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(57) Rezumat:

Inventia se refera la un sistem in vitro pentru testarea
infectiei urinare cu Escherichia coli si la 0 metoda de
testare. Sistemul conform inventiei este constituit
dintr-un vas (1) Duran cu volumul de minim 1 litru, pre-
vazut cu doua orificii, care contine urina artificiala sterili-
zatd, o pompa (2) peristaltica, pentru administrarea
regulata de urina din vasul (1) cu un debit de 0,4 ml/min
controlat printr-o priza cu temporizare, un punct (3) de
inoculare cu tulpina testata realizat dintr-un sept din
silicon, cultura stoc avand o viabilitate minima de
1 x 10° UFC/mL, in NaCl 0,9% steril, un furtun (4) din
silicon cu diametrul de 0,45 pm terminat intr-un filtru
Millipore, un vas (56) de simulare in vitro a vezicii
urinare, cu un volum de minim 250 mL, in care se afla
amestecul (6) de reactie format din urind simulata,
produsul testat si tulpina microbiand, un sistem (7) de
mentinere a temperaturii la 37°C, un cateter (8) urinar
si un vas (9) Duram steril prevazut cu doua orificii pen-
tru colectarea probelor. Metoda conforminventiei are o
etapa initiala de inoculare a mediului din vasul (5) de
simulare, dupa care se adauga produsul de testat prin
septul (3) pastrand temperatura constanta la 37°C,
asiguréandu-se un debit si un timp de interactiune con-
stant odaté cu colectarea probelor in vasul (9) si cu
determinarea viabilitatii.
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Revendicari amendate: 2
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Metod: de testare a infectiei urinare cu Escherichia coli si sistem in

vitro pentru aplicarea acesteia

Sistemul propus, bazat pe o metoda in vitro, i§i propune brevetarea unui simulator al
vezicii urinare destinat testarii unor produse impotriva infectiilor recurente cu Escherichia coli.
Metoda presupune utilizarea unei tulpini control ca agent biologic pentru simularea infectiei de
la nivelul vezicii urinare umane. Efectul antimicrobian va exprima eficienta clinica a produsului
testat in vitro, in vederea validarii preclinice de la nivel de laborator.

Diverse modele in vitro sunt utilizate pentru a determina efectul unor suplimente
functionale sau medicamente asupra infectiilor recurente cu tulpini uropatogene (Escherichia
coli, Candida sp., Proteus mirabilis). Cu toate acestea, formarea biofilmului microbian in vivo
este dificil de determinat §i caracterizat. Pentru a elimina acest obstacol se utilizeazi modele in
vitro care pot oferi o imagine a structurii biofilmului ce se formeazi, dar §i a eficientei
produsului testat. Pentru a putea corela datele in vitro, cu cele in vivo, modelele cu o curgere
constantd sau regulati sunt acceptate in literatura de specialitate [1].

Pentru astfel de studii se utilizeaza urina artificiald sau poate fi utilizata i urind recoltata
de la pacienti, sterilizatd. A doua varianta poate fi destinata studiului personalizat, in situatia in
care se urmdreste evolutia infectiilor bacteriene la grupuri tintd de populatie. Infectiile urinare
fac parte din categoria celor nosocomiale din cauza frecventei ridicate din spitale. Ambele
variante de mediu utilizat in simulare sustine cregterea bacteriilor deoarece respecti toate
cerintele unui mediu de cultura clasic [2].

Astfel, metoda §i sistemul in vitro au un caracter inovativ prin introducerea unei noi
modalitati practice de evaluare a potentialului antimicrobian al unor produse biofarmaceutice.
Aceastd cerere de brevet propune o modalitate ugor de aplicat la nivel de laborator, in faza de
concepere si testare a unui produs din industria biofarmaceutica. Sistemul in vitro elimini o
problema majord, aceea a caracterizirii efectului unui produs de tipul suplimentelor functionale.
Se va determina o imagine a eficacitatii si rolului unor produse noi, cu efect antimicrobian, cu
rol in diminuarea formarii biofilmului de la nivel urinar.

