din
clasele S.aureus si E.faecalis, plasarea unui volum de
2 ul de agent patogen suspendat in apa distilata pe o
placuta de sticla cu uscare, adaugarea prin picurare a

unui volum de 2 ul de solutie coloidald cu uscarea pro-
beilatemperatura camerei, urmata de analiza spectrala
si prelucrarea imaginilor, rezultdnd harti de distributie
SERS din care este identificat profilul biochimic alagen-
tului patogen, cu o rapiditate de detectie de aproximativ
30 min.
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Invenfia cu titlul Metodd rapidd de detectie a bacteriilor patogene prin
spectroscopie SERS propune o metoda rapida (~ 30 min) pentru detectia bacteriilor patogene
din diferite medii apoase pe baza spectrelor vibrafionale mésurate prin spectroscopie Raman
amplificatd de suprafata (surface enhanced Raman spectroscopy -SERS ), utilizénd ca substrat
SERS activ suspensii coloidale de nanoparticule de aur invelite In chitosan.

Inventia este aplicabild pentru detectia si identificarea bacteriilor patogene in mediul
inconjuritor (ex. apd potabild, apa din lacuri, rduri sau piscine) sau mediul spitalicesc atét din
probe lichide, cét si de pe diferite suprafete.

Contaminarea cu microorganisme patogene (bacterii, virusuri) reprezintd una dintre cele
mai proeminente probleme cu care se confrunti omenirea la inceputul acestui mileniu. in
conditiile in care tot mai multe tipuri de bacterii dezvolta rezistenta la metodele traditionale de
tratament, elaborarea unor metode capabile si detecteze, identifice §i monitorizeze rapid
contaminantii microbieni, a devenit un obiectiv extrem de important in contextul sanatifii
publice (N. J. Ashbolt, Curr Envir Health Rpt (2015) 2, 95-106). Metodele tradifionale de
detectie (ELISA, PCR etc.) sunt complicate, consumatoare de timp §i presupun costuri ridicate
(S. Umesha, H M. Manukumar, Crit Rev Food Sci Nutr (2018) 58, 84-104). Spectroscopia
Raman amplificatd de suprafatd (SERS) este potrivitd pentru dezvoltarea unor strategii de
detectie eficiente, cu timp rapid de raspuns, cost redus de fabricare si portabilitate ridicata, fiind
astfel o alternativa avantajoasa la metodele clasice de detectie (Y. Liu, H. Zhou, Z. Hu, G.Yu,
D. Yang, J. Zhao, Biosens Bioelectron (2017) 94, 131-140). Totusi, implementarea cu succes a
acestei metode pentru detectia microorganismelor patogene este condifionatd in mod critic de
utilizarea unui substrat SERS robust, stabil si reproductibil. Efectul SERS are la bazi un
mecanism de naturd electromagneticd care conduce la amplificarea spectrului vibrational al
unei molecule care se giseste in contact cu o suprafajd metalicd nanostructurati in anumite
configuratii sau ,,puncte fierbinti” (hot-spoturi). Substratele SERS pe suport solid permit un
control ridicat al distributiei de puncte fierbinti necesare pentru amplificarea semnalului Raman
tipuri de substrate presupune costuri ridicate §i procedee complicate. Mai mult, aceste tipuri de
substrate sunt in general adaptate pentru probe lichide. Suspensiile coloidale de nanoparticule

de metal nobil prezinti o serie de avantaje pentru astfel de aplicatii, cele mai importante fiind
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flexibilitate in implementare pentru diferite tipuri de probe (lichide, suprafete), cost redus si
reproductibilitate in preparare, stabilitate in timp (P. A. Mosier-Boss, Biosensors (2017) 7, 51).
S-a demonstrat ca biopolimerul chitosan prezinti o afinitate ridicati fatd de un spectru larg de
bacterii, avind capacitatea de a se ataga de membrana acestora datoritd interactiunilor
electrostatice dintre grupdrile amino pozitive din lantul polimeric §i suprafata predominant
negativd a membranei bacteriene. Aceasta proprietate a fost exploatati cu succes pentru detectia
colorimetrici a bacteriilor utilizind nanoparticule magnetice invelite in chitosan (7. N. Le, T.
D. Tran, M. 1l Kim, Nanomaterials (2020) 10, 92).

