UNIVERSITATEA DE MEDICINA SI FARMACIE ,,CAROL DAVILA”,
BUCURESTI

SCOALA DOCTORALA

DOMENIUL MEDICINA

Particularitatile aplicatiilor nanotehnologice asupra protezelor fonatorii in vederea

imbunatatirii reabilitarii vocale si a calitatii vietii la pacientii laringectomizati

REZUMATUL TEZEI DE DOCTORAT

Conducator de doctorat:
PROF. UNIV. DR. ANGHEL ION
Student-doctorand:
CACIANDONE (CAS. CACIANDONE-CRINGUREANU)
MARA
ANUL

2024



Cuprins

INEEOAUCETC. . . . .t 1
l. Partea Generala...........ooiuiiii i 4
1. Neoplasmele Jarin@iene. .. ....couuuieiiat ittt et e e e e et iie e e aeeaneeanaas 4
O = o 1T (=11 T To] (oo [T TP 4
B O et 0] 4 S 0 ] o 5
IR R B T ¥4 4 Lo 1) 1 Lo PO 7
1.3.1. Leziunile displazice ale laringelui..............cooooiiiiiii i, 7
1.3.2. Formele clinice ale cancerului laringian..................cooiiiiii i, 8
1.4. Tratamentul neoplasmelor laringiene.............ccooooiiiiiiiiiiiiii 10
1.4.1.Tratamentul non-chirurgical al cancerelor laringiene..........................coueeee 11
1.4.2. Chirurgia endOSCOPICA. ... .euuettt ettt et e 11
1.4.3. Indicatiile laringectomiei totale............cooooeviiiiiiiiiii 13
2. Protezele fonatorii. . ... ...vei it 15
2.1. Istoricul laringectomiei si a protezelor fonatorii..............ocoeveiiiiiiiiiniin, 15
2.2. Reabilitarea vocald primara si secundara..............ccooeiiiiiiiiiiiiiiie e, 18
2.3. Tehnica MONLATTT PIrOtEZEI. .. ..vtet ettt et it e et e et e et e e et e eneeeeenaane 19
2.4. Tipuri de Proteze fONatOrIi. . .uuueeett ettt et e e et eerire e aeaaaans 20
2.5. Avantaje si dezavantaje ale utilizarii protezelor fonatorii comparative cu vocea
B0 AZIANA. ...ttt 24
2.5.1. Aspecte de avut in vedere Tn educarea pacientului...........c.ccocooevviiiinieieicnenne. 25
2.6. Gestionarea aspectelor problematice aparute in utilizarea protezelor fonatorii.......26
3. Biofilmele. Generalitati..........o.oiuiitiii i 29
3.1. Structura b1ofilmelor. .. ..o 29
3.2. Metode de evaluare a biofilmelor...............ooiiiiii i 33
3.3. Compozitia biofilmelor pe protezele fonatorii.............cooevieiiiiiiiiiiiiiiii, 35
4. Utilizarea nanotehnologiei in combaterea biofilmelor......................oo. 38
4.1. Modificarea suprafetelor...........o.oiiiiiiii 39
4.2 Utilizarea nanoparticulelor (NP) ....... ..o, 42
I Partea SPeCialal. ... ..ot 46

5. Evaluarea particularitatilor unui lot de pacienti laringectomizati purtatori de proteze

L (04 F= L (0] 4 1 46



5.1, MEtOUOIOGIE. .. ..t e 47

5.2. Prezentarea generald a lotului. ..o, 48
5.3 ReZUIALE. ...t 49
5.3.1. Durata de exploatare a protezelor fonatorii..........ccccccevvveveiieiierc s 49
5.3.2. Motivele pentru inlocuirea protezelor fonatorii................coovviiiiiinnn. 50
5.3.3. Analiza secretiilor de la nivelul plagii...............oooii 51
5.3.4. Analiza secretiilor de la nivelul protezelor fonatorii..................c..coeeent. 64
5.3.5. StUAIU e CAZ. ...vviiii e 78
5.3.6. Evaluarea asocierii dintre comorbiditati si frecventa de inlocuire............... 81

5.3.7. Evaluarea asocierii dintre tipurile de proteze fonatorii utilizate pentru
reabilitarea fonatorie a pacientilor din lotul studiat si frecventa de inlocuire..........82
5.3.8. Evaluarea impactului asupra calitatii vietii pacientilor........................... 85
54 DISCULIL. « ettt ettt et e e 87
6. Studiul 1 in vitro . Utilizarea nanoparticulelor magnetice acoperite cu polietilen-glicol si

functionalizate pentru modularea biofilmelor microbiene de pe protezele fonatorii..............89

0.1, INtTOAUCETE. . ...t e 89
6.2. Materiale $1 MetOde. .......oueneinii e 91
0.3 REZUIALE. . ... 96
0.4, DISCULIL. ..t eve ettt et e 106
0.5.CONCIUZIL. . ..t e 108
7. Studiul 2 in vitro Nanoparticule de magnetita functionalizate cu agenti terapeutici pentru
accentuarea proprietatilor antimicrobiene pe protezele fonatorii................ocooeeiiininie 109
T LINEOAUCETE. .. ettt e e 109
7.2. Materiale $1mMetode. ........oouiieiii i 111
7.3 REZUIALE. ..o 115
R Y 126
8 TR ) T L 4 128
8. Concluzii si contributii personale.............ocouiiuiiiiiiiiiii e 130
Bibliografie. . ... 135



Introducere

Reabilitarea fonatorie a pacientilor laringectomizati a reprezentat indelung o provocare
atat pentru acesti pacienti, cat si pentru specialistii din domeniul medical din toata lumea. Desi
au fost dezvoltate variate metode de recuperare a functiei fonatorii, printre care utilizarea vocii
esofagiene sau a laringofonului, standardul actual este reprezentat de utilizarea protezelor
fonatorii. Pentru montarea acestora este necesard crearea unei comunicari intre trahee si
esofag, realizatd printr-o manevra chirurgicala fie concomitent cu interventia de laringectomie,
fie la distantd in timp de aceasta. Protezele fonatorii sunt utilizate de peste 40 ani, interval in
care au fost permanent Imbunatitite atdt din punct de vedere al configuratiei, cat si a
materialelor din care sunt compuse.

In ciuda acestor progrese, existi o serie de dezavantaje asociate folosirii butoanelor
fonatorii. Principala limitare este reprezentatd de degradarea in timp a siliconului sau
poliuretanului din care sunt compuse protezele, care devin astfel disfunctionale, fiind necesara
inlocuirea frecventa a acestora.

Cea mai frecventd cauza pentru substitutia protezelor fonatorii este determinata de
scurgerea trans-protetica, generatd de dezvoltarea biofilmului bacterian, fungic, sau mixt in
special pe flansa esofagiana a protezei, care prejudiciaza buna functionare a protezei. Structura
bazata pe polimeri elastici (de obicei, silicon) a butoanelor fonatorii favorizeaza colonizarea
rapidd a microorganismelor pe suprafata lor, care se dezvolta in continuare la adapostul unei
matrice polimerice extracelulare autogeneratd. Acest comportament le oferd protectie atat
impotriva mecanismelor de aparare ale gazdei, cat si a terapiei antimicrobiene.

Obiectivele stiintifice ale prezentei teze sunt reprezentate de analiza frecventeir de
inlocuire a protezelor fonatorii, studierea profilului microbian si polimicrobian a biofilmului
care colonizeazd protezele inlocuite, precum si identificarea si propunerea unor metode de
combatere a acestui fenomen bazate pe utilizarea nanotehnologiei. Cercetarea derulata si-a
propus, de asemenea, sia evalueze dacd frecventa de inlocuire a protezelor fonatorii este
dependentd de factori ce tin de pacient, precum varsta acestuia sau comorbiditatile existente,

de caracteristicile protezei, cum ar fi tipul sau diametrul acesteia sau de factori ce vizeaza



expunerea protezelor fonatorii la un mediu biologic activ care favorizeaza dezvoltarea
biofilmului. Specific, am testat ipoteza influentei compozitiei biofilmului asupra frecventei de
schimbare a protezelor. In ceea ce priveste impactul asupra calitatii vietii pacientilor, am
evaluat, prin intermediul unui chestionar cu 10 itemi, dinamica din punct de vedere emotional
si functional a pacientilor comparand raspunsurile acestora odata cu trecerea timpului.

