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Abstract:

Introduction: Non-porous surfaces with antibacterial properties have begun to gain notoriety because
strategies are being sought to prevent infections by methods that are as safe as possible for the human body.

Objectives: Test methods can be variate, such as: 1SO 22196 standardized testing, inoculation testing
with sterile swab, bacteriological loop and touch-transfer assay. The steps followed in developing and
choosing the right strategy for each surface aim at the following aspects, namely: sterilization of working
materials to remove the possibility of bacterial superinfection and to correctly interpret the results, selection
of bacterial strains and in vitro growth conditions, selection of sampling and colony counting and choice of
method for validating and reporting of results.

Discussions: The advantages of the in vitro experimental technique is that it can be easily repeated and
reproduced, which helps to draw conclusions about the proven efficacy of the antimicrobial property. However,
there are also limitations of this test, namely the fact that the results cannot be extrapolated to in vivo conditions
because the very important parameters for bacterial proliferation cannot be maintained and controlled.

Conclusions: These aspects are important for evaluating the real efficiency of surfaces with
antibacterial properties.

Rezumat:

Introducere: Suprafetele neporoase cu proprietati antibacteriene au inceput sa capete notorictate
deoarece se cauta strategii de a preveni infectiile prin metode cat mai sigure pentru organismul uman.

Scop: Metodele de testare pot fi variate, precum testarea standardizata ISO 22196, testarea prin inoculare
cu ajutorul tamponului steril, cu ajutorul ansei bacteriologice si prin metoda amprentarii. Etapele urmarite in
dezvoltarea si alegerea strategiei potrivite pentru fiecare suprafatd in parte urmaresc urmatoarele aspecte, si
anume: sterilizarea materialelor de lucru pentru a Inlatura posibilitatea unei suprainfectii bacteriene si pentru a
interpreta corect rezultatele, selectarea tulpinilor bacteriene si a conditiilor de crestere in vitro, selectarea
modalitatilor de esantionare si numarare a coloniilor si alegerea metodei de validare a raportarii rezultatelor.

Discutii: Avantajele tehnicilor experimentale in vitro constau in faptul ca pot fi repetate si reproduse
facil, aspect care ajuta la obtinerea de concluzii cu privire la eficienta dovedita a proprietdtii antimicrobiene.
Insa, exista si limitari ale acestei testiri si anume faptul ci rezultatele nu se pot extrapola la conditiile in vivo
deoarece nu se pot mentine si controla parametrii foarte importanti pentru proliferarea bacteriana.

Concluzii: Acestea aspecte sunt importante pentru evaluarea eficientei reale a suprafetelor cu
proprietati antibacteriene.

Key-words: antibacterial activity, non-porous surfaces, methods of testing, antibacterial properties
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I. Introducere Infectiile nosocomiale reprezintd o problema

Infectiile nosocomiale sunt definite ca fiind  foarte importanta de sanatate publicd numarul
infectii dobandite de un pacient care a fost acestora fiind de circa 8,9 milioane de cazuri in
internat Tntr-un spital sau in alta unitate medicala tarile Uniunii Europene in perioada 2016-2017
si la momentul internarii nu suferea de infectii. (Perez-Gavilan et al., 2021; Suetens et al., 2018).
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Infectiile nosocomiale pot fi cauzate de
diversi agenti patogeni care provin de la alti
pacienti, de la personalul medical sau din me-
diul spitalicesc. Suprafetele atinse mai frecvent,
ca manerele usilor, mesele, butoanele de asis-
tentd medicala sau sinele de pat pot sa fie conta-
minate de agenti potential patogeni capabili sa
formeze biofilme si sd supravietuiasca pe supra-
fete pentru o lungd perioadd de timp. Este
cunoscut faptul ca unele bacterii rezistente la
antibiotice precum MRSA (Methicillin Resistant
Staphylococcus aureus) st VRE (Vancomycin
Resistant Enterococci) pot sd supravietuiasca
saptamani Intregi pe diferite suprafete (Neely and
Maley, 2000; Dancer, 2008; Martinez et al., 2003).
Pot fi implicate etiologic in infectii nosocomiale
si alte microorganisme precum Clostridium
difficile (Kaatz et al., 1988), bacili Gram negativi
MDR  (Multidrug  Resistant) cum sunt
Pseudomonas, Acinetobacter si Enterobacte-
riaceae (Tankovic et al., 1994), Norovirus, Coro-
navirus (Green et al., 1998), diverse specii de
Candida. In consecinta, utilizarea de protocoale
adecvate pentru curdtarea si dezinfectarea
suprafetelor din spitale sunt cruciale pentru a
preveni aparitia infectiilor nosocomiale. Folo-
sirea de diversi dezinfectanti pentru suprafete
este cel mai des practicatd dar poate fi asociata
cu unele dezavantaje legate de faptul ca trebuie
sa fie utilizate Tn anumite concentratii avand
grade variate de toxicitate, pot fi aplicate inco-
rect si activitatea lor bactericida este de scurta
duratd, recontaminarea fiind posibila din nou in
cateva minute (Perez-Gavilan et al., 2021).

