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Prezenta inventie se refera la utilizarea, pentru prima data, a unor materiale pe baza
de MgB,, in aplicatii care urmaresc obtinerea unor materiale rezistente la colonizarea
microbiana si cu activitate eficienta impotriva biofilmelor microbiene.

Materialul poate fi utilizat sub forma de pulberi, corp solid, acoperiri si in combinatii
cu alte materiale (compozite) pentru aplicatii biomedicale, industria alimentara, sau destinate
diferitelor industrii n care este necesara prevenirea degradarii suprafetelor sub actiunea
factorilor biologici.

Celulele microbiene au o distributie ubicuitara in natura, ca urmare atat a marii lor
versatilitati metabolice, a capacitatii de adaptare si rezistenta, cat si a unei dispersii eficiente.
Cresterea numarului de tulpini rezistente este reflectata in tendinta ascendenta a morbiditatii
si a mortalitatii, din cauza, In special, infectiilor bacteriene. Incidenta proceselor infectioase
cauzate de bacteriile rezistente inregistreaza o crestere constanta si constituie astazi unul
dintre marile riscuri pentru sanatate.

Celulele microbiene se gasesc doar in mica proportie solitare, libere, planctonice (sau
in suspensie), cel mai adesea fiind aderate sub forma de comunitati de microorganisme
sesile la un substrat si organizate in biofilme [Donlan R. M., Costerton J. W. 2002 Biofilms:
survival mechanisms of clinically relevant microorganisms, Clin. Microbiol. Rev. 15
167-93; Lazar V., 2003, Aderenta microbiana, Edit. Acad. Rom. 973-27-0992-8].

O examinare extensiva a cresterii bacteriilor in ecosistemele naturale utilizand tehnici
de microscopie optica si electronica, a aratat ca bacteriile colonizeaza suprafetele cu mare
aviditate, formand biofilme multispecifice, celulele aderate depasind cu mult numarul
bacteriilor planctonice de la 500 pana la 50000 de ori [Lazar V., Marutescu L., Chifiriuc
M.C. si colab., 2017 - Microbiologie Generala si Aplicata, Ed. Univ. Buc, 2017]. In cadrul
biofilmelor se stabilesc numeroase interactiuni complexe atat in celula-substrat, cat si in
celula-celula. Conditiile favorizante ale formarii biofilmelor sunt diferite in functie de mediul
de viata al microorganismelor, de natura chimica si fizica a mediului. Una dintre cele mai
importante consecinte ale formarii biofilmelor este rezistenta crescuta a celulelor incluse in
biofilm, atat la mecanismele de aparare ale gazdei, cat si la dozele conventionale de
antibiotice si bioacide [Atlas. R. M., Bartha R., 1998, Microbial ecology: fundamentals
and applications, Benjamin/Cummings Publ. Comp., Inc, Calif. 978-0805306552; An H.,
Friedman J., 2000, Handbook of bacterial adhesion: Principles, Methods, and
Applications, Humana Press, 978-1-59259-224-1].

Documentul Biofilms: Survival mechanisms of clinically relevant
microorganisms Rodney M Donlan, J William Costerton descrie pentru prima data teoria
care descrie procesul de biofilm. Biofilmele sunt universale, apar in sistemele acvatice si
industriale, precum si intr-un numar mare de medii si dispozitive medicale relevante pentru
sanatate Publica. Folosind instrumente precum microscopul electronic cu scanare si, mai
recent, microscopul confocal cu scanare cu laser, cercetatorii in biofilme infeleg acum ca
biofilmele nu sunt depozite de celule omogene, nestructurate si usor acumulate, ci sunt
comunitati complexe de celule asociate suprafetei, inchise intr-o matrice polimerica
contindnd canale de apa deschisa. Alte studii au aratat ca fenotipul biofilmului poate fi
descris in termeni de gene exprimate de celulele asociate biofilmului. Microorganismele care
cresc intr-un biofilm sunt foarte rezistente la agentji antimicrobieni prin unul sau mai multe
mecanisme. S-a demonstrat ca microorganismele asociate cu biofilm sunt asociate cu mai
multe boli umane, cum ar fi endocardita valvulara nativa si fibroza chistica, si ca colonizeaza
pe o mare varietate de dispozitive medicale. Desi dovezile epidemiologice indica biofilmele
ca sursa a mai multor boli infectioase, mecanismele exacte prin care microorganismele
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asociate biofilmului provoaca boli sunt putin intelese. Detasarea celulelor sau a agregatelor
celulare, producerea de endotoxina, rezistenta crescuta la sistemul imunitar al gazdei si
asigurarea unei nigse pentru generarea de organisme rezistente sunt toate procese ale
biofilmului care ar putea initia procesul de boala. Strategiile eficiente de prevenire sau control
a biofilmelor de pe dispozitivele medicale trebuie sa {ina cont de natura unica si tenace a
biofilmelor. Strategiile actuale de interventie sunt concepute pentru a preveni colonizarea
initiala a dispozitivului, pentru a minimiza atasarea celulelor microbiene la dispozitiv, pentru
a patrunde n matricea biofilmului si pentru a ucide celulele asociate sau pentru a indeparta
dispozitivul de la pacient. in viitor, tratamentele se pot baza pe inhibarea genelor implicate
in atasarea celulelor si formarea biofilmului.