Pentru aprofundarea studiului biofilmului cantonat la nivelul protezelor fonatorii, am
analizat, utilizand tehnica microscopiei electronice de baleiaj, morfologia biofilmului de pe
suprafata unei proteze fonatorii. In studiul de caz efectuat, am evidentiat caracteristicile
topografice ale acumuldrii biofilmului pe cele patru zone principale ale protezei si anume
flansa esofagiand, corpul protezei, lumenul acesteia si flansa traheala.

In cadrul partii generale a lucririi sunt prezentate notiuni ce vizeazi patologia
neoplazicd laringiana si interventia de laringectomie totala (Capitolul 1), istoricul metodelor
de reabilitare fonatorie, cu accent pe evolutia protezelor fonatorii in acest cadru (Capitolul 2),
structura biofilmelor, metode de evaluare si combatere a acestora (Capitolul 3) si nu in ultimul
rand, aspecte distinctive ale progreselor din domeniul nanotehnologiei pe inhibarea colonizarii
biofilmelor de pe suprafata dispozitivelor medicale si, in particular, pe protezele fonatorii
(Capitolul 4).

Pentru atingerea obiectivelor propuse, am analizat un lot de 12 pacienti care au efectuat
interventia de laringectomie totald si care au ales ca metoda de reabilitare fonatorie utilizarea
protezelor fonatorii. Studiul observational reuneste parametri ce tin de momentul implantarii
protezei fonatorii raportat la interventia de laringectomie, frecventa de inlocuire a protezelor,
precum si analiza compozitiei din punct de vedere microbiologic a secretiilor recoltate de la
nivelul protezei fonatorii si din situsul de implantare (fistula traheo-esofagiana).

Partea speciala include, de asemenea, studiul unor strategii de combatere a biofilmelor
de pe protezele fonatorii bazate pe aplicatiile nanotehnologiei. Desi problema ridicata este una
de nisd, care exploreazd in profunzime aceastd provocare asociatd folosirii butoanelor
fonatorii, literatura de specialitate furnizeaza o cantitate apreciabila de informatii pe subiect.
Metodele de impiedicare a dezvoltarii biofilmului cuprind trei paliere de abordare: tratamentul
profilactic al siliconului de pe protezele vocale (prin administrarea de probiotice, de exemplu),

intelegerea temeinica a comportamentului adaptativ al biofilmelor la conditiile



laringofaringiene si modificarea suprafetelor din punct de vedere fizico-chimic, prin aplicarea
anumitor compusi cum ar fi acoperirea cu diferite metale sau chiar nanomateriale.

Strategia de modificare a suprafetelor a reprezentat un punct de interes in elaborarea
lucrarii si, in acest scop, am studiat, identificat si evaluat eficienta proprietatilor anti-biofilm a
unor nanocompusi specifici.

Primul studiu prezinta, in cadrul capitolului 6, fabricarea unor invelisuri bazate pe
nanostructuri de magnetita, polietilenglicol si o moleculd biologic activa (polimixina B), care,
prin aplicarea pe suprafata protezelor vocale au generat inhibarea biofilmelor de
Staphylococcus aureus, respectiv Pseuodomonas aeruginosa. Nanoparticulele de magnetita au
fost sintetizate si functionalizate prin tehnica co-precipitdrii, urmata de depunerea acestora sub
forma de Invelisuri subtiri folosind tehnica MAPLE. Nanostructurile si inveligurile obtinute au
fost caracterizate prin tehnici precum difractia cu raze X (XRD), analiza termogravimetrica si
calorimetrie cu scanare diferentiala (TGA-DSC), microscopia electronica de transmisie cu arie
selectata de difractie (TEM-SAED), spectroscopia in infrarosu cu transformata Fourier (FT-
IR), microscopia in infrarosu (IRM), microscopia electronica de scanare (SEM), dar si prin
testare biologica, compusa din teste de viabilitate celulara si teste anti-biofilm. Modificarea
suprafetei protezei fonatorii cu nanocompusul FesOs@PEG/PM a condus la reducerea
numarului de UFC péana la patru ordine de marime in cazul tulpinilor de S. aureus, respectiv
pana la de cinci ori in cazul tulpinilor de P. aeruginosa.

Cel de-al doilea studiu, prezentat in capitolul 7, a explorat functionalizarea unor
nanostructuri magnetice cu streptomicind, respectiv neomicind si incorporarea acestora in
structuri sferice pe bazd de polimeri. Testele de viabilitate celulard si cele antimicrobiene au
subliniat biocompatibilitatea acestor compusi cu celulele umane diploide si au evidentiat
efectul lor antimicrobian pe bacterii oportuniste Gram-negative (P. aeruginosa) si Gram-
pozitive (S. aureus).

Fiind situatd la intersectia dintre otorinolaringologie si microbiologie tema este una de
interes atit pentru practica clinica, cat si pentru cercetarea stiintifica fiind fundament pentru
cercetari suplimentare, cu extensie catre domenii conexe medicinei, precum bioingineria

medicala.



5. Evaluarea particularitatilor unui lot de pacienti laringectomizati
purtatori de proteze fonatorii

Scopul studiului observational descriptiv retrospectiv derulat a reunit identificarea
principalului motiv pentru inlocuirea protezelor fonatorii si evaluarea compozitiei biofilmului
dezvoltat la nivelul situsului de implantare a protezei, in fistula traheo-esofagiana, precum si
de pe proteza fonatorie. Elementul central al acestei cercetari a fost evaluarea microbiologica a
probelor recoltate de pe protezele disfunctionale, dupd indepartarea acestora, precum si din
fistula traheo-esofagiana. Probele recoltate din locatia din urma vor fi denumite in continuarea
lucrarii drept ,,secretie plagd”. Probele au fost testate pentru a identifica agentii patogeni, de
tip bacterian sau fungic care colonizeaza locatiile mentionate, si pentru a furniza antibiograma,
respectiv antifungigrama, iar rezultatele au fost comparate cu cele din literatura de specialitate.

Criteriile de includere a pacientilor in studiu au fost urmatoarele:

e pacientii internati in cadrul Departamentului ORL al Spitalului Universitar de
Urgenta Militar Central "Dr. Carol Davila", in perioada octombrie 2018- mai 2023, cu
diagnosticul de neoplasm faringo-laringian operat (laringectomie totala);

e lipsa contraindicatiilor pentru interventia chirurgicald/anestezie:

e pacientii au semnat consimtamantul informat conform Declaratiei de la Helsinki.

In urma aplicarii acestor criterii, am inclus 12 pacienti cu diagnosticul de neoplasm
avansat de laringe, care au suferit interventia de laringectomie totald. Toti pacientii din grupul
selectat au optat pentru montarea protezei fonatorii ca modalitate de reabilitare vocald post-
laringectomie totald. Astfel, s-au efectuat in total 54 de interventii de montare a protezei
fonatorii sau de inlocuire a protezei uzate cu un dispozitiv fonator nou, acestea fiind realizate
in perioada octombrie 2018 — mai 2023. La 5 dintre acesti pacienti protezele fonatorii s-au
montat pentru prima datd in timpul deruldrii studiului (41.66%). Corespunzator, in cazul
celorlati 7 pacienti interventiile au fost reprezentate de indepartarea protezelor uzate si
inlocuirea acestora cu un dispozitiv fonator nou, adica reinsertie dispozitiv fonator, efectuate
la intervale de timp variabile, dependente de factori subiectivi, precum complianta pacientului,
cat mai ales de factori obiectivi cum ar fi degradarea functionald a dispozitivului fonator,
precum si aparitia complicatiilor.

Este de mentionat faptul cd toate protezele fonatorii au fost montate secundar

interventiei de laringectomie in planul de reabilitare fonatorie, la un interval de timp de
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aproximativ un an post-interventie (in cele mai multe cazuri fiind durata pentru completarea
radioterapiei).