Se discutd tot mai mult faptul ca supra-
fetele modificate pot duce la scaderea atasarii
bacteriene si dezvoltdrii microorganismelor. A
crescut astfel interesul pentru cercetarea fil-
melor polimerice cu suprafete structurate cu
proprietdti intrinseci sau a filmelor cu agenti
antibacterieni incorporati. Existd studii care
demonstreaza faptul cd diferiti polimeri cu
micro- si nano-topografii specifice pot inhiba
atasarea, cresterea si raspandirea microorga-
nismelor (Mann et al., 2014; Adlhart et al., 2018;
Ivanova et al., 2013). Au fost dezvoltate diferite
materiale polimerice tratate cu argint, cupru,
policati, triclosan, bacteriofagi sau radicali
biotoxici cu lumina activata (Cobrado et al., 2017;
Champagne and Helfritch, 2013). Dezvoltarea
unor suprafete de acest tip, cu proprietati anti-

bacteriene, poate avea impact mare in privinta
stopdrii dezvoltarii infectiilor. Acestea pot avea
aplicabilitate multipla, nu doar in spitale, ci pot
fi utilizate si de populatie pe diferite device-uri
(Sbera et al., 2020).

Pentru a evalua activitatea filmelor cu
proprietati antibacteriene, sunt necesare teste
adecvate. Standardul I1SO 22196 (metoda de
testare japoneza JIS Z 2801) este utilizat pentru
masurarea activitatii antibacteriene pe suprafe-
tele din plastic (1ISO 22196, 2011). Unele studii
insd au descris acest test ca fiind inadecvat,
deoarece temperatura de incubatie (35+£1°C) si
umiditatea relativa (peste 90%) nu reflecta
conditiile reale (Ojeil, 2013). Astfel, au fost des-
crise metode alternative pentru studiul in vitro al
activitatii antibacteriene a suprafetelor plastice.

I1. Obiective

Studiul isi propune evaluarea aplicatiilor,
performantelor si limitelor unor metode de testare
a activitatii antibacteriene a unor materiale.

1.1 Importanta dezvoltarii si testdarii
suprafetelor pe care au fost depuse materiale
cu proprietati antibacteriene

11.1.1 Importanta dezvoltarii unor suprafete
cu activitate antibacteriana

Infectiile nosocomiale reprezintd o proble-
ma serioasd care Inregistreaza, in multe tari,
cifre inalte de morbiditate si de mortalitate mai
ales la persoanele imunocompromise. Mai mult,
utilizarea excesiva a antibioticelor cu un spectru
larg a condus la cresterea numarului de tulpini
bacteriene rezistente la antibiotice din diverse
clase. Preventia si controlul acestor infectii
constituie o necesitate absoluta.

