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Comunicarea celulard de tip quorum sensing la nivelul comunitatii unui biofilm de
microorganisme a atras un interes extraordinar in comunitatile stiintifice si tehnologice. Studiile
au aratat ca in mod natural bacteriile exista sub forma de biofilme in interiorul carora se creeaza o
comunicare intercelulard prin eliberarea de molecule cu rol de semnalizare, ca si mecanism de
aparare. Astfel, microorganismele monitorizeaza si influenteaza nivelul de densitate celulara, al
stresului extern resimtit de populatie si de asemenea virulenta sau accelerarea cresterii acesteia.
De curand s-a Tnceput investigarea acestui tip de comunicare quorum sensing prin utilizarea unor
noi metode (molecular biologice si totodata si spectroscopice de inaltd senzitivitate) si materiale
(substrate metalice cu proprietati plasmonice, nanostructuri fabricate in prezenta bacteriilor prin
biosinteza). Cel mai simplu si totodata eficient tip de substrat metalic SERS-activ ce ar putea fi
reprodus si in cadrul departamentului nostru a fost identificat ca fiind cel de aur in film subtire,
depus pe substrat de sticla. Astfel, dupa un proces sistematic de optimizare a conditiilor de
depunere cu un sistem Blazers de sputtering in incintd aflata sub vid. Acest tip de substrat este
folosit la scara largd pentru obtinerea de semnaturi spectrale specifice biomoleculelor si respectiv
microorganismelor, sub actiunea laserului, ca metoda alternativa pentru platforme senzitive de
detectie in domeniul biotehnologiilor. Speram sa fie eficient si in detectia SERS a moleculelor
semnalizatoare prezente in biofilme, in concentratii reduse.

De obicei astfel de substrate metalice sunt tratate prin reactii chimice pentru a obtine o suprafata
functionalizata (cu anticorpi, antigene, aptameri) ce apoi este utilizatd in aplicatii biomedicale.

Din acest motiv s-a reluat colaborarea cu grupul de cercetare al Prof. Dr. Christoph Haisch, Institut
fiir Wasserchemie - Technische Universitat Miinchen, Germania. Tn acest grup s-a dezvoltat deja
un protocol de detectie a microorganismelor att prin spectroscopia Raman cat si a efectului SERS
al acesteia, dat de suprafatda. Mai mult, spectrometrul WITec de care dispune grupul este extrem
de senzitiv in medii complexe cum sunt probele reale ce contin biofilme.

Colaborarea s-a realizat pe doua directii:



(i) caracterizarea filmelor subtiri de Au depuse prin tehnica de sputtering prin microscopie si prin
evaluarea randamentului acestora in conditii experimentale de efect SERS;

(ii) detectia piocianinei in biofilm de P. aeruginosa cu ajutorul substratelor metalice de Au depuse
si caracterizate anterior utilizand tehnica ultrasenzitivd SERS.

Rezultate obtinute:

Filmele de Au au fost initial investigate si caracterizate in perioada vizitei de lucru prin
microscopie optica in termeni de transparentd si prin masuratori Raman/SERS 1n termeni de
eficienta (factor de amplificare obtinut in functie de grosimea nanometrica a substratului) -Fig. 1.

Intensitatea relativi a benzii marker SERS 749 cm™, prezenti in semnitura spectrali a bacteriilor
a fost corelata cu parametrii utilizati in procesul de depunere pentru a continua experimentele doar
cu substratul optim pentru efectul SERS pentru alte specii bacteriene (initial ca specie model s-a
utilizat E. coli).

Diagrama deviatiei standard a intensitatii benzii SERS 749 cm™ in functie de grosimea filmului de Au depus

60

50

40

30

:
|

20

10 [:J

Fig. 1. Diagrama ce demonstreaza ca cea mai stabild si ridicatd valoare a intensitatii benzii marker
749 cm este obtinutd in cazul substratului de Au depus timp de 60s. Din curba de calibrare a
aparatului de sputtering folosit (Blazers SCD004), rezulta ca in functie de timpul folosit pentru
depunere, grosimea filmului subtire de Au diferd cu aprox. cativa nm (de la <10 nm péana la un
maxim de 25 nm). Grosimea aprox. rezultata in acest caz (60s) este de 10 nm.

Pentru investigatii de topografie a suprafetei si respectiv a gradului de rugozitate a filmului subtire
depus, vom planifica masuratori de tip microscopie de forti atomica (AFM) in cadrul institutului
INCDTIM in perioada imediat urmatoare. De asemenea, preconizam ca simulari de tipul finite-
difference time domain (FDTD) referitoare la proprietatile plasmonice ale acestor filme subtiri de
Au sa ne sustind alegerea facuta pentru filmului subtire de 60s. Acest tip de calcule vor fi initiate
n curénd n grupul Procese Induse cu Laser din INCDTIM. De asemenea, baza de date spectrale
SERS achizitionate in cursul vizitei de lucru va fi analizatd prin metode chemometrice moderne si
robuste, pentru a pune in evidenta calitatea rezultatelor obtinute. Intr-o forma final, rezultatele
vor fi publicate intr-un jurnal de specialitate de impact ridicat in perioada urmatoare.