Parametrii studiati la lotul de pacienti selectati :

- Mijloacele terapeutice utilizate la pacienti si evaluarea impactului asupra calitatatii
vietii prin asigurarea unei functionalitati optime;

- Gradul de reabilitare fonatorie;

- Dezvoltarea infectiilor locale sau pe proteza -fungice, bacteriene, mixte;

- Proiectarea, sinteza si evaluarea proprietatilor antiaderente microbiene a
nanostructurilor testate;

- Respingerea dispozitivului protetic;

- Patologie inflamatorie si infectioasa la nivel bronho-pulmonar.

Parametrii studiati sunt completati de date generale precum varsta, sex, mediul de
provenientd, forma histopatologica, diagnosticul principal la externare si diagnostice asociate
(care sporesc complexitatea cazuisticii), durata de spitalizare si decontul/pacient, precum si
analize specifice.

Ipoteza nuld este ca durata de utilizare a protezelor fonatorii nu este influentata de
compozitia biofilmului care le colonizeaza, acesta fiind analizat indirect prin intermediul
secretiilor recoltate si, in cadrul unui studiu de caz, biofilmul a fost vizualizat si caracterizat in
detaliu folosind tehnica microscopiei electronice de baleiaj. Tn acest scop, am separat
intervalele de Tnlocuire Tn patru categorii: sub 4 luni, 4-6 luni, 7-11 luni, peste 12 luni si am
examinat particularitatile fiecarui grup referitoare la compozitia coloniilor de microorganisme
de pe proteze si din plagd, precum si alti parametri vizand varsta, comorbiditatile, tipul

protezei fonatorii folosite.
5.2. Prezentarea generala a lotului

Dintre pacienti, 91.67% au fost barbati (n=11), respectiv 8.33% femei (n=1), raportul
dintre barbati si femei fiind de 11:1.

La momentul diagnosticdrii cu neoplasm avansat de laringe, pacientii aveau varste
cuprinse Intre 46 si 67 ani, cu o varstd medie de 59.25 ani (deviatia standard 6.25; CI: [55.28;
63.22]) si o varstda mediand de 61.50 ani. La momentul efectudrii interventiei de
montare/inlocuire proteza, pacientii aveau varste cuprinse intre 46 si 73 ani, cu o varsta medie

de 63.81 ani (deviatia standard 7.10; CI: [61.88; 65.75]) si o varstd mediana de 64 ani.
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5.3. Rezultate
5.3.1. Durata de exploatare a protezelor fonatorii

Tnlocuirea protezei fonatorii s-a efectuat intre 1 si 45 luni de la data montirii acesteia,
in medie dupd 8.07 luni (deviatia standard 6.38; CI: [6.10; 10.04]), mediana inlocuirilor fiind
la 6 luni.

In aproape jumatate din cazuri inlocuirea s-a efectuat intre 4 si 6 luni, iar in mai mult de o
treime din cazuri intre 7 si 12 luni. Astfel, inlocuirea dispozitivului s-a realizat:

e In mai putin de 4 luni de la montare: in 4.69% din cazuri (n=2),

e Tntre 4 — 6 luni: Tn 48.84% din cazuri (n=21),

e Tntre 7 — 12 luni: n 37.21% din cazuri (n=16),

e Dupa mai mult de 12 luni: 1n 9.30% din cazuri (n=4).

In continuare, am evaluat dacd existd o asociere semnificativa statistic intre varsta
pacientilor si frecventa de Tnlocuire separatd in cele patru grupuri mentionate, raspunsul fiind

ca nu se poate stabili o astfel de asociere (valoarea p=0.244).
5.3.2.Motivele pentru inlocuirea protezelor fonatorii

Tn majoritatea cazurilor analizate, cauza care a condus la nlocuirea protezei fonatorii a
fost reprezentatd de scurgerea transprotetica, datoratd fie acumuldrii de biofilm pe flansele
protezei fonatorii, fie din cauza blocdrii lumenului acesteia. Obstructia lumenului protezei este
principalul factor care a determinat deteriorarea functiei butonului fonator in 85% din cazuri
(46 dintre protezele inlocuite). In 4 situatii, cauza a fost secundari modificarilor dimensiunilor
fistulei traheo-esofagiene, asadar 7,5% din cazuri, pe cand in alte 4 situatii scurgerile au fost

peri-protetice. Nu au fost inregistrate complicatii infectioase pulmonare sau sistemice.

Analiza microbiologicid a secretiilor din fistula traheo-esofagiana (plaga) si de pe

protezele fonatorii

In urma analizei microbiologice din secretiile de la nivelul pligii, s-a confirmat
colonizarea bacteriand 1n 66.67% din cazurile analizate (n=24). Secretiile au confirmat
colonizarea plagii preponderent cu o singura specie de bacterie (in 75% din cazuri, n=18),

urmata de prezenta simultand a doua specii bacteriene (in 20.83% din cazuri, n=5), si, mai rar,



cu trei specii de bacterii (in 4.17% din cazuri, n=1). Nu s-a remarcat o asociere semnificativa
statistic intre intervalul de inlocuire a protezei si prezenta bacteriilor (p=0.394).

Corespunzdtor, analiza microbiologicad a secretiilor de la nivelul protezelor fonatorii, a
confirmat prezenta bacteriilor in 52.78% din cazurile analizate (n=19). Secretiile au fost
populate preponderent cu o singurd specie bacteriana (in 84.21% din cazuri, n=16), cu doua
specii de bacterii concomitent (in 10.53% din cazuri, n=2), si, mai rar, cu trei specii de bacterii
(in 5.26% din cazuri, n=1).

Tn ceea ce priveste colonizarea fungici a plagii, aceasta a fost descoperita in 69.44% din
cazurile analizate (n=25). Tn majoritatea cazurilor, au fost identificate colonii dintr-o singura
specie (in 76% din cazuri, n=19), insa au fost intdlnite relativ frecvent si asocieri de doua
specii de fungi (in 24% din cazuri, n=6). Nu s-a remarcat o asociere semnificativa statistic
intre varsta pacientului si prezenta fungilor in secretiile de la nivelul plagii (p=0.559).

Similar, evaluarea colonizarii fungice a suprafetei protezelor a identificat prezenta
fungilor in 77.78% din cazurile analizate (n=28). In majoritatea cazurilor secretiile au fost
populate cu o singurd specie de fungi (in 78.57% din cazuri, n=22), insd au fost Intilnite
relativ frecvent si asocieri de doud specii de fungi (in 21.43% din cazuri, n=6). Nu s-a
remarcat o asociere semnificativa statistic intre intervalul de inlocuire a protezei si prezenta
fungilor (p=0.313).

In secretiile recoltate de pe protezele fonatorii au fost detectate 7 specii bacteriene si 5
specii fungice, acesti agenti patogeni regasindu-se atat sub forma unor colonii tip monospecie,
cat si grupate in asocieri polimicrobiene. Corespunzator, in plagad au fost identificate 10 specii
bacteriene si de asemenea 5 specii fungice, care au colonizat traiectul fistulei fie sub forma de
culturi mono- sau poli-specie bacteriana, respectiv fungicd, fie prin asociere in colonizare

mixtad polimicrobiana.

5.3.3. Analiza secretiilor recoltate din fistula traheo-esofagiana
In functie de tipul de culturi identificata la analiza secretiilor recoltate de la nivelul

plagii a fost obtinuta urmatoarea distributie in cadrul celor 4 intervale stabilite:

e Inlocuire dupa mai putin de 4 luni: pligile au prezentat in 100% din cazuri culturi

bacteriene (n=2),



e Inlocuire dupa 4-6 luni: 31.58% din cazuri au prezentat culturi exclusiv bacteriene
(n=6), 26.32% culturi exclusiv fungice (n=5), 36.84% culturi mixte bacteriene
+fungice (n=7), respectiv 5.26% nu au prezentat crestere microbiana (n=1);

e Inlocuire dupi 7-12 luni: 15.38% din cazuri au prezentat culturi bacteriene (n=2),
46.15% culturi fungice (n=6), respectiv 38.46% culturi mixte bacteriene + fungice
(n=5);

e Inlocuire dupa mai mult de 12 luni: toate cazurile (100%) au prezentat culturi mixte
bacteriene + fungice (n=2).