Noutatea inventiei constd in utilizarea nanoparticulelor coloidale de aur invelite in
chitosan in combinatie cu spectroscopia i imagistica SERS pentru captarea agentului patogen
din diferite medii, identificarea acestuia prin semnitura Raman specificd §i “vizualizarea”
distributiei acestuia pe suprafata contaminati prin reprezentarea héargilor SERS.

Metoda de detectie conform patentului de fati presupune realizarea urmatorilor pasi:

(1) colectarea unei probe (de ordinul microlitrilor) din mediul apos continidnd agentul
patogen

(2) depunerea probei pe substratul activ SERS

(3) achizitia spectrelor SERS atét local, cét si prin scanarea substratului SERS

(4) identificarea profilului spectral al agentului patogen prin analiza spectrelor SERS

(5) realizarea hartilor de distributie a agentului patogen pe suprafata

Avantajele metodei de detectie a bacteriilor patogene conform patentului de fata, sunt
urmdtoarele:

(1) Flexibilitate in implementare. metoda este functionald si aplicabild in mai multe
variante de lucru: (i) picurarea pe substrat de sticla a agentului patogen (2 pl), uscarea
la temperatura camerei, urmati de picurarea solutiei coloidale (2 pl) peste picatura
uscatd de agent patogen §i apoi uscarea la temperatura camerei; (ii) incubarea agentului
patogen in suspensia coloidald de nanoparticule de aur invelite in chitosan (2 pl), urmati
de picurarea amestecului pe substrat de sticla (2 pl), urmata de uscarea la temperatura
camerei; (iii) picurarea pe substrat de sticla a solutiei coloidale de nanoparticule de aur
invelite in chitosan (2 pl), uscarea la temperatura camerei, urmati de picurarea agentului
patogen (2 pl) peste picdtura uscatd de nanoparticule de aur si apoi uscarea la
temperatura camerei

(2) Rapiditate in detectie (~ 30 min)

(3) Necesiti volume mici de probd (~ 2 ul)
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(4) Cost redus de fabricare a substratului SERS
(5) Reproductibilitate si stabilitate

Primul pas constd in sintetizarea si caracterizarea nanoparticulelor coloidale de aur
invelite 1n chitosan. Protocolul de sintezi a suspensiei coloidale de nanoparticule de aur invelite
in chitosan consta in incédlzirea la temperatura de 80 °C sub agitare magnetica a unui amestec
de solutie apoasa de chitosan de masd moleculard mare (de concentratie 2 mg/ml, dizolvat in
1% acid acetic) si clorurd auricd (HAuCls de concentratie 10 M). Formarea nanoparticulelor
de aur este evidentiatd vizual prin modificarea in timp a culorii amestecului de la incolor la roz
si apoi rogu. Dupa finalizarea reactiei de sinteza suspensia coloidald se raceste la temperatura
camerei. Solufia coloidal se pastreaza in frigider, fiind stabila pe duratd indelungati (cel putin
un an). In vederea misuritorilor SERS este necesard indepirtarea excesului de chitosan si
concentrarea suspensiei coloidale prin doud etape de centrifugare timp de 10 min la 8000 rpm
fiecare si resuspendare in api bidistilata. Proprietitile optice ale nanoparticulelor sintetizate au
fost investigate prin masurétori spectroscopice de extinctie UV-vis. Spectrele de extinctie UV-
vis ale suspensiei coloidale au fost inregistrate cu spectrofotometrul Jasco V-670 Uv-Vis-NIR
cu rezolutia spectrald de 1nm. Pentru masuratori s-au utilizat cuve de cuart cu drumul optic de
2 mm. Suspensia coloidalé obfinuta prezintd o singurd bandi plasmonici localizati la 521 nm
(Figura 1A) caracteristicd nanoparticulelor de aur de forma sfericd (K. P. Jain, 1 H. El-Sayed,
LK Seok, M.A. El-Sayed, J Phys Chem B (2006) 110, 7238-7248). Distributia de potential
zeta a fost inregistratd la 25 °C cu echipamentul Malvern Zetasizer Nano ZS-90, obtinandu-se
o valoare a potentialului zeta de + 49 mV (Figura 2B).