Novel classes of antibiotics or more of the same British Journal of Pharmacology
Anthony R M Coates, Gerry Halls, Yanmin Hu este un studiu in care se descrie faptul ca
intre 1940 si 1962, au fost comercializate peste 20 de noi clase de antibiotice. De atunci,
doar doua clase noi au ajuns pe piata. Dezvoltarea analogica a {inut pasul cu aparitia
bacteriilor rezistente pana acum 10-20 de ani. Acum, nu ajung suficienti analogi pe piata
pentru a opri valul de rezistenta la antibiotice, in special in randul bacteriilor gram-negative.
Aceasta analiza examineaza existenta unui curs de aparitie a sistemului de antibiotice
sistemice in domeniul public si dezvaluie ca 27 de compusi sunt in dezvoltare clinica, dintre
care doua sunt clase noi, ambele fiind in studii clinice de faza I.

Pe langa numeroasele efecte benefice ale biofilmelor, acestea prezinta si numeroase
efecte negative in ecologie, industrie si clinica, iar gasirea unor materiale active pentru
contracararea acestor efecte nedorite prezinta un interes deosebit.

Una dintre abordarile cu rezultate promitatoare este dezvoltarea de noi materiale cu
suprafata modificata, care reduc aderenta microbiana si dezvoltarea ulterioara a biofiimelor,
precum si incorporarea la nivel local a unor agenti antimicrobieni pentru prevenirea
colonizarii.

Nanotehnologia poate fi utilizatd pentru imbunatatirea unor materiale in scopul
cresterii rezisten{ei acestora la colonizarea microbiana, fie prin modificarea proprietatilor
fizico-chimice (hidrofobicitate, rugozitate etc), fie prin aplicarea unor straturi antimicrobiene.

Brevetul identifica si propune materialele pe baza de MgB, ca materiale/produse ce
prezintd o buna activitate anti-biofilm (fatd de biofilme microbiene dezvoltate pe straturi
inerte), eficienta fata de microorganismele aderate, depasind-o pe cea inregistrata fata de
microorganisme neaderate, in suspensie sau planctonice.

Incidenta proceselor infectioase cauzate de microorganisme rezistente inregistreaza
o crestere constanta, fiind situata in prezent in topul primelor zece cauze de mortalitate si
morbiditate la nivel global.

Multi agenti patogeni bacterieni oportunisti prezinta rezistenta multipla la antibiotice,
cei mai multi find nosocomiali. in Europa, 25000 de oameni mor anual din cauza infectiilor
cu bacterii rezistente la mai multe clase de antibiotice (rezistentd multipla - MDR), iar
cheltuielile tarilor UE pentru managementul acestor infeciii ating 1,5 miliarde euro/an. Rata
introducerii in terapie a unor noi medicamente cu efect antibiotic este net inferioara ratei de
selectie a unor noi tulpini bacteriene rezistente [Boucher H. W., Talbot G. H., Bradley J.
S., Edwards J. E., Gilbert D., Rice L. B., Scheld M., Spellberg B., Bartlett J. 2009 Bad
bugs, no drugs: no ESKAPE! An update from the Infectious Diseases Society of
America, Clin. Infect. Dis. 48 1-12]. Daca in perioada 1930-1962 au fost produse mai mult
de 20 de clase noi de antibiotice, de atunci numai doua noi clase de antibiotice au fost
introduse in clinica [Coates A.R.M., Halls G., Hu Y. 2011, Novel classes of antibiotics or
more of the same?, Br. J. Pharmacol., 163, 184-194].
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Rezistenta genetica este amplificata de rezistenta fenotipica a celulelor microbiene
incluse in biofilme. Mecanismul protectiei sau rezistentei la factorii antimicrobieni (toleranta)
este foarte diferit de cel al rezistentei propriu-zise la antibiotice, determinata genetic, si se
explica, cel putin partial, prin 4 mecanisme: (1) limitarea patrunderii agentilor anti microbieni
in biofilme, (2) limitarea aportului de nutrienti pentru celulele din profunzimea biofilmului si
trecerea lor intr-o stare de crestere lenta sau infometare; celulele, care cresc lent sau care
nu se multiplica, nu sunt sensibile la agentii antimicrobieni, (3) prezenta variantelor fenotipice
sau a celulelor persistente, si (4) bacteriile din biofilme pot sa-si activeze genele de stres si
sa se comute pe fenotipuri mai tolerante dupa expunerea la stresul de mediu [Lazar V.,
MarutescuL., Chifiriuc M.C., 2017, Microbiologic generala, Edit. Univ. Buc. 978-606-16-
0835-5].