Protocoalele actuale de dezinfectie a su-
prafetelor cu solutii antibacteriene sunt cunos-
cute si utilizate in practica medicald. Substantele
chimice, dupa o utilizare prelungita, pot deveni
toxice pentru persoanele ce le manipuleaza.
Nepomuceno si colaboratorii descriu metode de
dezinfectie a calculatoarelor si a anexelor aces-
tora impotriva fungilor dintr-un centru medical
folosind solutii preparate pe baza de bicarbonat
de sodiu si acid acetic (Nepomuceno et al., 2018).
Sunt numeroase studii in care sunt semnalate
leziuni de tipul dermatitelor la nivelul tegu-
mentelor mainilor dupa o utilizare indelungata a
solutiilor dezinfectante pe bazd de alcooli
(Pedersen et al., 2005; Tasar et al., 2021).
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Dezvoltarea rapidd a nanotehnologiei si
potentialul imens in medicind al acesteia au
oferit multe oportunitdti pentru proiectarea
suprafetelor cu proprietdti superioare, care pot fi
utilizate in dispozitivele medicale de noua ge-
neratie. Aceste suprafete cu potential antibac-
terian ar putea fi folosite pe ecranele calcula-
toarelor, aparaturii, pe tastaturd si alte suprafete
des atinse n practica medicala.

I1.1.2. Importanta optimizarii testarilor
suprafetelor cu activitate antibacteriana

Multe materiale cu proprietati antimiCro-
biene mentionate in literaturd nu se materiali-
zeaza in clinicd, In principal pentru cd intro-
ducerea acestora pe piatd si utilizarea pe scard
larga necesitd procese de fabricatie simple,
robuste si ieftine, In timp ce agentiile de regle-
mentare impun studii clinice mari, costisitoare,
adesea imposibil de sustinut din punct de vedere
statistic (Grainger et al., 2013). In plus, devine
din ce in ce mai dificild obtinerea aprobarilor
pentru studii pe animale, in majoritatea tarilor
aceasta necesitand dovezi in vitro convingatoare
ale eficacitdtii. Acest fapt aratd nevoia proiec-
tarii de metode adecvate de evaluare in vitro
pentru materialele cu suprafatd antimicrobiana,
adaptate mecanismelor specifice de actiune
(Sjollema et al., 2018).

11.2. Metode microbiologice de testare a
activitdtii antibacteriene.

Avand in vedere cresterea amplorii feno-
menului de dezvoltare si de testare a unor supra-
fete antibacteriene diverse, s-au realizat proto-
coale standardizate in functie de tipul suprafetei
pe care au fost depuse materiale cu proprietati
antibacteriene (Figura 1).
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Figl. Metode standardizate de testare a activitatii anti-
bacteriene, clasificate in functie de tipul materialelor

Dintre metodele de testare, se individua-
lizeaza cele descrise in standardul ISO 22196
(JIS Z 2801) pentru masurarea activitatii antibac-
teriene pe materiale din plastic si suprafete nepo-
roase, cu aplicabilitate in domeniul medical dar si
pentru optimizarea unor folii potrivite pentru
diferite device-uri precum laptop, telefon si
tabletd. Pornind de la standardul mentionat, s-au
optimizat si alte metode bacteriologice aplicabile
pentru suprafete cum sunt testul de inoculare prin
imersie, testul de inoculare prin metoda ampren-
tarii, testul de inoculare cu ansd bacteriologica si
testul de inoculare cu ajutorul tamponului steril.