Tn continuare, am aprofundat modalitatea de asociere a speciilor de microorganisme in

secretiile din plaga, distribuite in functie de intervalul de inlocuire a protezei (Fig.5.1):

e Inlocuire dupa mai putin de 4 luni: toate secretiile (100%) au prezentat monocultura
bacteriana (n=2);

e Inlocuire dupa 4-6 luni: 26.32% din cazuri au prezentat monocultura bacteriana (n=>5),
21.05% monocultura fungi (n=4), 15.79% culturi mixte, compuse dintr-o specie bacteriana si
una fungica (n=3), 15.79% din doua specii bacteriene si una fungica (n=3), 5.26% culturi de o
specie bacteriana si doua fungice (n=1), 5.26% culturi de mai multe bacterii (n=1), 5.26%
culturi de mai multi fungi (n=1), respectiv 5.26% nu au dezvoltat culturi bacteriene/fungice
(n=1);

e Inlocuire dupa 7-12 luni: 7.69% din cazuri au prezentat monoculturd bacteriana (n=1),
30.77% monoculturd fungi (n=4), 23.08% culturi mixte, cu o specie bacteriana si una fungica
(n=3), 7.69% cu doua specii bacteriene si una fungica (n=1), 7.69% cu o specie bacteriana si
doua fungice (n=1), 7.69% culturi de mai mult de doud specii bacteriene (n=1), respectiv
15.38% culturi de mai mult de douad specii de fungi (n=2);

e Inlocuire dupa mai mult de 12 luni: 50% din cazuri au prezentat culturi formate dintr-o
specie bacteriand si una fungica (n=1), respectiv 50% culturi dintr-o specie bacteriana si doua
fungice (n=1). Nu s-a remarcat o asociere semnificativa statistic intre rezultatul secretiilor la

nivelul plagii si intervalul de inlocuire a protezei. (p=0.635)
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Fig. 5.1 Distributia cazurilor in functie de rezultatul secretiilor la nivelul plagii si

intervalul de inlocuire a protezei
Culturi microbiene si polimicrobiene din plaga

Referitor la colonizarea bacteriand a plagii, o treime dintre secretiile analizate din punct de
vedere microbiologic au confirmat prezenta Pseudomonas aeruginosa (in mai mult de 3 din 10
cazuri), insa a fost intalnit frecvent si Staphylococcus aureus (in 1 din 6 cazuri) sau Klebsiella
Pneumoniae (in aproximativ 1 din 10 cazuri).

In ceea ce priveste colonizarea fungici a plagii, s-a confirmat prezenta Candida tropicalis
la mai mult de un sfert din cazuri (in 1 din 4 cazuri), insa au fost intalnite frecvent si Candida
krusei (in mai mult de 1 din 5 cazuri), Candida albicans, Candida glabrata, respectiv alte
specii de Candida non-albicans (fiecare dintre acestea in mai mult de 1 din 10 cazuri).

Pentru a clarifica eventualitatea unei asocieri semnificative intre compozitia secretiilor de
la nivelul plagii si frecventa de inlocuire a butonului fonator, am aprofundat studiul distributiei
microorganismelor identificate in intervalele de exploatare ale protezelor, fara a obtine insa
asocieri semnificative statistic intre prezenta specifica a tulpinilor de bacterii, respectiv fungi

si intervalul de Tnlocuire al protezelor.
5.3.4.Analiza secretiilor recoltate de pe protezele fonatorii

Similar, am evaluat natura secretiilor de pe protezele fonatorii in functie de agentul

patogen, separat pentru cele 4 intervale, precum si maniera de asociere a speciilor identificate



impartitd in monoculturi bacteriene, respectiv fungice sau diferite asocieri intre speciile
bacteriene si fungice, raportata la intervalele de inlocuire.

In ceea ce priveste natura biofilmului de pe protezele fonatorii am obtinut urmatoarele
rezultate:

e Inlocuire dupa mai putin de 4 luni: protezele au prezentat in 50% din cazuri culturi
bacteriene (n=2), respectiv in 50% din cazuri culturi fungice (n=1);

e Inlocuire dupa 4-6 luni: 26.32% din cazuri au prezentat culturi exclusiv bacteriene
(n=5), 36.84% culturi exclusiv fungice (n=7), respectiv 36.84% culturi mixte bacteriene
+fungice (n=7);

e Inlocuire dupa 7-12 luni: 7.69% din cazuri au prezentat culturi bacteriene (n=1),
53.85% culturi fungice (n=7), respectiv 38.46% culturi mixte bacteriene + fungice (n=5);

e Inlocuire dupa mai mult de 12 luni: protezele (n=2) au prezentat o culturd exclusiv
fungica, respectiv una mixta, bacteriana si fungica

In functie de agentul patogen identificat in culturile microbiene sau polimicrobiene,
secretiile de la nivelul protezelor fonatorii au fost identificate urmatoarele asocieri, raportat la
intervalele de inlocuire (Fig.5.2):

e Inlocuire dupd mai putin de 4 luni: 50% dintre secretii au prezentat monocultura
bacteriana (n=1), respectiv 50% monocultura fungica (n=1);

e Inlocuire dupa 4-6 luni: 21.05% din cazuri au prezentat monocultura bacteriana (n=4),
15.79% monocultura fungica (n=3), 31.58% culturi mixte cu o specie bacteriana + o specie
fungica (n=6), 5.26% culturi mixte polimicrobiene cu doud specii bacteriene + o specie
fungica (n=1), 5.26% culturi de mai multe bacterii (n=1), respectiv 21.05% culturi de mai
multi fungi (n=4);

e Inlocuire dupa 7-12 luni: 7.69% din cazuri au prezentat monoculturd bacteriana (n=1),
46.15% monoculturd fungici (n=6), 23.08% culturi mixte formate dintr-o specie bacteriana si
una fungicd (n=3), 7.69% culturi de doua specii bacteriene si una fungica (n=1), 7.69% culturi
de 1B+2F (n=1), respectiv 7.69% culturi de mai multe fungi (n=1);

e Inlocuire dupa mai mult de 12 luni: 50% din cazuri au prezentat monoculturi fungi
(n=1), respectiv 50% au prezentat culturd mixtd compusa dintr-o specie bacteriand si una
fungica (n=1). Nu s-a remarcat o asociere semnificativa statistic intre rezultatul secretiilor la

nivelul protezei si intervalul de inlocuire a acesteia. (p=0.130)
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Fig. 5.2 Distributia cazurilor in functie de rezultatul secretiilor de la nivelul protezei raportat la

intervalul de Tnlocuire a acesteia

Culturi microbiene si polimicrobiene de pe protezele fonatorii

In ceea ce priveste compozitia bacteriani a secretiilor recoltate de la nivelul protezelor
fonatorii, cele mai frecvent identificate specii bacteriene au fost Pseudomonas aeruginosa,
urmati de Staphylococcus aureus si Klebsiella pneumoniae. In privinta compozitiei fungice a
secretiilor de la nivelul plagii, s-a depistat Candida tropicalis la aproape o treime din cazuri,
insa au fost intdlnite frecvent si Candida krusei (in mai mult de 1 din 4 cazuri), Candida
albicans, Candida glabrata, respectiv alte specii de Candida non-albicans (fiecare dintre

acestea Tn mai mult de 1 din 10 cazuri).

Profiluri microbiene si polimicrobiene ale secretiilor recoltate

Studiul rezultatelor obtinute a fost aprofundat prin evaluarea modului de organizare a
celor mai frecvent identificate microorganisme sub forma de monoculturi sau in asocieri cu
alte tulpini (polimicrobiene) sau clase de microorganisme (mixte), atat pentru secretiile din
fistuld, cat mai ales pentru cele de pe protezele fonatorii.