Se apreciaza ca aproximativ 60-70% dintre infectiile nosocomiale sunt infectii
consecutive implantarii/inserarii unui dispozitiv medical [Bryers J.D., 2008 Medical biofilms,
Biotechnology & Bioengineering, 100, 1-18]. Microorganismele implicate in etiologia
infectilor umane asociate biofilmelor pot fi bacterii Gram pozitive (Staphylococcus
epidermidis si S. aureus), Gram negative (Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli), dar
si specii ale genului Candida (in special C. albicans si C. parapsilosis) [Shunmugaperumal
T., 2010, Biofilm Eradication and Prevention: A Pharmaceutical Approach to Medical
Device Infections, John Wiley & Sons, Inc. 978-0-470-47996-4].

Din punct de vedere industrial, formarea biofilmelor pe diverse suprafete poate afecta
substratul pe care il colonizeaza, determinand numeroase efecte negative, precum: formarea
de rezervoare potential patogene, coroziunea metalelor, deteriorarea materialelor, pierderi
energetice si reducerea eficientei suprafetfelor.

Concentratiile de biocizi necesare pentru a omori bacteriile in faza sesila suntadesea
mult superioare celor necesare pentru distrugerea bacteriilor libere, plutitoare, fapt explicat
prin comportamentul diferit al celulelor inglobate in biofilme si prin fenomenul de toleranta
la concentratiile uzuale de substante antimicrobiene. Fenomenul de fuling (acumularea
microorganismelor, plantelor, macroalgelor sau animalelor pe suprafete umede), foarte
raspandit, prin efectul sdu de reducere a eficientei suprafetelor are consecinte negative
importante in numeroase domenii, intre care industria alimentara si tratarea apelor uzate
[Liliana Neagu, Doina Maria Cirstea, Carmen Curutiu, Magda Mihaela Mitache, Mariana
Carmen Chifiriuc, Microbial biofilms from the aquatic ecosystems and water quality.
2017, DOI: 10.1016/B978-0-12-804300-4.00018-6, In book: Water Purification. Liliana
Neagu Maria Cirstea].

In conditiile ar&tate, dezvoltarea unor materiale rezistente la colonizarea microbiana,
care pot preveni eficient dezvoltarea biofilmelor, si pot avea aplicatii diverse in domeniile
critice mentionate, reprezinta o necesitate.

Materialele pe baza de MgB, rezolva problema identificarii si propunerii unor noi
materiale cu rezistenta la colonizarea microbianda, in special cu activitate antibiofilm.

Prezentainventie se refera la inhibarea colonizarii microbiene si a formarii de biofilme
prin utilizarea diborurii de magneziu.

Utilizarea diborurii de magneziu ca agent antimicrobian conform inventiei, inlatura
dezavantajele de mai sus prin aceea ca are loc sub forma de pulberi, corpuri solide si
acoperiri cu activitate antibiofilm fata de filmele formate de tulpini de Staphylococus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli si Candida albicans.

Prin aplicarea inventiei se obiin urmatoarele avantaje:

- materialele pe baza de MgB, sunt propuse pentru prima data pentru aplicatii care
presupun contactul acestora cu celulele microbiene, evitand astfel aparitia fenomenelor de
rezistenta, datorate contactului anterior al microorganismelor cu materialele respective;

- activitate antibiofilm mai ridicata, comparativ cu activitatea asupra bacteriilor in
suspensie, planctonice;
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- MgB, este un material usor (2,6 g/cm?®) si biodegradabil;

- materialul poate fi obtinut si utilizat in forme diverse (pulberi, corp solid, acoperiri),
in functie de aplicatia dorita.