In urmatorul pas au fost selectati si cultivati agentii patogeni. Am optat pentru doui
clase de bacterii patogene foarte raspandite in mediul spitalicesc, si anume stafilococul auriu
(Staphylococcus aureus -S. aureus) si enterococul fecal (Enterococcus faecalis - E. faecalis).
Pentru obtinerea preculturilor bacteriene, alicote confinind tulpinile bacteriene Staphylococcus
aureus ATCC 25923 si Enterococcus faecalis depozitate la -80°C au fost dezghetate partial pe
gheatd la temperatura camerei. Dupa dezghetarea partiala a probelor, 1 pL suspensie bacteriani
a fost transferat folosind o spatula steril intr-un nou tub continidnd 5 mL mediu lichid LB (Luria
Broth), autoclavat in prealabil. Dupa inoculare, probele au fost incubate peste noapte la 37°C.
in vederea obtinerii culturilor bacteriene pure, 10 pL din cultura bacteriana crescutd peste
noapte au fost transferafi peste 990 pL tampon salin (NaCl 0,9%) sterilizat in prealabil prin

autoclavare. In acest fel s-a obtinut dilutia de 10 (diluarea probei initiale de 100 de ori).
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Ulterior din proba rezultata s-au transferat alti 100 uL peste 900 pL tampon salin, procedeul
repetandu-se pan la obtinerea dilutiilor de 10°%, 10 i 107. Ulterior 500 pL din dilutiile 107,
10 and 107 au fost transferati imediat pe mediu solid LB cu agar. Dupa etalarea probei pe
mediu de cultur3, proba a fost incubata 15 minute la temperatura camerei iar dup# aceea placile
Petri au fost incubate la 37°C peste noapte (cel putin 20 de ore). In vederea masuratorilor SERS,
coloniile bacteriene de pe plicile Petri incubate peste noapte au fost selectate cu ansa, §i
resuspendate dupd caz in mediu lichid LB sau apa distilatd, sterilizate in prealabil prin
autoclavare. Coloniile bacteriene au fost resuspendate in mediul dorit pana la o densitate optica
echivalentd cu standardul 2 McFarland. Standardul de 2 McFarland este echivalentul unei
concentratii bacteriene avand o densitate relativi a celulelor de 6 x 108 CFU (Unita}i formatoare
de colonii) x mL™'. Dupi obtinerea densitatii dorite, probele au fost transferate in tuburi
Eppendorf de 1,5 mL i pastrate la 4°C pentru analizele ulterioare.

Pasul urmitor a constat in picurarea pe plicute de sticld a unui volum mic (2 pl) de
agent patogen (S. aureus sau E. faecalis) suspendat in apd distilatd §i uscarea la temperatura
camerei. Peste picdtura uscatd de agent patogen a fost apoi picuratid o solutie coloidald de
nanoparticule sferice de aur invelite in chitosan (2 ul) urmata de uscarea la temperatura camerei.
Masuratorile SERS au fost realizate cu Microscopul Raman Confocal Alpha300R Witec
GmbH, Ulm, Germania. Probele au fost excitate cu linia 633 nm emisd de un laser He-Ne,
lumina fiind focalizatid pe suprafata picaturii uscate printr-un obiectiv cu marirea 100 X si
apertura numericd NA = 0.9. Puterea laser la iegirea din obiectiv a fost 4.5 mW. Lumini
imprastiatd Raman a fost colectatd printr-o fibrd opticd de 100 um diametru si transmisa spre
analizi la un spectrometru echipat cu o camerd CDD (1024 X 128 pixeli, DV401-BV, Andor)
care opereazd la -60 °C. Imaginile microscopice ale picaturilor uscate au fost capturate cu o
camers video color a aceluiagi microscop, folosind pentru iluminare o sursd LED cu lumina
albd. Pentru analiza spectrald si prelucrarea imaginilor a fost utilizat software-ul Witec Project
Four Plus. Initial au fost colectate spectre SERS din diferite spoturi de pe suprafata piciturilor
uscate. Spectrele au fost inregistrate cu un timp de integrare de 10 s/spectru. Ulterior s-au
selectat mai multe arii (20 um x 20 pm) de pe suprafata piciturii uscate care au fost ,,scanate”
spectroscopic prin colectarea spectrelor SERS spot cu spot (40 puncte x 40 linii) cu timpul de
integrare de 0.5 s/spectru. Precizdm ca in aceste condifii o scanare dureazi 15 min. Prin
reprezentarea variatiei intensitafii unei benzi Raman specifice agentului patogen pe suprafata
scanatd, am obtinut aga numitele harti SERS prin care am vizualizat indirect prezenta si
distributia bacteriilor pe suprafata de sticld. Practic se realizeazi un contrast intre zonele fard