A fost aplicat un test Chi-patrat pentru a testa corelarea dintre natura biofilmului de la
nivelul protezei si intervalul de inlocuire a acesteia. Existd o asociere semnificativa statistic
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intre natura biofilmului si frecventa inlocuirii protezei, ¥>=21.773, p=0.010, iar coeficientii Phi
(0.778) si V al lui Cramer (0.449) releva ca legatura dintre cele doud variabile este una de
intensitate puternica (p=0.010).

Acest test statistic, impreund cu reprezentarea grafica, ne indica faptul ca exista o
puternica tendintd de asociere intre colonizarea microbianad si intervalele mai scurte de
inlocuire a protezelor fonatorii. Se remarca de asemenea faptul cd natura biofilmului este

particulara fiecarui interval, cu predominanta fungica pe masura ce intervalul creste.
5.3.7. Asocierea dintre tipul protezei fonatorii si durata de exploatare

Un alt aspect pe care I-am evaluat este reprezentat de asocierea dintre tipul protezei
fonatorii si durata de exploatare. A fost aplicat un test Chi-patrat pentru a testa corelarea dintre
tipul de proteza folositd si intervalul de inlocuire a acesteia. Existd o asociere semnificativa
statistic intre tipul de protezd si frecventa inlocuirii protezei, ¥?=17.775, p=0.007, iar
coeficientii Phi (0.684) si V al lui Cramer (0.484) releva ca legatura dintre cele doua variabile
este una de intensitate puternica (p=0.007).

Durata medie de folosire a protezelor Provox Vega a fost de 6.08 luni, cu o mediand a
inlocuirilor la 6 luni, pe cand, in cazul protezelor Blom Singer Classic, durata de exploatare a
fost de 12.50 luni, cu o mediana a inlocuirilor la 9.50 luni. in ce priveste protezele Provox 2,

durata medie de utilizare a fost de 10.40 luni, cu o mediana a Inlocuirilor la 10 luni.
5.3.8. Evaluarea impactului asupra calititii vietii pacientilor

In vederea aprecierii influentei utilizarii protezei fonatorii asupra calitatii vietii
pacientilor laringectomizati, 9 din cei 12 pacienti au raspuns itemilor chestionarului specific
VR-QOL (Voice Related-Quality of Life). Chestionarul a inclus 10 intrebari referitoare la
dificultdtile cu care s-au confruntat pacientii, punand accent pe schimbdrile din sfera psiho-
sociald. Itemii 1, 2, 3, 6, 7 s1 9 corespund domeniului fizic-functional, pe cand itemii 4, 5, 8 si
10 exploreazd zona socio-emotionald. Raspunsurile au fost masurate pe o scala Likert in 5
puncte, unde 1 a insemnat ca pacientului nu 1 se aplicd deloc situatia expusa in intrebare, iar 5
ca i se aplica foarte mult. Chestionarul a fost aplicat la prima si la ultima interventie de cand
au fost inrolati in studiu, momente denumite in continuare To si T1.

S-a remarcat o reducere semnificativa a scorului obtinut intre cele doud momente ale

aplicdrii chestionarului, impactul asupra calitatii vietii pacientilor fiind mult mai mare imediat
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dupd montarea protezei decat ulterior, cand acestia si-au adaptat stilul de viatd integrand noul
statut, cel de purtator de proteza fonatorie in activitatile cotidiene

Aplicarea testului Wilcoxon signed-rank a indicat ca pacientii au inregistrat o scadere
semnificativa statistic a scorului obtinut la finalul studiului (momentul T1) comparativ cu
scorul obtinut la inceput (momentul To) (Z= -2.552, p=0.011). Scaderea scorului indica faptul
cd, odata cu trecerea timpului, pacientii nu se mai considera atat de afectati (de dificultatile
expuse in chestionar) precum erau la Tnceput. De asemenea, calcularea unui coeficient de
corelare Spearman a indicat ca existd o puternica tendintd ca aceasta scddere a scorului sa fie

tot mai mare pe masura ce trece mai mult timp (rs=0.714, p=0.031).
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6. Studiul 1 in vitro Utilizarea nanoparticulelor magnetice acoperite cu polietilen-glicol si
functionalizate pentru modularea biofilmelor microbiene de pe protezele fonatorii

6.1. Introducere

In contextul dezvoltirii rezistentei microorganismelor la agentii antimicrobieni
conventionali se contureaza necesitatea de a crea alternative Tmbunatatite pentru combaterea
biofilmelor recalcitrante la tratament. O optiune de interes se bazeazd pe exploatarea
avantajelor marcate de progresele nanotehnologiei si folosirea acestora pentru dezvoltarea
unor suprafete bioactive inovatoare cu proprietdati antibiofilm. Mai exact, acoperirea
dispozitivelor medicale si a implantelor cu un strat compus dintr-o nanostructura cu proprietati
antimicrobiene reprezinta o variantd terapeutica avantajoasa.

Un numar substantial de studii derulate cu punctul de plecare de la aceste considerente
au condus cdtre nanoparticulele magnetice, in general si la cele de magnetita, In particular.
Aceste nanoparticule magnetice de oxid de fier prezintd o serie de proprietati favorabile,
printre care: disponibilitate, versatilitate, costuri scazute, superparamagnetism, camp de
saturatie ridicat, rezistenta electricd si termica ridicate, biocompatibilitate, sunt ecologice si
biodegradabile, fara toxicitate pentru organismul uman, cu potential antimicrobian intrinsec,
si, nu in ultimul rand, posibilitatea de functionalizare.

Totusi, nanoparticulele de magnetitd au un dezavantaj dat de instabilitatea in aer, dupa o
expunere prelungitd prezentand tendinta de oxidare la maghemitd. Mai mult, nanoparticulele
de magnetitd netratate nu pot forma fluide stabile si au predispozitia de aglomerare dupa
producere. Pentru depdsirea acestui dezavantaj, nanoparticulele de magnetitd necesare in
aplicatiile biomedicale sunt in general protejate de invelisuri compuse din diferite materiale
biocompatibile, cum ar fi polizaharide naturale, materiale sintetice inerte si acizi organici cu
structuri variate.

Cu scopul identificarii unor compusi cu proprietati combative pe biofilmele bacteriene
de pe protezele fonatorii, am derulat un studiu in urma cdruia prezentdm obtinerea unui
material compus din magnetita, polietilen-glicol (PEG) si polimixina B ce are aplicatii
terapeutice antimicrobiene. In mod particular, redim sinteza si caracterizarea nanoparticulelor
de magnetitd functionalizatd si fabricarea invelisurilor subtiri bazate pe magnetita. Aceste

invelisuri inovatoare de nanostructuri au fost caracterizate din punct de vedere compozitional,
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morfologic si biologic folosind diferite tehnici fizico-chimice precum difractia cu raze X
(XRD), analiza termogravimetricd si calorimetrie cu scanare diferentiala (TGA-DSC),
microscopia electronicd de transmisiec cu arie selectatd de difractie (TEM-SAED),
spectoroscopia in infrarosu cu transformata Fourier (FT-IR), microscopia in infrarosu (IRM),
microscopia electronicd de scanare (SEM), dar si biologice, prin aplicarea testelor de
viabilitate celulara si a testelor anti-biofilm.
6.2.Material si metode
6.2.1.Prepararea nanoparticulelor functionalizate si a invelisurilor pe baza de
polimeri
Nanoparticulele de magnetita functionalizate prin acoperire cu PEG au fost sintetizate
printr-o metoda de co-precipitare, care a implicat prepararea prealabila a doua solutii, una pe
baza de precursori de fier si cea de-a doua continand polietilen glicol, hidroxid de amoniu si
apa deionizati. In urma procesului de sinteza a rezultat o cantitate de 0.9 g de magnetita, care
a fost apoi separata in doua parti: una asupra careia nu s-a intervenit, pe cand ce-a de-a doua a
fost amestecata mecanic cu 0,05 g polimixina intr-un mL de cloroform.
Invelisurile formate la o fluenta laser de 400 mJ/cm? au fost depuse folosind tehnica
MAPLE pe probe cu dimensiunea de 1 x 1 cm de sticla, pe o sectiune printr-o proteza
fonatorie si substrat de siliciu (1 0 0) dublu polisat. Acestea au fost curdtate conform unei

proceduri interne a laboratorului
6.2.5. Evaluarea antibiofilm la 24 h si 48 h

Proprietatile antibiofilm au fost testate prin expunerea structurilor sintetizate la tulpinile
bacteriene de Staphylococcus aureus si Pseudomonas aeruginosa.