11.2.1 Test standardizat 1SO 22196

Metoda de testare standardizata ISO
22196 presupune cateva conditii: suprafata
testatad sa fie din plastic sau alte suprafete non-
poroase, sd aibd dimensiuni de 5x5 c¢cm, concen-
tratia bacteriana sa fie de 10° CFU/mL, incu-
barea suspensiei bacteriene cu suprafata antibac-
teriand sa aiba loc impreund cu alta suprafata de
tip polietilena care sd permita contactul intim pe
intreaga suprafatd cu suspensia bacteriana
pregatitd. Expunerea se face in conditii precise
de temperaturd (35£1°C) si umiditate (minim
90%), pentru 24 de ore. Materialul testat este
ulterior spdlat Tn mod repetat in acelasi volum
de 10 ml solutie neutralizanta. Se insdmanteaza
din lichidul de spalare diluat la diferite concen-
tratii prin metoda incorporarii in mediul de
crestere. Dupa incubare la termostat 48 de ore,
placile Petri insaméntate sunt examinate pentru
a numadra coloniile crescute si pentru a analiza
dacad existd o reducere a concentratiei bacteriene
din pricina proprietatii  antibacteriene a
materialului testat (1ISO 22196, 2011).

Conditiile mai sus mentionate de desfa-
surare a experimentului in laborator nu reflecta
realitatea. In mediul spitalicesc, temperatura si
umiditatea ambientald sunt mentinute in para-
metri normali pentru confortul pacientilor, iar
suprafetele sunt uscate. ISO 221696 este limitat
in prezicerea eficientei suprafetelor antibac-
teriene in conditii reale. Un studiu desfasurat
intr-un spital din UK pe durata unui an a com-
parat rezultatele obtinute la testarea suprafetelor
antimicrobiene atat la parametrii mentionati in
ISO 22196, cat si la temperatura de 20°C si
umiditate relativa 40%, respectiv 50% pentru a
observa dacd exista diferente in eficienta anti-
bacteriana a suprafetelor. Toate materialele pe
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bazd de cupru au fost eficiente in reducerea
contamindrii microbiene pe o duratd de 24 h.
Parametrii la care suprafetele au inregistrat
reducere maxima a concentratiei bacteriene sunt
cei prevazuti in metoda standardizatd; acest
aspect sugereaza faptul ca ISO 22196 testeaza
proprietatea antimicrobiana a materialelor in
conditii favorabile si nu in conditii reale (Ojeil
M., 2013).

[1.2.2. Test standardizat ASTM E2149

ASTM E2149 este o metoda micro-
biologica standardizatd cantitativd pentru eva-
luarea eficacitdtii antimicrobiene atit a mate-
rialelor non-poroase cat si a celor poroase in
conditii dinamice. Protocolul evalueaza si sta-
bilitatea pe termen lung a unui tratament anti-
bacterian aplicat materialului de interes (Santos
M, 2016). Acesta presupune imersia mostrei din
materialul de testat in suspensia bacteriand de
concentratie cunoscutd, intr-un balon agitat
mecanic pe o durata de timp intre 1-24h. Se
evalueazd atasarea si supravietuirea bacteriilor
direct pe suprafata materialului studiat. Aceasta
testare permite testarea rezistentei bacteriene la
agentii antibacterieni cu care au fost tratate
materialele in cauza. Eficacitatea antimicrobiana
se calculeaza prin scaderea din numarului de
microorganisme existente anterior imersiei
materialului a numarul de microorganisme
viabile dupa expunere (ASTM E2149, 2020). Spre
deosebire de ISO 22196 care e ales pentru
testarea suprafetelor plane, ASTM E2149 poate
fi folosit la cercetarea proprietatii antimiCro-
biene pe materiale/obiecte de forma neregulata.

Un studiu demonstreaza ca desi materialul
testat poseda proprietati antibacteriene la 37°C
pentru 24h, la temperaturi ambientale, acelasi
material nu induce scaderea concentratiei bacte-
riene (Campos MD.,2016). Metoda este limitata;
aceasta nu prezintd aplicabilitate In domeniul
sanitar, ci doar in laborator, unde se Tntrunesc
conditiile precizate anterior.