Necesitatea dezvoltarii unor sisteme in vitro pentru studiul infectiilor recurente cu E.
coli rezultd din interpretarea unor factori relevanti pentru evaluarea riscului de infectie prin

folosirea unui cateter urinar si din evaluarea noilor strategii terapeutice impotriva cresterii
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rezistentei la antibiotice. Aceste sisteme respectd conditiile fizico-chimice de la nivelul vezicii
urinare §i trebuie s simuleze, cit mai exact, interactiunea cu epiteliul uman, dar s si faciliteze
posibilitatea colonizirii microbiene. Modelul propus se doreste a fi unul dinamic, care permite
o eliminare fiziologica a cantititii de urind in 24 de ore [3]. Metoda si sistemul in vitro de
simulare se bazeazi pe determinarea viabilititii, dar pot fi luate in calcul §i alte mecanisme ce
pot si influenteze efectul biologic (de exemplu, stresul oxidativ). Acestd metoda poate fi
utilizata, in functie de scopul cercetdrilor efectuate, si pentru alte tulpini microbiene, de

exemplu microorganisme eucariote — Candida albicans.

Pompd peristalticd
o e

Vezicd urinard in vitro
—_—

Amestacde reactie

Sistem de nedlzire

Cateter urinar

Figura 1. Reprezentarea schematicd a modelului in vitro dezvoltat prin cererea de brevet

In plus, aceste sisteme i vitro pot realiza §i o testare a unor catetere inovative care si
prevind formarea biofilmului, avind in compozitia lor materiale cu proprietdti antimicrobiene
(de exemplu, nanoparticule). La ora actuald nu existd biomateriale utilizate pentru catetere
urinare care sa fie in totalitate biocompatibile cu epiteliul uman. Proprietatile materialului vor
imprima gi valoarea biologica. Acest aspect este important i in realizarea simulatorului care va

trebui sd permitad colonizarea. Un alt aspect il reprezintd_pastrarea temperaturii fiziologice
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deoarece aceasta influenfeazi dinamica microbiand, dar si efectul moleculelor de interes
farmaceutic.

Punctul critic il reprezintd montarea cateterului deoarece orice suprainfectie schimba
structura biofilmului, dar si raspunsul pe care il vom avea la produsul administrat. Consumul
resurselor disponibile nu va permite intelegerea dinamicii tulpinii tinta in vivo, determinarea
factorilor cheie, dar si a concentratiei optime din produsul testat. Solutia tehnica propusa prin
acest procedeu presupune activitdfi uzuale de laborator §i permite o cultivare in conditii de
laborator. Nu implicd materii prime diunitoare pentru mediu si creste gradul de valorificare a
unor molecule valoroase, provenite din surse naturale.

in Figura 1, este prezentatd schema noului sistem in vitro. Etapele metodei si realizarea
sistemului in vifro au urmitoarea succesiune:

1. Vas Duran (volum minim 1L) prevdzut cu 2 orificii ce confine urind artificiald
sterilizati;
2. Pompa peristalticd pentru administrarea regulata de urind din vasul de punctul 1, debit

0.4 mL/min controlat printr-o prizi cu temporizare;

3. Punctul de inoculare cu tulpina testatd — sept din silicon (culturd stoc cu o viabilitate

minima 1x10° UFC/mL, in NaCl 0.9% steril);

Furtul din silicon terminat intr-un filtru Millipore, diametru 0.45 um;

Vasul de simulare in vitro a vezicii urinare (volum minim 250 mL);
Amestecul de reactie (urind simulat3, produsul testat, tulpina microbiani);
Sistem de mentinere a temperaturii — 37°C;

Cateter urinar:

% 2 ;s

. Vas steril de colectare probe —vas Duram previzut cu doui orificii).
Sistemul de incélzire este bazat pe recircularea apei printr-un circuit ce inconjoara vasul
principal de simulare. Sistemul cuprinde o plita cu incilzire si senzor de temperaturd, 0 pompa

peristaltica ce asigurd un debit constant de 1 mL/min si un vas de adaos previzut cu un capac,

cu trei orificii.
Sistemul propus spre brevetare are urmitoarele avantaje:

- Poate fi utilizat si pentru teste ce folosesc tulpini patogene, deoarece poate fi Cojrnplet
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- Determinare in vitro a capacitifii antimicrobiene a unui produs fard utilizarea de teste in
Vivo;

- Parametrii simularii pot fi modificati fara a afecta structura sistemului;

- Initierea unor studii interdisciplinare i multidisciplinare ce vizeaza microbiota de la nivelul

tractului urinar.