Pentru a testa efectul suprafetelor acoperite de nanostructuri pe dezvoltarea de biofilm,
probele au fost sterilizate prin expunerea timp de 20 min pe fiecare parte la radiatii UV. In
continuare, fiecare fragment de material astfel sterilizat a fost plasat, individual, pe o placa de
cultura cu 6 godeuri, urmatd de addugarea a 2 mL de substrat nutritiv si, consecutiv, de
inocularea a 50 pLL de suspensie bacteriand corespunzatoare unei densitati McFarland de 0,5
(aproximativ 1,5 x 108 (unititi formatoare de colonii)/mL). Plicile preparate in maniera
descrisa au fost lasate la incubat timp de 24 h la temperatura de 37 °C. Ulterior, materialele au
fost spalate cu solutie tampon fosfat salin (TFS), iar mediul de cultura a fost inlocuit cu unul

proaspdt pentru a asigura dezvoltarea biofilmului. Placile au fost incubate pentru 24 h,

15



respectiv 48 h, dupd care specimenele au fost din nou spalate cu solutie TFS si plasate in
eprubete continind 1 mL de TFS. Eprubetele au fost viguros amestecate timp de 30 de
secunde pentru a detasa celulele de biofilm. Suspensiile celulare obtinute au fost diluate si
insdmantate pe placi cu mediu de cultura solid pentru a obtine si cuantifica numarul de unitati

formatoare de colonii/ mL (UFC/mL).

6.2.6. Evaluarea biocompatibilitatii

Proprietatea de biocompatibilitate a materialelor sintetizate a fost studiata prin testare pe
osteoblasti murinici. Probele au fost sterlizate prin expunere UV timp de 20 de minute pe
fiecare parte si plasate n placi de culturd cu 6 godeuri, urmatd de adaugarea celulelor la o
densitate de 4 x 10* celule/cm?. Pentru vizualizarea celulelor, dupi 24 de ore de incubatie, s-a
utilizat un microscop inversat cu faza de contrast tip Olympus.

Testul MTT a fost aplicat pentru evaluarea viabilitdtii celulare in prezenta materialelor
galbena de catre celulele metabolic active, la culoarea albastru inchis, specificd pentru
cristalele de formazan. Coeficientul de reducere este proportional cu numarul celulelor viabile,
fiind, din acest motiv, un indicator pentru integritatea celulard. Masurdtorile de
spectrofotometrie ale absorbtiei au fost facute la o lungime de unda de 595 nm, folosind un
cititor de placi Appliskan Thermo Scientific.

Concentratia de oxid nitric (NO) eliberat de catre celule in mediul de culturd a fost

determinat prin metoda Griess.

6.3. Rezultate

Examinarea proprietatilor anti-aderente ale protezelor fonatorii modificate prin folosirea
nanoparticulelor Tmpotriva biofilmului de Staphylococcus aureus a condus la rezultate
favorabile. Dupa un interval de 24 h, respectiv 48h, probele de control de culturi celulare
prezintd un grad ridicat de UFC/mL si anume 1.3x10° UFC/mL, respectiv 1.4x10™ UFC/mL.
Comparativ, modificarea utilizand nanostructuri a suprafetelor protezelor fonatorii a condus la
o reducere a numarului de UFC/mL pana la patru ordine de marime. Concret, n cazul
invelisurilor de FesO4s@PEG/PM s-a inregistrat o valoare de 1.4x10° UFC/mL 1in cazul
biofilmelor la 24 h de incubatie si, corespunzitor, de 1.1x10” UFC/mL pentru biofilmele dupa
48 h. Rezultatele sunt prezentate sintetic in Fig. 6.a). Aceste rezultate sustin caracterul anti-

aderent pronuntat pe dezvoltarea biofilmelor de Staphylococcus aureus.
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Fig. 6. Evaluarea dezvoltarii biofilmului de a) Staphylococcus aureus, respectiv b)
Pseudomonas aeruginosa la 24 h si 48 h de incubatie, In prezenta, respectiv absenta

invelisurilor subtiri bazate pe PEG si functionalizate cu antibiotic.

Tn cazul testelor pe biofilmele de P. aeruginosa valorile control ale UFC/mL au fost
similare la 24 h, respectiv 48 h, situdndu-se in jurul valorii de aproximativ 10** UFC/mL.
Aceste rezultate reflectd afinitatea crescutd a tulpinilor de P. aeruginosa pentru colonizarea
suprafetelor dispozitivelor medicale, motiv pentru care acest patogen oportunist se asociazd cu
numeroase infectii nosocomiale, ce ridica dificultéti in ceea ce priveste tratamentul. Mai mult,
comparativ cu analizele derulate pe tulpinile de Staphyloccocus aureus, se remarca un efect
inhibitor mai scazut al ambilor nanocompusi. Concret, in cazul Fe3Os@PEG, valorile
UFC/mL au fost reduse cu un ordin de marime dupa 24 h, cuantificand 1.7x10%° UFC/mL,
respectiv 1.8x10° UFC/mL dupi 48 h. Pe de alti parte, in ceea ce priveste invelisurile de
Fe304@PEG/PM s-a remarcat un efect inhibitor mai pronuntat, acest nanocompus reusind sa
reducd numarul de UFC de P. aeruginosa cu pana la cinci ordine de marime, ajungand la
valoarea de 1.5x10° UFC/mL dupi 24 h de incubare a biofilmului si la 1.2x10” UFC/mL, la 48
h. Rezultatele acestei evaluari sunt prezentate sintetic in Fig. 6.b).

La nivelul probei continand Fe3O4@PEG nu s-au determinat modificari semnificative
ale numarului de celule viabile si ale nivelului de oxid nitric comparativ cu probele control,
ceea ce confirma biocompatibilitatea compusului. Similar, proba pe baza de FesOs@PEG/PM
a manifestat 0 biocompatibilitate satisfacatoare. Poate fi apreciat ca toxicitatea polimixinei a
fost redusd 1n prezenta polimerului PEG folosit pentru functionalizarea nanoparticulelor de

magnetita.
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Capitolul 7 Nanoparticule de magnetita functionalizate cu agenti terapeutici
(streptomicini/neomicind) pentru accentuarea proprietatilor antimicrobiene pe protezele

fonatorii
7.1. Introducere

Antibioticele din clasa aminoglicozidelor au eficientd recunoscutd impotriva
germenilor Gram-pozitivi, Gram-negativi si Mycoplasma, avand variate aplicatii in
tratamentul patologiilor infectioase. Totusi, activitatea antimicrobiand intensa a acestora este
umbritd de aparitia efectelor adverse de insotire, ceea ce le situeaza ca antibiotice de ultima
linie. Asadar, este oportuna identificarea unor terapii alternative combinate pentru a depasi
aceste limitari.

Structurile magnetitd (FesOa), acidul poli-lactic co-glicolic (PLGA), si de chitosan
(CS) au exprimat rezultate Tncurajatoare in diferite terapii sinergice, cum ar fi tratamentul
controlat si tintit al infectiilor (de exemplu Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Candida albicans), al hipertermiei si livrarea tintitd a medicamentelor antineoplazice. Studiul
in vitro prezentat in Capitolul 7 descrie fabricarea unor materiale bazate pe magnetita pentru a
distribui antibioticele streptomicind si neomicind incapsulate in biosferele polimerice de
PLGA-CS-Fe304@NEO si PLGA-CS-Fe304@STR, cu scopul utilizérii lor in indepartarea
biofilmelor ce colonizeaza dispozitivele protetice.