11.2.3 Test standardizat ASTM E2180

ASTM E2180 este o metoda cantitativa
standardizatd de testare in vitro a efectului anti-
bacterian pentru materiale polimerice cu agenti
antimicrobieni incorporati sau pentru materiale
hidrofobe precum plastic, rasini epoxidice si alte
suprafete dure. Metoda permite de asemenea,
stabilirea termenului de valabilitate a efectului

antibacterian pentru suprafetele testate. Inoculul
bacterian, fiind o suspensie apoasa, formeaza pi-
caturi pe suprafata tratata. Acestea apar din cau-
za tensiunii superficiale mari datorate fortelor
intermoleculare puternice (forte de coeziune).
Acest fenomen previne contactul intim cu su-
prafata hidrofoba a suspensiei. ASTM E2180
rezolva acest obstacol prin incorporarea sus-
pensiei bacteriene in mediu agar turnat intr-o
eprubetd la inclinatie de peste 45° ,,agar slurry”.
Astfel inoculul bacterian se transforma intr-un
pseudo-biofilm, ce poate fi pus in contact intim
cu materialul tratat. Eficienta agentului anti-
bacterian este evaluata prin rata de reducere a
concentratiei bacteriene dupa 24 h de contact.
(ASTM 2180,2012).

Limita acestei metode constd In testarea
materialelor tratate doar pe bacteriile in faza
planctonica libera si nu poate fi aplicatd pentru
biofilmele bacteriene, agentul antimicrobian
fiind ineficient Tn acest caz. Bacteriile in faza
planctonicd sunt microorganism libere, ce
plutesc prin suspensia cu care au fost inoculate,
urmand a se fixa prin producerea de substanta
polimerica extracelulara adeziva. Bacteriile din
cadrul biofilmului prezinta rezistenta impotriva
antibioticelor crescuta de pana la 1000 de ori
mai mare decat omoloagele lor in faza
planctonica (Mah T.F, 2012).

[1.2.4. Protocolul EPA

EPA (Agentia de protectic a mediului)
descrie un protocol de testare a activitatii bacte-
ricide a materialelor ce contin cupru. Este o
metoda microbiologicd cantitativd nestandar-
dizata, dar folositd frecvent de laboratoarele
specializate in testarea suprafetelor antibac-
teriene (Damian L., 2014). Metoda pune in
contact materialul de testat cu inoculul bacterian
preparat, iar apoi lasa 20-40 minute timp de
uscare suspensiei microbiene. Potentialul
antibacterian se confirma dacd concentratia
bacteriana dupa timpul de contact este mai mica
comparativ cu concentratia bacteriana initiala,
anterior expunerii la materialul studiat.

Particularitatea metodei este testarea
proprietdtii materialului in conditii de uscare.
Permite aplicarea In spatiul clinic si merita sa
fie luata in calcul pentru cercetarea suprafetelor
antibacteriene. Metoda este insa limitata in
cazul vopsirii sau lacuirii materialului.

Tntr-un studiu desfasurat pe o perioada de
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21 luni, efectul antimicrobian exercitat de
suprafetele ce contin cupru a fost imediat si
constant, cu o reducere semnificativa de 83% a
biofilmului microbian (Schmidt MG, 2012).

[1.2.5. Test de inoculare prin metoda
amprentarii

Knoblock et al. (2017) conduce un studiu
care testeaza proprietatea antibacteriand a mai
multor suprafete prin contaminarea acestora in
conditii realiste de temperaturd 22°C si umi-
ditatea relativda de 50%, dar si la parametrii
descrisi de ISO 22196: 37°C si umiditate rela-
tivd de peste 90%. Gradul de contaminare al
suprafetelor este evaluat printr-o metodd noua,
menitd s mimeze cat mai mult transferul bacte-
rian prin maini/manusi contaminate. Se insa-
manteaza pe mediu de crestere prin atingere cu
degetul dezinfectat sau acoperit de o manusa
sterild de bumbac si se mentine timp de 10
secunde pentru a se realiza transferul microbian.
Rezultatele studiului arata ca foliile plastice de
protectie cu proprietdti antibacteriene comer-
ciale nu sunt cu nimic superioare foliilor nor-
male in ceea ce priveste reducerea contaminarii
microbiene. Cea mai puternica activitatea
antibacteriand testatd prin aceastda metoda o
detine suprafata din aliaj de cupru.

