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(57) Rezumat:

Inventia se refera la un procedeu de obtinere a unui
produs din fire de polimer sintetic resorbabil cu proprie-
tati antimicrobiene utilizat pentru suturile ranilor chirur-
gicale, Procedeul, conform inventiei, consta in etapele:
activare a firelor de polimer sintetic resorbabil, ales
dintre polidioxanona, acid poli-L-lactic, acid poliglicolic
si copolimerii acestora, prin imersia a 0,5...2 g polimer
sintetic intr-o solutie 1 de agenti chimici cu pH 5...5,5,
la temperatura de 20...25°C, timp de 30 min...1 h, modi-
ficare a suprafetei polimerului prin-acoperire cu peptide
antimicrobiene alese dintre bacitracind A, bacitracina

zinc, polimixina B, prin prepararea unei solutii 2 de
0,5...2 g peptida dizolvata, in prealabil, siadaugarea in
solutia 1 adusa la pH 7...7,4, incubata la temperatura
de 4°C, timp de 2.4 h, spalarea firelor polimerice
modificate, plastifierea acestora prin imersie intr-o
solutie 3 de glicerin&20%, la temperatura de 20...25°C,
timp de 10...30 min si sterilizare, rezultand un produs
biocompatibil din fire polimerice resorbabile modificate,
cu activitate antimicrobiana pe o durata de timp extinsa.
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Autori: Ana-Maria Prelipcean, Elena Iulia Oprita, Oana Craciunescu

Prezenta inventie se referd la un procedeu de modificare a suprafetei firelor din
polimeri si copolimeri sintetici prin conjugare chimicd covalentd cu agenti antimicrobieni
pentru utilizare ca dispozitive medicale cu proprietati antimicrobiene imbunatatite destinate
suturii ranilor chirurgicale.

S-a raportat ca utilizarea firelor resorbabile fabricate din polimeri sintetici, precum
polidioxanona, acid poli-L-lactic, acid poliglicolic, policaprolactona si copolimerii acestora,
pentru sutura interventiilor chirurgicale estetice a prezentat complicatii postoperatie cu o rata
de 34% (Surowiak P., Plast. Reconstr. Surg. Glob. Open, 2022, 10, e4157). S-a observat
ca dintre acestea, complicatiile datorate infectiilor bacteriene au aparut mai frecvent in cazul
pacientilor de peste 50 de ani, la care s-a inregistrat un risc de infectie mai mare (5,9%) in
comparatie cu pacientii tineri (0,7%) (Niu Y. et al., Aesthetic Plast. Surg., 2021, 45, 2148-
2158). in plus, terapia cu antibiotice nu a redus inflamatia (Ahn S.K. & Choi H.J., J.
Craniofac. Surg., 2019, 30, e467-e469), iar firele au fost casante, fiind dificil de indepartat.

De aceea, au fost dezvoltate strategii pentru rezolvarea acestor probleme, in special a
celor legate de proprietdtile antimicrobiene ale firelor polimerice de suturd §i de rezistenta a
acestora la formarea de biofilm. Se cunoaste produsul pe bazi de copolimer sintetic
poliglactin (poliglicolid-L-lactid) acoperit cu antibioticul triclosan sub forma de fire de sutura
polifilament resorbabile comercializat sub denumirea Vicryl Plus, care a prezentat o activitate
antimicrobiani eficientd la nivelul cavitatii orale impotriva tulpinilor de Pseudomonas
aeruginosa $i Streptococcus mutans (Marzo G., et al., Oral Implantol. (Rome), 2008, 1(1),
43-48). Ca alternativd, s-a testat utilizarea unei combinatii de gluconat de clorhexidina si
alcool de concentratii variabile pentru pregétirea situsului care urmeaza sa suporte interventia
chirurgicalad in vederea prevenirii infectiilor bacteriene (Hasegawa T., et al., 2022, BJS
Open, 6(5), zrac111). Totusi, 0 meta-analizi recenti a studiilor clinice randomizate a indicat
ca niciuna dintre aceste variante nu prezintd beneficii evidente in comparatie cu firele
neacoperite si, respectiv, cu o solutie apoasi de betadind (National Institute of Health