bacterii (zonele intunecate) §i respectiv zonele cu bacterii. (zonele luminoase). Prin analiza
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spectrelor SERS am identificat profilul biochimic al agentului patogen. Pentru control am
utilizat o pic#turs uscata de solufie coloidald de nanoparticule de aur invelite in chitosan (fard
a fi adusi in contact cu agentul patogen) preparati §i scanata in conditii similare cu cele descrise
mai sus.

In Figura 2A este prezentati imaginea microscopici a unei picdturi uscate de
nanoparticule de aur invelite in chitosan depusé peste picatura uscatd de S. aureus. Spectrele
SERS colectate din diferite spoturi de pe suprafata picaturii prezentate in Figura 3B faciliteaza
identificarea agentului patogen S. aureus. Interpretarea benzilor SERS caracteristice S. aureus
a fost facutd in acord cu datele din literaturd (X. Chen, M. Tang, Y. Liu, J. Huang, Z. Liu, H.
Tian, Y. Zheng, M. Lamy de la Chapelle, Y. Zhang, W. Fu, Microchimica Acta (2019) 186, 102).
Harta SERS in Figura 3C realizata prin reprezentarea variatiei intensitafii benzii de la 734 cm’
! pe suprafata scanati faciliteazi vizualizarea distributiei agentului patogen S. aureus pe
suprafata de sticld. Imaginea combinati prezentatd in Figura 2D realizatd prin suprapunerea
hirtii SERS din Figura C peste imaginea microscopicé din Figura A permite vizualizarea zonei
scanate de pe suprafaa picaturii uscate. In Figura 3E este prezentat spectrul SERS mediu
corespunzitor hirtii SERS (a) si, respectiv, spectre SERS extrase din diferite spoturi luminoase
din harta SERS (b, ¢ d). Mentionam ca spectrul mediu (spectrul a) este obtinut din media tuturor
spectrelor inregistrate pe suprafaja scanatid (atit din zonele luminoase, cit si din zonele
intunecate, fard semnal SERS) ceea ce face ca intensitatea semnalului si fie mai mica in
comparatie cu semnalul corespunzitor zonelor luminoase (spectrele b, ¢ si d). Pentru o mai
buni comparatie, spectrul a fost inmultit cu patru (x 4).

in mod similar am procedat la identificarea i vizualizarea distributiei pe suprafata de
sticla a unui alt agent patogen, E faecalis, rezultatele fiind prezentate in Figura 3.

Metoda de detectie conform patentului de fati este aplicabild pentru detectia si
identificarea bacteriilor patogene din diferite medii (apa distilat3, apa de la robinet, mediul de
culturd a bacteriilor). Detectia si identificarea bacteriilor patogene din apa de la robinet este
prezentatd in Figura4 (S. aureus) si Figura 5 (E. faecalis). Rezultatele privind detectia S. aureus
din mediul de culturd sunt prezentate in Figura 6. Remarcim ca proteinele prezente in mediul
de cultura nu impiedica captarea §i detectia agentului patogen.

Unul dintre avantajele inventiei de fatd este flexibilitatea in implementare, metoda de
detectie fiind functionald si aplicabild in mai multe variante de lucru. Figura 7 prezinti detectia
S. aureus din mediul de culturi realizata prin picurarea pe substrat de sticl a solutiei coloidale
de nanoparticule de aur invelite in chitosan (2 pl), uscarea la temperatura camerei, urmati de

picurarea agentului patogen (2 ul) peste picitura uscatd de nanoparticule de aur i apoi uscarea
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la temperatura camerei. O altd variantd de lucru presupune incubarea agentului patogen in
suspensia coloidald de nanoparticule de aur invelite in chitosan (2 pl), urmati de picurarea
amestecului pe substrat de sticla (2 pl), urmati de uscarea la temperatura camerei. Rezultatele
sunt prezentate in Figura 8 pentru detectia S. aureus suspendat in apé distilati.