Dupa sinteza, materialele obtinute au fost examinate atat din punct de vedere biologic,
cat si compozitional si morfologic prin urmatoarele metode: difractie cu raze X (XRD),
analiza termogravimetricd cu calorimetrie cu scanare diferentiala (TGA-DSC), microscopie
electronica cu baleiaj (SEM), microscopie electronica de transmisie cu difractie de electroni pe
arie selectata (TEM-SAED), spectroscopie in infrarosu cu transformatd Fourier (FT-IR),

viabilitate celulara si teste antimicrobiene.
7.2. Materiale si metode

7.2.1. Sinteza nanoparticulelor de FesOs@STR si FesOs@NEO si a sferelor
acoperite de polimeri

Nanoparticulele de magnetita functionalizate cu antibiotic au fost obtinute prin metoda

co-precipitirii, folosind Fe?* si Fe*" intr-o proportie de 1:2M, conform referintelor din
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literatura  de  specialitate, iar  microsferele de  PLGA/CS/FesOs@STR  si
PLGA/CS/Fe304@NEO au fost preparate folosind metoda de evaporare a solventului.

7.2.3. Caracterizarea biologica

7.2.3.1 Culturile celulare

Culturile de celule pulmonare umane au fost folosite pentru derularea testelor in vitro.
Aceste culturi celulare au fost pastrate la o temperaturd de 37°C, intr-o atmosfera umeda cu
5% COg, asigurata de folosirea mediului Eagle Minim Esential (EMEM) suplimentat cu ser
fetal bovin 10%. Vizualizarea celulelor si monitorizarea diferitelor etape de crestere a fost

posibild prin folosirea unui microscop inversat cu faza de contrast tip Olympus IX71.
7.2.3.2 Viabilitatea celulara si teste de toxicitate

Viabilitatea celulard dupa expunerea la nanoparticulele si microsferele continand
magnetitd a fost evaluata prin testul MTT [bromura de (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil)
tetrazoliu]. Celulele au fost incubate timp de 24 h intr-un mediu de culturd in absenta
compusilor de sinteza pe baza de magnetitd (proba-control), precum si 1n prezenta acestora.
Dupa inlaturarea mediului de culturd, celulele au fost spalate cu o solutie tampon de fosfat
salin. Ulterior a fost adaugata solutia de MTT (1 mg/mL), iar celulele au fost in continuare
incubate la 37°C timp de doud ore, in conditii de intuneric. Consecutiv indepartarii acestuia,
un volum egal de isopropanol a fost adaugat, prin pipetare, pentru a solubiliza cristalele de
formazan. Masuratorile spectrofotometrice de absorbtie au fost efectuate la o lungime de unda
de 595 nm, cu un cititor de microplaci.

Viabilitatea liniei de culturi celulare MRC-5 a fost de asemenea vizualizata folosind un
microscop inversat cu fluorescenta tip Olympus si kit-ul de evaluare a viabilitatii celulare
LIVE/DEAD®. Sintetic, dupa o perioada de incubatie de 24 h cu nanoparticulele, celulele au
fost spalate folosind solutie Incalzita de tampon fosfat salin si incubate cu amestecul de
ethidium-calceind, timp de 30 de minute, la 37 °C. Dupa un nou proces de spalare cu solutie
tampon fosfat salin, celulele au fost pregatite pentru a fi explorate imagistic.

Stabilirea concentratiei de oxid nitric (NO) din mediul de culturd colectat dupa
expunerea timp de 24 ore la nanoparticule s-a realizat prin utilizarea unui reactiv Griess si a

unei curbe standard de nitrat de sodiu (NaNO2). Aceasta a fost folosita ca referintd pentru
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evaluarea cresterii NO ca o consecinta a efectului citotoxic care declanseaza inflamatia si
moartea celulara.

Nivelul de lactat-dehidrogenaza (LDH) eliberat in mediile de cultura a fost cuantificat
prin aplicarea unui kit specific de evaluare a toxicitatii in vitro, TOX7, centrat pe LDH.
Mediul de cultura a fost colectat dupa 24 h de crestere celulard in prezenta probelor testate.
Absorbtia a fost consemnata cu un cititor de microplaci, in lungimea de unda a fasciculului de
490 nm. Analiza statistica a fost elaborata pe trei replicate ale fiecarei probe prin testul Student
(t) nepereche, iar diferentele au fost considerate semnificative statistic la valori ale lui p <

0.05.
7.2.3.3. Evaluarea antimicrobiana

Evaluarea proprietdtilor antibacteriene ale nanocompusilor a fost derulatd prin
expunerea la speciile bacteriene de Staphylococcus aureus si Pseudomonas aeruginosa.
Stabilirea concentratiei minime inhibitorii (CMI) a sferelor si nanoparticulelor sintetizate
s-a realizat printr-o metoda cantitativa bazata pe o serie de microdilutii binare in mediu lichid,
distribuite in 96 godeuri ale placii de cultura. In primul godeu al fiecdrui rind a fost adaugati o
cantitate corespunzatoare concentratiei 1000 ug/mL. Cu ajutorul unei micropipete, au fost
realizate dilutii binare pand la o concentratie finald de 0.05 pg/mL. Dupd finalizarea
microdilutiilor, 15 pL de suspensie de densitate 0.5 McFarland au fost adaugate in fiecare
godeu. Plicile insamantate au fost incubate timp de 24 h la 37 °C si, dupa incubare, a fost
determinatd, prin examinare vizuald, valoarea CMI pentru fiecare probad ca cea mai scazuta
concentratie la care s-a observat absenta cresterii microbiene (tradusa prin lipsa turbiditatii).
Valoarea a fost confirmatd prin consemnarea absorbtiei specifice culturilor microbiene intr-un

fascicul de 600 nm folosind un spectrofotometru.
7.3. Rezultate
7.3.3. Rezultatele evaluirii biologice
7.3.3.1. Viabilitatea celulara

Tn ceea ce priveste caracterizarea din punct de vedere biologic a materialelor sintetizate,
procentul de celule metabolic active a fost evaluat dupd 24 h prin testul MTT efectuat pe

fibroblasti pulmonari umani. Nu au fost depistate modificari semnificative pentru
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nanoparticulele de FesOs@STR si FesO4@NEO in comparatie cu proba control, cuantumul
celulor viabile expuse la aceste nanostructuri fiind de 96% din valoarea celor netratate.

O crestere de 11% a viabilitatii celulare a fost observatd insda pentru microsferele de
PLGA/CS/PVA-Fes04@NEO, comparativ cu cele control, netratate. Rezultatele au fost
calculate ca medie+deviatie standard a trei replicate si exprimate raportat la celulele-control
(rezultatul p<0.05 comparativ cu proba-control). Efectul rezultat este semnificativ statistic si
poate fi corelat cu biocompatibilitatea accentuatd a polimerului folosit, precum si cu
potentialul de a stimula proliferarea celulara.

In continuare, biocompatibiliatea acestor probe a fost confirmati prin masurarea
nivelelor de NO si LDH eliberat. Rezultatele obtinute pe cresterea celularad la expunerea timp
de 24 h la nanoparticulele functionalizate au fost similare celor obtinute pentru proba control,
netratatd. Aceasta explorare demonstreaza faptul cd microsferele si nanoparticulele sintetizate
nu au avut efect inflamator sau toxic asupra integritatii membranei celulare.

In urma utilizarii microscopiei de fluorescenti s-a evidentiat, prin colorarea specifici a
celulelor viabile si a celor moarte, faptul cd microsferele de PLGA/CS/PVA-Fe304-STR
genereazd modificari minime asupra numarului de celule viabile comparativ cu probele

control.
7.3.3.2. Rezultatele testirii antimicrobiene

Efectul antimicrobian a fost studiat printr-un test standardizat, cu scopul de a stabili
concentratia minimad inhibitorie (CMI) a nanostructurilor functionalizate cu antibiotic
impotriva patogenilor testati. Rezultatele au relevat diferente ale valorilor CMI ale compusilor
obtinuti, in functie de antibioticul incorporat si de specia microbiand evaluatd. Microsferele
continand Streptomicind (STR) au prezentat valori CMI inferioare pe tulpinile de
Staphylococcus aureus si Pseudomonas aeruginosa testate. Potentialul antimicrobian
accentuat se datoreazd unei bune absorbtii si eliberari de catre microsistemul de

nanodimensiuni obtinut.
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8. Concluzii si contributii personale

In cadrul partii speciale a lucririi am urmarit, pe de o parte, caracterizarea unui lot de
pacienti laringenctomizati la care s-a efectuat reabilitarea fonatorie prin montarea si
schimbarea periodica a protezelor vocale si, pe de alta parte, am efectuat doud studii centrate
pe identificarea unor nano-structuri cu proprietati de combatere a biofilmelor prin aplicarea
acestora pe protezele fonatorii.