In continuare se prezintd 2 exemple de realizare a inventiei in legatura cu fig. 1...4
in care:

- fig. 1, reprezinta spectrele de difractie de raze X pentru diferite pulberi de MgB.,.
Pulberile contin cantitati diferite de MgB2 (faza 1) si faze de impuritati de tip MgO (faza 2),
MgB, (faza 3) si Mg (faza 4), astfel: - proba P1 contine MgB,/MgO/MgB,/Mg = 97/0/1,8/1,2%
gr.; proba P2 contine MgB,/MgO/MgB,/Mg = 94,5/3,0/1,3/1,1% gr.; proba P3 contine
MgB,/MgO/MgB,/Mg = 87,9/7,1/4,6/0,3% gr.; proba P4 contine MgB,/MgO/MgB,/
Mg = 80,3/11,8/7,9/0% gr.;

- fig. 2, reprezinta valorile experimentale ale concentratiei minime inhibitorii (CMI)
pentru materialele testate fata de tulpini microbiene de referinta in faza descrestere
planctonica (suspensie).

- fig. 3, reprezinta valorile experimentale ale concentratiei minime de eradicare a
biofilmelor microbiene (CMEB) obtinute pentru materialele testate fata de tulpini microbiene
de referinta in faza de crestere aderata (biofilme microbiene dezvoltate pe
substrat inert);

- fig. 4, reprezinta folii de polietilena acoperite cu un strat de PVP (Polivinilpirolidona)
in care sunt inglobate particule cu activitate antibacteriana de MgB, (pulberea P1, fig. 1).
Cantitatea de MgB, in PVP dizolvat in etanol (0,5 g/30 ml) este: (a) - 0,25 g si (b) -3 g.

Exemplul 1

Pulberi de MgB, si activitatea antimicrobiana a acestora

Patru tipuri de pulberi de MgB, (fig. 1) cu concentratji diferite de faze secundare au
fost testate. Aprecierea activitatii antimicrobiene a materialelor s-a efectuat utilizand urma-
toarele tulpini microbiene: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus
ATCC 6538, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922,
Candida albicans ATCC 10231. Deoarece activitatea asupra bacteriilor aflate in stare libera
(Tn suspensie sau planctonice) sau sub forma de biofilm poate fi foarte diferita, au fost reali-
zate teste pe celule microbiene in suspensie (a) si pe biofilme experimentale monospecifice
dezvoltate pe substrat inert (b).

a) Testele de activitate pe celule microbiene in suspensie s-au realizat prin metoda
microdilutiilor seriale in mediu lichid (Mueller Hinton), folosindu-se placi cu 96 de godeuri, in
vederea determinarii valorii CMI (concentratia minima capabila sa inhibe cresterea vizibila
a celulelor microbiene in mediu lichid). Intr-un volum de 100 ul de mediu s-au realizat dilutji
seriale binare ale suspensiei stoc de 10 mg/mL realizata in dimetilsulfoxid (DMSO). Ulterior
godeurile au fost insamantate cu cate 20 pl suspensie microbiana cu densitate corespun-
z&toare standardului nefelometric McFarland 0,5 (1-2 x 102 UFC/ml). Controlul pozitiv a fost
reprezentat de martorul de cultura microbiana, iar cel negativ de martorul de sterilitate a
mediului de cultura. Dupa incubarea placilor la 37°C timp de 24 h, au fost analizate rezul-
tatele obtinute prin examinare macroscopica. in godeul martor de crestere (G 12), mediul a
fost turbid ca urmare a cresterii microbiene, in timp ce in godeul martor de sterilitate a ramas
clar, transparent. Concentratia corespunzatoare ultimului godeu, in care nu s-a mai observat
dezvoltarea culturii, a reprezentat valoarea CMI (mg/mL) pentru compusul respectiv.

Testarea cantitativa a activitatii antimicrobiene in vederea determinarii CMI pe tulpini
bacteriene microbiene de referinta a relevat faptul ca materialul (P1) a prezentat cea mai
buna eficienta antimicrobiana fata de celulele microbiene in suspensie, demonstrata prin cele
mai mici valori CMI (cuprinse intre 0,31 si 0,62 mg/mL), fata de toate tulpinile microbiene
testate (fig. 2). Aceasta proba are cea mai mare cantitate de MgB, si de Mg liber. Cele mai
sensibile tulpini microbiene la toate substantele testate (cu valori CMI cuprinse intre 0,31 si
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0,62 mg/mL) au fost tulpina bacteriana de Pseudomonas aeruginosa si tulpina fungica de
Candida albicans. Celelalte tulpini microbiene testate au prezentat sensibilitate variabila la
materialele testate, cele doua tulpini de Staphylococcus aureus fiind cele mai rezistente
(valorile CMI ale substantelor testate fiind cuprinse intre 0,62 si 2,5 mg/mL).