Particularitatea metodei constd in repro-
ducerea modului de contaminare al suprafetelor
din spital. Scopul acestei noi metode este sa
respecte cat mai mult contextul obisnuit prin
care se realizeaza transferul microbian de pe 0
suprafata pe alta. Acest protocol poate fi aplicat
in spitale pentru testarea suprafetelor antibac-
teriene (Mann E., 2014).

Dezavantajul metodei este reprezentat de
imposibilitatea  standardizarii  transferului
bacterian ce se realizeazd prin atingerea
suprafetelor contaminate, respectiv a mediului
de crestere. Manualitatea cercetatorului este un
factor ce influenteaza mult rezultatele.

11.3. Etape de lucru si parametrii impor-
tanti in derularea experimentelor de testare a
activitatii  antibacteriene  a  suprafetelor
neporoase

11.3.1. Sterilizarea mediului de lucru si a
materialelor

Tehnicile de sterilizare pot fi clasificate in
metode fizice si chimice. Metodele fizice includ
sterilizarea prin caldurd uscatd, sterilizarea cu

abur Tn autoclav, iradierea cu radiatiile UV sau cu
raze gamma. Tratamentele cu substante chimice
precum oxidul de etilena, ozon, formaldehida si
fenoli sunt metode de sterilizare chimica (Zhang
etal., 1996).

In majoritatea metodelor de evaluare a
proprietatilor antibacteriene, suprafetele sunt
expuse suspensiilor bacteriene fara tratamentul/
sterilizarea prealabild. Sterilizarea biomateria-
lelor poate ldsa reziduuri pe suprafata acestora
afectand suprafata proiectata (Brétagnol et al.,
2008). In cazul sterilizarii cu oxid de etilend pot
ramane reziduuri iritante, mutagene si la con-
centratii ridicate, carcinogene (Anand et al.,
2003). Aspectele de siguranta legate de utilizarea
oxidului de etilena sunt descrise in standardul
ISO 10993 care ghideazd evaluarea biocom-
recomandatd pentru a steriliza materialele si
mediul de lucru este utilizarea radiatiilor UV
(Daniell et al., 2016).

Iradierea UV este impartitd in patru zone
spectrale distincte in functie de lungimea de unda,
si anume: vid-UV (100-200pnm), UVC (200-
280unm), UVB (280-315unm) si UVA (315-
400unm). UVC s-a dovedit a avea 0 capacitate an-
timicrobiand ridicata. Sursele de UV, de exemplu
diode emitatoare de lumina, laserul si plasma UV
generata de microunde, sunt disponibile pentru
aplicatii biomedicale (Gupta et al., 2013).

Testarea sterilitatii materialelor este foarte
importanta atunci cand se realizeaza teste ale
proprietatilor antibacteriene deoarece poate
furniza informatii pentru a indica 3 aspecte
(Daniell et al., 2016):

a) materialele testate
microorganisme viabile;
b) materialele testate au fost manipulate si de-
pozitate corect pentru a nu deteriora supra-
fetele active si a introduce un contaminant;
personalul de laborator care efectueaza
testul manipuleaza probele Tn mediul de
testare fard a introduce un contaminant.
Deoarece aceste aspecte se limiteazd la
conditiile prezentate, nu se poate afirma faptul
ca ar putea fi adecvate pentru a oferi siguranta
sterilitatii materialelor testate. Din acest punct
de vedere tehnic, metodele detaliate nu pot
furniza o masurd a eficacitatii procesului de
sterilizare. Prin urmare, testele pentru sterilitate
pe materialul testat intr-un proces de sterilizare

sunt lipsite  de

c)
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de rutind nu ar trebui utilizat ca o masura a
eficacitatii procesului de sterilizare (Food and
Drug Administration, 2008).