In Figura 9 este prezentats imaginea microscopici a unei picituri uscate de suspensie
de nanoparticule de aur invelite in chitosan (fird a fi adusa in contact cu agentul patogen) (A),
harta SERS obfinuta prin reprezentarea variatiei intensitatii benzii de la 734 cm™ pe suprafata
scanatd (B), imaginea combinati realizatd prin suprapunerea hartii SERS peste imaginea
microscopicd (C) , spectrul SERS mediu corespunzitor hirfii SERS (a) si spectre SERS extrase
din diferite spoturi luminoase din harta SERS (b, ¢ d) (D). Remarcim ca proba control (fari a
fi adusd in contact cu agentul patogen) nu prezintd semnal SERS caracteristic care si se

suprapund peste profilul spectral al agentilor patogeni.
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Desene

Figura 1. Spectrul de extinctie UV-vis (A) si potentialul zeta (B) al suspensiei coloidale de

nanoparticule de aur invelite in chitosan

Figura 2. (A) Imaginea microscopicd a substratului rezultat prin uscare dupd depunerea
succesivd a doud picaturi, prima contindnd S. aureus suspendat in apd distilatd, iar a doua
suspensia coloidald; (B) Spectre SERS colectate din diferite spoturi de pe suprafata picaturii
uscate; (C) Harta SERS obtinuta prin reprezentarea variatiei intensitatii benzii de la 734 cm™' pe
suprafafa scanatd; (D) Imagine combinata realizatd prin suprapunerea harfii SERS din figura C
peste imaginea microscopica din figura A; (E) Spectrul SERS mediu corespunzétor hértii SERS

(a) si spectre SERS extrase din diferite spoturi luminoase din harta SERS (b, ¢ d).

Figura 3. (A) Imaginea microscopicd a substratului rezultat prin uscare dupd depunerea
succesivd a doud picaturi, prima continand E. faecalis suspendat in apa distilatd, iar a doua
suspensia coloidald; (B) Spectre SERS colectate din diferite spoturi de pe suprafata picaturii
uscate; (C) Harta SERS obtinuta prin reprezentarea variatiei intensitatii benzii de la 734 cm™ pe
suprafata scanatd; (D) Imagine combinati realizatd prin suprapunerea hartii SERS din figura C
peste imaginea microscopica din figura A; (E) Spectrul SERS mediu corespunzitor hartii SERS

(a) si spectre SERS extrase din diferite spoturi luminoase din harta SERS (b, c d).

Figura 4. (A) Imaginea microscopicd a substratului rezultat prin uscare dupd depunerea
succesiva a doud picaturi, prima continand S. aureus suspendat in apa de la robinet, iar a doua
suspensia coloidala; (B) Harta SERS obtinuta prin reprezentarea variatiei intensitatii benzii de la
734 cm™ pe suprafata scanati; (C) Imagine combinata realizata prin suprapunerea hartii SERS din
figura B peste imaginea microscopica din figura A; (D) Spectrul SERS mediu corespunzitor

hartii SERS (a) si spectre SERS extrase din diferite spoturi luminoase din harta SERS (b, c d).
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Figura 5. (A) Imaginea microscopici a substratului rezultat prin uscare dupd depunerea
succesivd a doud picéturi, prima contindnd E. faecalis suspendat in apa de la robinet, iar a doua
suspensia coloidald; (B) Harta SERS obtinutd prin reprezentarea variatiei intensitatii benzii de la
734 cm™ pe suprafata scanata; (C) Imagine combinati realizati prin suprapunerea hartii SERS din
figura B peste imaginea microscopica din figura A; (D) Spectrul SERS mediu corespunzitor

hartii SERS (a) si spectre SERS extrase din diferite spoturi luminoase din harta SERS (b, c d).