b) Testele de activitate asupra dezvoltarii de biofilme microbiene pe substrat inert
(fig. 3) s-au realizat prin cultivarea in placi cu 96 de godeuri cu bulion nutritiv si in prezenta
dilutiilor binare ale materialelor testate, incubate la 37°C timp de 24 h. Placile au fost golite
si spalate de doua ori cu apa fiziologica sterila, celulele aderate la peretii de plastic ai
godeurilor au fost fixate timp de 5 minute cu 130 yuL metanol 80% si apoi colorate cu solutie
alcalina de cristal violet 1% (130 pL/godeu) timp de 15 min. Biofilmele microbiene au fost
apoi resuspendate in acid acetic 33%, iar intensitatea suspensiei colorate omogenizata prin
barbotare a fost evaluata prin citirea absorbantei la 492 nm.

Testarea cantitativa a activitatii antibiofilm a materialelor obfinute a relevat o mai buna
activitate fata de celulele microbiene aderate, comparativ cu cea inregistrata fata de celulele
microbiene in suspensie, valorile CMEB fiind, cu o singura exceptie, cuprinse intre 0,039 si
0,62 mg/mL

Pulberea (P1) a prezentat cea mai intensa activitate antibiofilm, cu valori CMEB de
0,039-0,62 mg/mL fata de toate tulpinile microbiene testate, urmata de (P3) si (P4).

Spre deosebire de cazul cresterii (in suspensie) planctonice (fig. 2), tulpina de
Staphylococcus aureus ATCC 6538 in faza aderata, sub forma de biofilm, s-a dovedit foarte
sensibila la actiunea materialelor testate. Biofilmul de Candida albicans afost, de asemenea,
foarte sensibil, toate probele de material avand valori CMEB foarte reduse (intre 0,15 i 0,31
mg/mL).

Pentru obtinerea unui efect bactericid, pulberile de MgB, se pot aplica direct sau
folosind un mediu de suspensie lichid (de exemplu alcool) pe suprafefele contaminate cu
bacterii si biofilme.

Exemplul 2

Acoperiri cu activitate antibiofilm obtinute prin amestecarea pulberilor pe baza de
MgB, (de la punctul A) cu polimer PVP (Polivinilpirolidona).

Pulberile cu activitate antibiofilm prezentate in exemplul 1 pot fiamestecate cu diversi
polimeri dizolvati, in cazul nostru PVP, care este un polimer biodegradabil si biocompatibil.
Pentru realizarea unui strat de PVP cu particule bioactive de MgB, se parcurg urmatoarele
etape de procesare:

a) 0,5 g de pulbere de PVP se dizolva in 30 ml de etanol;

b) pulberea P1 (fig. 1) de MgB, se cantareste (0,25-0,3 g) si se amesteca cu PVP
dizolvat in etanol de la punctul (a). MgB, este inert in alcool;

c) amestecul lichid este aplicat (de exemplu prin imersare, pulverizare, vopsire, etc.)
pe diferite suprafete/obiecte;

d) prin uscare naturala in aer si la temperatura ambianta se obtine un strat de MgB,-
PVP. in fig. 4 stratul a fost obtinut pe folii de polietilena.

Pentru concentratiile alese de pulbere de MgB, in solutia de etanol cu PVP se obtine
0 buna aderenta, si o acoperire omogena si uniforma a substratului.

Polimerul modificat se poate aplica pe diferite materiale/obiecte pentru a creste
rezistenta suprafetei acestora la aderenta microbiana si formarea biofilmelor. Instrumentele
si dispozitivele biomedicale, obiectele din spitale, sanitare, din zonele de productie si
desfacere a produselor alimentare, veterinare etc., cu risc crescut de colonizare microbiana
pot beneficia de aceste acoperiri.

Materialele pe baza de MgB, rezistente la colonizare microbiana si cu activitate
eficienta Tmpotriva biofilmelor microbiene, sub forma de pulberi, corp solid sinterizat si
acoperiri se pot adapta la diferite aplicatii industriale Tn functie de cerinte (biocide, modi-
ficarea unor suprafete pentru cresterea rezistentei la colonizarea microbiana, ob{inerea unor
noi materiale antibiofilm).
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Revendicari

1. Utilizare a diborurii de magneziu ca agent antimicrobian sub forma de pulberi,
corpuri solide si acoperiri cu activitate antibiofilm fata de filmele formate de tulpini de
Staphylococus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli si Candida albicans.

2. Utilizare a diborurii de magneziu sub forma de acoperire antibiofilm conform
revendicarii 1, in care diborura de magneziu se amesteca cu polivinilpirolidona.
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