Insa aceastd etapa este foarte importanti
pentru a avea un control asupra concentratiilor
bacteriilor inoculate pe materialul de testat si
pentru prevenirea unei eventuale contaminari cu
alte microorganisme. Controlul asupra proce-
selor de sterilizare este esential in prelucrarea
datelor si interpretarea rezultatelor.

11.3.2. Selectarea tulpinilor bacteriene si a
conditiilor de crestere

Alegerea tulpinilor bacteriene pentru
testarea unor materiale cu suprafatd antibac-
teriand este foarte importantd si este necesara
evaluarea tipurilor de tulpini responsabile de
cele mai frecvente infectii pentru a putea avea
aplicabilitate in practica medicald si nu numai.

Multe microorganisme cauzatoare de
infectii sunt asociate pielii, intestinelor sau
cavitatii bucale, in special dupa utilizarea pe
termen scurt a unui implant sau dispozitiv sau a
unei igiene precare. Pot fi implicati agenti pato-
geni oportunisti ca Prevotella intermedia si
Porphyromonas gingivalis in infectiile asociate
implanturilor dentare (Loesche, 1986). Infectia
dupa utilizarea pe termen scurt a cateterelor
urinare se datoreaza adesea Staphylococcus epi-
dermidis, Escherichia coli sau Enterococcus
faecalis, in timp ce dupa cateterizare pe termen
lung pot apérea infectii cu Pseudomonas aeru-
ginosa, Proteus mirabilis si Klebsiella pneumo-
niae (Linsenmeyer, 2018; Flores-Mireles et al.,
2015; Bono and Reygaert., 2020). Prin urmare,
testarile trebuie sa implice specii Gram-pozitive
ca Staphylococcus aureus sau Staphylococcus
epidermidis. Fiindca peretele celular al tulpi-
nilor bacteriene Gram-negative si Gram-
pozitive difera considerabil (Cabeen and Jacobs-
Wagner, 2005), cu un posibil impact asupra
eficacitatii materialelor cu suprafatd antimi-
crobiand, ar trebui inclusa si cel putin o tulpina
Gram-negativa. In consecintd, in JIS Z 2801,
este sugerat sd se utilizeze atat E. coli Gram
negativ cat si S. aureus, Gram pozitiv. In functie
de aplicatia vizata, fungi precum Candida
species ar trebui s fie incluse in evaluarea
eficientei suprafetei antimicrobiene (Sjollema et
al., 2015).

In absenta unor date bine documentate cu

privire la numarul de microorganisme gasite pe
implanturi si dispozitive (Bjarnsholt et al., 2013),
testele standard indicd utilizarea unui inocul
definit care este exprimat ca numdrul de unitati
care formeaza colonii pe unitate de volum
(CFU) de suspensie, in care este plasat un
material cu o suprafatd specificatd. Concen-
tratille de inocul indicate in JIS Z 2801, de
exemplu 2.5-10° CFU/m, reflecta concentratia
bacteriilor gasite in urind la pacientii cu infectie
urinard asociata utilizarii cateterului - 10° chiar
pana la 10® CFU/mI (Stickler et al., 2014; Sjollema
et al., 2018; Schmiemann et al., 2010)

11.3.4. Esantionarea si numararea coloniilor

Substantele antibacteriene pot actiona
activ, avand efect bactericid direct sau impiedica
cresterea fard a ucide germenii sau actioneaza
pasiv Tmpiedicand bacteriile sa colonizeze
suprafetele prin obstructionarea aderentei bacte-
riene (Wei et al, 2019). Pentru a putea evalua si
compara eficacitatea diferitelor tratamente apli-
cate suprafetelor, activitatea antibacteriand a
acestora trebuie confirmatd experimental deoa-
rece existd variatii considerabile de la un mate-
rial la altul. Indiferent de metoda de testare alea-
sd, este necesard cunoasterea caracterelor de
cultura ale bacteriilor care au crescut pentru a
evita erori de identificare (posibilitatea supra-
infectdrii cu microorganisme), mentinerea para-
metrilor pentru dezvoltarea optima a bacteriilor
(umiditate, temperatura, oxigen, pH, cerinte
nutritionale - carbon, azot, minerale) (De
Silvestri et al., 2018; Liang et al., 2021;
Lendenmann et al., 2000). Cuantificarea coloniilor
se poate realiza manual sau automat folosind
analizoare specifice (Brugger et al., 2012; Zhu et
al., 2018) la 18-24 ore de la incubare (Sieuwerts
et al., 2008).