Experiment 1.

S-a utilizat ciprofloxacind (in ser fiziologic steril), care a reprezentat proba martor
pentru verificarea initiald a functionalititii sistemului. Viabilitatea determinati la 24 de ore de
functionare a fost de 8.20+0.03 UFC/mL. Pe ansamblu, sciderea determinata in 24 de ore de
functionare a fost de = 1.00 UFC/mL. Nu s-a observat formarea de biofilm, celulele bacteriene

fiind eliminate treptat odatd cu urina artificiala.

Experiment 2.

S-a utilizat un extract realizat din petale de crizantema (in alcool etilic 50%), a
reprezentat proba test pentru stabilirea parametrilor de functionare generald in cazul testarii
unor produse naturale. Viabilitatea determinati la 24 de ore de functionare a fost de 8.20+0.05
UFC/mL. Pe ansamblu, scidderea determinatd in 24 de ore de functionare a fost de = 0.40
UFC/mL. In schimb, s-a observat formarea partiala de biofilm, celulele bacteriene nefiind
complet eliminate. Diferentele au fost interpretate si prin existenta unor compusi ce stimuleaza

proliferarea celulard. Prezenta lor este determinatd de compozitia eterogens a unui extract

natural.
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Revendicare:

Metoda si sistemul in vitro de aplicare, conform revendicarii 1, utilizeaza o biomasa de
Escherichia coli in NaCl 0.9% steril. Utilizarea sistemului in vitro presupune: realizarea urinei
artificiale, realizarea sistemului de alimentare cu urini artifiala, realizarea vasului de simulare
a vezicii urinare, realizarea sistemului bazat pe recircularea apei pentru mentinerea temperaturii

constante pe durata simuldrii.
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DESCRIERE MODIFICATA

Sistem in vitro pentru testarea infectiei urinare cu Escherichia coli si
metoda de testare

Sistemul propus, bazat pe o metoda in vitro, isi propune brevetarea unui simulator al
vezicii urinare destinat testirii unor produse impotriva infectiilor recurente cu Escherichia
coli. Metoda presupune utilizarea unei tulpini control ca agent biologic pentru simularea
infectiei de la nivelul vezicii urinare umane. Efectul antimicrobian va exprima eficienta
clinicd a produsului testat in vitro, in vederea validdrii preclinice de la nivel de laborator.

Diverse modele in vitro sunt utilizate pentru a determina efectul unor suplimente
functionale sau medicamente asupra infectiilor recurente cu tulpini uropatogene (Escherichia
coli, Candida sp., Proteus mirabilis). Cu toate acestea, formarea biofilmului microbian irn vivo
este dificil de determinat §i caracterizat. Pentru a elimina acest obstacol se utilizeazd modele
in vitro care pot oferi o imagine a structurii biofilmului ce se formeazi, dar si a eficientei
produsului testat. Pentru a putea corela datele in vitro, cu cele in vivo, modelele cu o curgere
constantd sau regulatd sunt acceptate in literatura de specialitate [1].

Pentru astfel de studii se utilizeazd urind artificiald sau poate fi utilizatd si urind
recoltatd de la pacienti, sterilizatd. A doua varianta poate fi destinatd studiului personalizat, in
situatia Tn care se urmdreste evolutia infectiilor bacteriene la grupuri tintd de populatie.
Infectiile urinare fac parte din categoria celor nosocomiale din cauza frecventei ridicate din
spitale. Ambele variante de mediu utilizat in simulare sustine cresterea bacteriilor deoarece
respectd toate cerintele unui mediu de culturd clasic [2].

Astfel, metoda si sistemul in vitro au un caracter inovativ prin introducerea unei noi
modalitéti practice de evaluare a potentialului antimicrobian al unor produse biofarmaceutice.
Aceasta cerere de brevet propune o modalitate usor de aplicat la nivel de laborator, in faza de
concepere si testare a unui produs din industria biofarmaceuticd. Sistemul in vitro elimina o
problemd majord, aceea a caracterizdrii efectului unui produs de tipul suplimentelor
functionale. Se va determina o imagine a eficacititii si rolului unor produse noi, cu efect
antimicrobian, cu rol In diminuarea formarii biofilmului de la nivel urinar.