Figura 6. (A) Imaginea microscopicd a substratului rezultat prin uscare dupd depunerea
succesivad a doud picituri, prima contindnd S. aureus suspendat in mediu de culturd, iar a doua
suspensia coloidald; (B) Harta SERS obtinuta prin reprezentarea variatiei intensitatii benzii de la
734 cm’! pe suprafata scanats; (C) Imagine combinati realizata prin suprapunerea hartii SERS din
figura B peste imaginea microscopicd din figura A; (D) Spectrul SERS mediu corespunzitor

hartii SERS (a) si spectre SERS extrase din diferite spoturi luminoase din harta SERS (b, c d).

Figura 7. (A) Imaginea microscopicd a substratului rezultat prin uscare dupd depunerea
succesiva a doud picdturi, prima continand suspensia coloidald, iar a doua S. aureus suspendat in
apa distilatd; (B) Harta SERS obtinuté prin reprezentarea variatiei intensitatii benzii de la 734 cm’
! pe suprafata scanati; (C) Imagine combinati realizati prin suprapunerea hirtii SERS din figura
B peste imaginea microscopicd din figura A; (D) Spectrul SERS mediu corespunzitor hartii

SERS (a) si spectre SERS extrase din diferite spoturi luminoase din harta SERS (b, ¢ d).

Figura 8. (A) Imaginea microscopicd a substratului rezultat prin uscarea unei picdturi de
suspensie coloidald incubatd in prealabil cu S. aureus suspendat in apd distilata; (B) Harta SERS
obtinuta prin reprezentarea variatiei intensitétii benzii de la 734 cm’ pe suprafata scanatd; (C)
Imagine combinatd realizatd prin suprapunerea hdrfii SERS din figura B peste imaginea
microscopicd din figura A; (D) Spectrul SERS mediu corespunzitor hirtii SERS (a) si spectre
SERS extrase din diferite spoturi luminoase din harta SERS (b, ¢ d).

Figura 9. (A) Imaginea microscopicd a unei picéturi uscate de suspensie de nanoparticule de aur
invelite in chitosan (fird a fi adusd in contact cu agentul patogen); (B) Harta SERS obtinuti prin

reprezentarea variatiei intensitatii benzii de la 734 cm™ pe suprafata scanatd; (C) Imagine
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ge

combinati realizatd prin suprapunerea hirtii SERS din figura B peste imaginea microscopici din
figura A; (D) Spectrul SERS mediu corespunzitor hartii SERS (a) si spectre SERS extrase din
diferite spoturi luminoase din harta SERS (b, ¢ d).
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Revendiciri

1. Metodi de detectie spectroscopici a stafilococului auriu (Staphylococcus aureus -S. aureus)
din diferite medii apoase utilizand ca substrat activ SERS nanoparticule coloidale de aur invelite

in chitosan. Metoda consta in urmétoarele etape:

(1) colectarea unei probe (de ordinul microlitrilor) din mediul apos confiniand S. aureus
(2) depunerea probei pe substratul activ SERS

(3) achizitia spectrelor SERS atét local, cat si prin scanarea substratului SERS

(4) identificarea profilului spectral al S. aureus prin analiza spectrelor SERS

(5) realizarea hértilor de distributie a S. aureus pe suprafati

2. Metodi de detectie spectroscopicd a enterococului fecal (Enterococcus faecalis - E. faecalis)
din diferite medii apoase utilizand ca substrat activ SERS nanoparticule coloidale de aur invelite

in chitosan. Metoda constd in urmétoarele etape:

(1) colectarea unei probe (de ordinul microlitrilor) din mediul apos confindnd E. faecalis
(2) depunerea probei pe substratul activ SERS

(3) achizitia spectrelor SERS atét local, cét si prin scanarea substratului SERS

(4) identificarea profilului spectral al E. faecalis prin analiza spectrelor SERS

(5) realizarea hartilor de distributie a E. faecalis pe suprafata
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combinatd realizata prin suprapunerea hartii SERS din figura B peste imaginea microscopica din
figura A; (D) Spectrul SERS mediu corespunzator hartii SERS (a) si spectre SERS extrase din
diferite spoturi luminoase din harta SERS (b, ¢ d).
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