11.3.5. Validarea si raportarea rezultatelor

Indiferent de metoda de testare aleasa,
pentru fiecare test este nevoie de analiza a trei
probe din fiecare tip de suprafata si a unor probe
de control, martori atat pozitivi cat si negativi.
Pentru raportarea datelor este necesara calcu-
larea mediei numarului de colonii crescute pe
mediile de cultura si calculul deviatiei standard
pentru fiecare probd in parte. Rezultatele sunt
exprimate ca logaritm de CFU/cm?® sau ca
CFU/ml (Perez-Gavilan et al., 2021).
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I11. Discutii

Testarea suprafetelor de dimensiuni mici
reduce costurile si permite testarea conco-
mitentd a mai multor materiale sau a diverselor
tratamente aplicate aceluiasi material. Tehnica
experimentala in vitro poate fi repetatd si
reprodusa facil, aspect care ajutd la obtinerea de
concluzii cu privire la eficienta doveditd a
proprietatii antimicrobiene.

Limitele testdrii vizeazad conditiile in vitro
in care se desfasoara studiul acestor materiale cu
proprietati antibacteriene. Parametrii asigurati in
laborator precum temperatura si umiditatea dar
si utilizarea bulionului nutritiv din suspensia
bacteriana inoculatd nu sunt indepliniti in vivo,
de aceea este de preferat testarea materialelor
variind acesti parametri, pentru o observatie cat
mai reald a eficientei lor. Proprietatea antibac-
teriana variaza si in functie de protocolul de
testare utilizat (Campos et al., 2016). Alt aspect
important este executarea corectd a tehnicilor si
respectiv diferentele legate de tehnicile utilizate.

IV. Concluzii

Atunci cand se efectueaza testarea
antibacteriand a suprafetelor, trebuie luate in
considerare cateva aspecte importante pentru a
identifica un protocol de testare adecvat:
tipul materialului depus pe suprafata de
testat;
metoda de testare (de exemplu 1SO 22196,
testul de inoculare prin imersie/testul de
inoculare prin metoda amprentarii/testul de
inoculare cu ajutorul tamponului steril);
metoda de sterilizare (aleasa in functie de
tipul materialului depus);
selectarea  tipului de
(bacterii, fungi);
conditiile de incubare;
metoda de numarare a coloniilor bacteriene;
modul de interpretare si raportare
rezultatelor.

De asemenea, pentru a putea extrapola
rezultatele testelor in vitro la mediul Tncon-
jurator este nevoie de teste folosind mai multe
bacterii in acelasi timp pentru a sublinia posibi-
lele efecte de sinergism realizate intre speciile
bacteriene in prezenta materialelor cu o supra-
fatd specifica. Totodata este importantd optimi-
zarea unui test care sa imite conditiile de proli-
ferare bacteriand pe diferite suprafete in cazul

microorganisme

a

persoanelor care prezintd predispozitie la

aparitia infectiilor.

Importanta dezvoltarii unor astfel de
suprafete rezultd din aplicabilitatea acestor
suprafete In numeroase domenii, printre care si
cel medical — implanturi medicale, acoperirea
suprafetelor des atinse din spitale (aparatura,
manerele usilor, ecranele dispozitivelor etc.).
Totodata, ca perspectivd de dezvoltare, se pot
optimiza si pentru utilizarea de catre persoanele
care 1si doresc protectia ecranelor telefonului,
tabletelor, calculatoarelor si a altor ecrane
predispuse la a fi potentiale cai de infectie prin
aderare si proliferare bacteriana.
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