Necesitatea dezvoltarii unor sisteme in vitro pentru studiul infectiilor recurente cu E.
coli rezultd din interpretarea unor factori relevanti pentru evaluarea riscului de infectie prin
folosirea unui cateter urinar si din evaluarea noilor strategii terapeutice impotriva cresterii

rezistentei la antibiotice. Aceste sisteme respectd conditiile fizico-chimice de la nivelul vezicii
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urinare si trebuie sd simuleze, cit mai exact, interactiunea cu epiteliul uman, dar si si
faciliteze posibilitatea colonizérii microbiene. Modelul propus se doreste a fi unul dinamic,
care permite o eliminare fiziologica a cantitétii de urina in 24 de ore [3]. Metoda si sistemul in
vitro de simulare se bazeazi pe determinarea viabilitdtii, dar pot fi luate in calcul si alte
mecanisme ce pot sd influenteze efectul biologic (de exemplu, stresul oxidativ). Acestd
metodd poate fi utilizatd, in functie de scopul cercetirilor efectuate, si pentru alte tulpini
microbiene, de exemplu microorganisme eucariote — Candida albicans.

in plus, aceste sisteme in vitro pot realiza si o testare a unor catetere inovative care si
prevind formarea biofilmului, avand in compozitia lor materiale cu proprietéti antimicrobiene
(de exemplu, nanoparticule). La ora actuald nu existd biomateriale utilizate pentru catetere
urinare care sa fie in totalitate biocompatibile cu epiteliul uman. Proprietitile materialului vor
imprima si valoarea biologica. Acest aspect este important si in realizarea simulatorului care
va trebui si permitd colonizarea. Un alt aspect il reprezinti pastrarea temperaturii fiziologice
deoarece aceasta influenteazd dinamica microbiand, dar si efectul moleculelor de interes
farmaceutic.

Punctul critic 1l reprezintd montarea cateterului deoarece orice suprainfectie schimba
structura biofilmului, dar si raspunsul pe care il vom avea la produsul administrat. Consumul
resurselor disponibile nu va permite intelegerea dinamicii tulpinii tintd in vivo, determinarea
factorilor cheie, dar si a concentratiei optime din produsul testat. Solutia tehnica propusa prin
acest procedeu presupune activitdfi uzuale de laborator si permite o cultivare in conditii de
laborator. Nu implicd materii prime ddundtoare pentru mediu si creste gradul de valorificare a
unor molecule valoroase, provenite din surse naturale.

in Figura 1, este prezentati schema figurativd a noului sistem in vitro, in care: la 1
este un vas Duran (volum minim 1L) prevazut cu 2 orificii ce contine urind artificiald
sterilizatd, la 2 o pompa peristalticd pentru administrarea regulati de urind din vasul de
punctul 1, debit 0.4 mL/min controlat printr-o prizi cu temporizare, la 3 punctul de inoculare
cu tulpina testati — sept din silicon (culturd stoc cu o viabilitate minima 1x10° UFC/mL, in
NaCl 0.9% steril), 1a 4 un furtul din silicon terminat intr-un filtru Millipore, diametru 0.45
pm, la 5 este vasul de simulare in vifro a vezicii urinare (volum minim 250 mL), 6 reprezinta

amestecul de reactie (urina simulaté, produsul testat, tulpina microbiand); la 7 se afld sistemul
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de mentinere a temperaturii — 37°C, 8 este cateterul urinar, iar 9 este vasul steril de colectare
probe —vas Duram previzut cu doud orificii).

Sistemul de incalzire 7 este bazat pe recircularea apei printr-un circuit ce inconjoara
vasul principal de simulare 5, format dintr-o plitd cu incalzire si senzor de temperaturd, o
pompé peristalticd ce asigurd un debit constant de 1 mL/min si un vas de adaos prevédzut cu un
capac, cu trei orificii.