Punctual, in cadrul studiului observational descriptiv am evaluat variabile generale
precum varsta pacientului, sexul, tipul histopatologic de neoplasm pentru care s-a efectuat
interventia de laringectomie, precum si aspecte particulare fiecarui caz referitoare la tipul de
proteza fonatorie montat, intervalul de inlocuire a butoanelor fonatorii pentru fiecare pacient,
si, mai ales, colonizarea bacteriana sau fungica atat local, la nivelul fistulei traheo-esofagiene,
cat si la nivelul protezei vocale. Atat pentru secretiile recoltate de la nivelul situsului de
insertie al protezelor fonatorii, cat si pentru cele recoltate de pe suprafetele protezelor
recuperate, am studiat compozitia culturilor microbiene si polimicrobiene, dar si profilurile
microbiene, respectiv polimicrobiene. Mai exact, am studiat frecventa cu care au fost
identificati germenii in secretiile mentionate, precum si modalitatile de asociere ale acestora, si
distributia patogenilor in functie de intervalele de inlocuire ale protezelor fonatorii. Am
analizat aceste date cu scopul de a depista potentialii factori care ar influenta durata de
exploatare a protezelor fonatorii. Am explorat, de asemenea, aparitia complicatiilor legate de
montarea protezelor si eventualitatea instaldrii patologiei inflamatorii, respectiv infectioase la
nivel bronho-pulmonar.

Cele doua studii care completeazd partea speciald au vizat evidentierea
particularitatilor aplicatiilor nano-tehnologiei Tn combaterea biofilmelor, cu scopul particular
de a prelungi durata de exploatare a protezelor fonatorii.

Astfel, primul studiu s-a concentrat pe sinteza unor nanoparticule de magnetita
acoperite cu polietilen glicol si functionalizate cu polimixind. Acestea au fost obtinute prin
metoda co-precipitdrii si caracterizate prin diferite metode. Eficienta acestor structuri in
combaterea biofilmelor se sprijind pe dimensiunile de ordin nano, din intervalul 5 - 9 nm,
proprietatea de cristalinitate bine exprimata, biocompatibilitatea accentuatd, toxicitatea redusa,
si mai ales pe efectul inhibitor pe dezvoltarea biofilmului. Evaluarea din punct de vedere

biologic a marcat de asemenea un impact favorabil ce Tncurajareaza folosirea materialelor
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sintetizate in cadrul acestui studiu pentru elaborarea unor structuri cu proprietdti combative
anti-biofilm.

Cel de-al doilea studiu are ca punct de plecare proiectarea unui sistem inovator, bazat
pe magnetitd, pentru distribuirea antibioticelor de streptomicind si neomicind, Incapsulate in
biosferele polimerice de acid poli-lactic co-glicolic si chitosan functionalizate cu antibioticele
mentionate, ce a condus la sinteza structurilor PLGA-CS-Fe304@NEO si PLGA-CS-
Fes04@STR.

Patru nanocompusi pe baza de magnetitd au fost sintetizati prin tehnicile de co-
precipitare si ultrasonicare. Atat nanomaterialele obtinute, cat si nanoparticulele de magnetita
functionalizate au aspect sferic si dimensiuni din gama nano, ce le sporeste versatilitatea in
aplicatiile anti-biofilm. Lipsa de toxicitate pe celulele umane si valorile reduse ale CMI pe
speciile bacteriene regdsite frecvent in compozitia biofilmelor ce colonizeaza butoanele
fonatorii reprezintd avantaje valoroase ale acestor structuri. Mai mult, incorporarea
nanoparticulelor in microsfere de polimeri le-a accentuat acestora biocompatibilitatea, cu
mentinerea efectului antimicrobian optim impotriva speciilor de Staphylococcus aureus si
Pseudomonas Aeruoginosa. Specific, acoperirea straturilor de streptomicind, respectiv
neomicind cu aceste structuri polimerice conduce la depasirea efectelor toxice determinate de
utilizarea acestor aminoglicozide. Eficiente in livrarea tintitd si controlatd a medicamentelor
transportate, materialele obtinute se disting drept candidati performanti pentru profilaxia si
tratamentul infectiilor din sfera otorinlaringologiei, si in special pentru combaterea biofilmelor

pe protezele fonatorii.
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Concluzii

1. Reabilitarea fonatorie prin montarea unei proteze vocale este metoda de electie
pentru substitutia functiei pierdute dupa efectuarea laringectomiei totale. Desi exista si alte
metode de reabilitare, precum laringofonul sau utilizarea vocii esofagiene, reabilitarea vocala
prin montarea unei proteze fonatorii reprezinta standardul si este cea mai utilizata tehnica.

2. Contrastand cu avantajele indiscutabile ale montarii unei proteze fonatorii, exista o
seriec de dezavantaje semnificative pentru impactul pe termen lung asupra calitatii vietii
pacientului.

3. Durata medie de utilizare a protezei fonatorii in cadrul grupului studiat a fost de 8
luni, rezultate comparabile cu datele din literatura de specialitate.

4. Principalul dezavantaj este necesitatea Tnlocuirii frecvente a dispozitivului. Cauza
principald este reprezentata de scurgerile transprotetice cauzate de acumularea de biofilm pe
flansele si 1n interiorul butonului fonator, care conduce la deteriorarea fizica a materialului
dispozitivului si, in consecintd, la functionalitatea acestuia.

5. Existd o asociere semnificativa statistic intre prezenta colonizarii microbiene si
durata de exploatare a protezelor, fara a exista insa o influentd semnificativa intre tipurile
specifice de tulpini din compozitia acestor secretii si frecventa de inlocuire.

6. Principalele specii bacteriene identificate in secretiile recoltate de pe protezele
fonatorii sunt, in aceasta ordine: Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus si
Klebsiella pneumoniae. Corespunzitor, speciile fungice predominante sunt: Candida
tropicalis, Candida krusei si Candida albicans.

7. Profilul microbiologic al secretiilor recoltate de la nivelul protezelor fonatorii a fost
reprezentat de monoculturi fungice in proportie de aproximativ 1/3 dintre culturi, urmata de
culturi mixte dintre o specie bacteriand si una fungica, in 1/4 din cazuri, si de monoculturi
bacteriene Tn 1/5 din cazuri.

8. Existd o asociere semnificativa statistic intre tipul protezei fonatorii utilizat in planul
de reabilitare vocala si durata de exlploatare a protezei.

9. Dezvoltarea biofilmului pe dispozitivele fonatorii apare independent de factori
precum varsta pacientului, comorbiditati, tipul dispozitivului utilizat. Colonizarea protezelor
fonatorii cu biofilm, indiferent de natura acestuia (bacterian/fungic/mixt) este favorizata de

structura bazatd pe polimeri elastici a butoanelor fonatorii, precum si de conditii de mediu
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optime asigurate de expunerea la microflora esofagiana, la diferite fluide, saliva, resturi
alimentare, umiditate crescutd, temperatura potrivita.

10. Morfologia biofilmului este particulara fiecarui interval analizat, cu cresterea
ponderii de colonizare fungica pe masura trecerii timpului.

11. Inhibarea dezvoltarii biofilmului bacterian pe protezele fonatorii este posibild prin
modificarea supafetelor acestor dispozitive utilizind nanotehnologia. Specific, rezultatele sunt
promitatoare in ceea ce priveste impactul pe durata de folosire a butoanelor fonatorii, care
poate fi prelungita prin acoperirea dispozitivelor cu nanoparticule de magnetita functionalizate

cu diferiti agenti terapeutici (antibiotic).
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