Sistemul propus spre brevetare are urmétoarele avantaje:

- Poate fi utilizat si pentru teste ce folosesc tulpini patogene, deoarece poate fi complet
sterilizat dupa fiecare utilizare;

- Determinare in vitro a capacititii antimicrobiene a unui produs fira utilizarea de teste in
Vivo,

- Parametrii simuldrii pot fi modificati fara a afecta structura sistemului;

- Initierea unor studii interdisciplinare si multidisciplinare ce vizeaza microbiota de la
nivelul tractului urinar.

Metoda de testare a infectiei cu E. coli, in vederea testarii unor suplimente functionale,
conform inventiei, consta in inocularea vasului de simulare 5 prin intermediul punctului de
inoculare 3 cu o seringi sterild, in raport de 1% culturd microbiani (viabilitate minima 1x10°
UFC/mL), temperatura se péstreaza constanti la 37°C, cu ajutorul sistemului de incalzire 7,
iar produsul de testat (extract functional sau antibiotic — martor) se adaugi tot prin punctul de
inoculare 3 cu o seringa sterild in raport de 1 mg/mL la 12 ore. Probele se recolteaza in timp
real, atunci cand nivelul amestecul de reactie 6 trece peste nivelul balonului cateterului urinar
8, iar probele se recolteazd in vasul steril de colectare 9 si se analizeazi dupd minim 24 de
ore. Pentru analiza se determina viabilitatea si se utilizeazd mediu McConkey turnat in placi
Petri. Plicile inoculate se introduc la 32°C, timp de 24 — 48 de ore si se determina viabilitatea

(UFC/mL).
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Experiment 1.

S-a utilizat ciprofloxacind (in ser fiziologic steril), care a reprezentat proba martor
pentru verificarea initiala a functionalitétii sistemului. Viabilitatea determinata la 24 de ore de
functionare a fost de 8.20+0.03 UFC/mL. Pe ansamblu, scaderea determinatd in 24 de ore de
functionare a fost de = 1.00 UFC/mL. Nu s-a observat formarea de biofilm, celulele

bacteriene fiind eliminate treptat odati cu urina artificiala.

Experiment 2.

S-a utilizat un extract realizat din petale de crizantemd (in alcool etilic 50%), a
reprezentat proba test pentru stabilirea parametrilor de functionare generald in cazul testirii
unor produse naturale. Viabilitatea determinaté la 24 de ore de functionare a fost de 8.20+0.05
UFC/mL. Pe ansamblu, sciderea determinati in 24 de ore de functionare a fost de = 0.40
UFC/mL. in schimb, s-a observat formarea partiald de biofilm, celulele bacteriene nefiind
complet eliminate. Diferentele au fost interpretate si prin existenta unor compusi ce
stimuleaza proliferarea celulard. Prezenta lor este determinati de compozitia eterogena a unui

extract natural.
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Revendicare:

Sistemul in vitro si metode de testare propusd reprezintd o modalitate practicd de
evaluare in cadrul unui laborator a unor produse. Utilizarea sistemului in vitro presupune:

1. Sistem in vitro pentru testarea infectiei urinare cu Escherichia coli, caracterizat prin aceea
cd, este constituit dintr-un vas (1) Duran cu volumul minim 1L, prevazut cu 2 orificii, care
contine urina artificiala sterilizatd, o pompa (2) peristalticid pentru administrarea regulata
de urind din (1), debit 0.4 mL/min controlat printr-o priza cu temporizare, un punctul de
inoculare (3) cu tulpina testatd — sept din silicon (culturd stoc cu o viabilitate minima
1x10° UFC/mL, in NaCl 0.9% steril), un furtul (4) din silicon terminat intr-un filtru
Millipore, diametru 0.45 pm, un vas (5) de simulare in vitro a vezicii urinare (volum
minim 250 mL), unde se afla amestecul de reactie (6 - urind simulatd, produsul testat,
tulpina microbiand), Sistem (7) de mentinere a temperaturii — 37°C, Cateter urinar (8), Vas
steril (9) de colectare probe —vas Duram prevazut cu doua orificii).

2. Metoda conform revendicarii 1, caracterizatd prin aceea ci, in etapa initiald se inoculeaza
mediul din vasul de simulare (5), se adaugd produsul de testat prin septul (3) si se
pastreaza temperatura constanta la 37°C, asigurdndu-se un debit si un timp de interactiune

constant, odaté cu colectarea probelor in vasul (9) si determinarea viabilitatii.
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