Research Unit on Global Surgery, 2022, The Lancet. Infect. Dis., 22(8), P1242-1251).
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In prezent, existd abordiri in literatura de specialitate care propun cercetarea si
dezvoltarea unor noi procedee de imbunatatire a proprietatilor antimicrobiene ale firelor de
suturd resorbabile. Astfel, studii de evaluare in vitro si in vivo au aritat ci firele de
polidioxanona acoperite printr-o metoda de scufundare cu nanoparticule metalice degradabile
pe bazi de Mg, Zn si Fe au fost citocompatibile si au avut un efect bactericid fatd de bacterii
Gram-pozitive si Gram-negative, dar gradul de elasticitate a fost afectat, ceea ce poate
restrdnge domeniul de aplicatii biomedicale (Vieira D., et al., 2022, Sci. Reports, 12, 834).
S-a raportat ca, desi asigurd un strat suplimentar cu activitate antibacteriand, acoperirea
polimerilor sintetici de uz medical cu nanoparticule de Ag nu a asigurat un efect consistent in
vivo, iar procedeul de realizare necesitd temperaturi ridicate, care pot afecta substratul
polimeric. Alte studii au descris acoperirea polieteretercetonei cu un strat de hidroxiapatita pe
care ionii de Ag au fost imobilizati prin chelare cu ajutorul inozitol hexafosfat si au
demonstrat prevenirea infectiilor asociate pe modele de soareci, dar procedeul este complex
(Ishihama H., et al., 2021, Sci. Reports, 11, 3602). Brevetul WO 2023081240 A1l descrie
incorporarea unor agenti antimicrobieni pe baza de siruri cuaternare de amoniu in polimeri
sintetici, precum polipropilend, poliester, politetrafluoroetilend prin utilizarea unei
metodologii cu fluide supercritice si propune aplicarea acestora ca dispozitive medicale
pentru reducerea ratei de infectare a pacientilor operati.

Se cunoaste ca, acoperirea polimerilor sintetici se poate realiza si prin tratarea
suprafetei acestora prin diferite tehnici. S-a propus tratamentul cu plasma prin descarcare cu
barierad dielectricd la presiune atmosferica si incorporarea de ioni metalici de Zn pe suprafata
polipropilenei prin sonicare, care a condus la un grad de hidrofilicitate marit prin introducerea
de grupari reactive, reducind fin acelasi timp aderenta microbiana, fiind cunoscute
proprietétile ionilor de Zn de inhibare a cresterii microorganismelor apartinand unui spectru
larg, precum bacterii, virusuri, fungi si drojdii (Paisoonsin S., et al., 2013, Appl. Surface
Sci., 273, 824-835). Totusi, in functie de durata procesului de tratare, s-a observat
modificarea topografiei prin cresterea rugozititii. De asemenea, s-a raportat ci depunerea
prin tehnica electrospinning de agenti antimicrobieni, precum nanoparticule, compusi
bioactivi din plante sau antibiotice pe suprafata fibrelor polimerice prezintd un grad de
repetabilitate ridicat si poate fi ridicata la scard, dar dezavantajul procedeului il constituie
instabilitatea jetului (Maliszewska I. & Czapka T., 2022, Polymers, 14, 1661).

Un alt procedeu constd in modificarea chimica a suprafetei polimerice, care contine
grupdri reactive de tip ester (-COO-), prin diferite tehnici, precum amestecarea, adsorbtia sau

legarea covalentd a moleculelor antimicrobiene. Este de asteptat ca legarea chimica de tip
2
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covalent a unor molecule cu capacitate de inhibare a dezvoltarii microorganismelor pe
suprafata polimerica sa fie mai stabila si sa confere o activitate antimicrobiana pe o durata de
timp mai extins3, in corelare cu procesul de degradare si eliberare controlata al agentilor,
comparativ cu legarea sau combinarea de naturd fizica (Stillger L. & Muller D., 2022, J.
Mater. Sci., 57, 10863-1088S).

De aceea, din brevetul de inventie RO 133348 (A0), se cunosc polimeri de tipul
acidului polilactic tratati in plasma rece si imersati in ulei de simburi de macese sau ulei de
cuisoare in prezenta unui amestec de agenti chimici de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-
etilcarbodiimidd (EDC) si N-hidroxisuccinimida (NHS) in raport molar 7:1 pentru
modificarea suprafetei si cresterea proprietéfilor antioxidante si antimicrobiene a ambalajelor
alimentare. Brevetul RO 123117 B1 protejeaza acoperirea poliuretanului destinat fabricarii
de dispozitive medicale, precum drenurile tubulare, cu un strat de proteine prin formarea de
legaturi covalente in prezenta unei solutii de aldehida glutarica 0,5%, la temperaturi ridicata,
pentru o rezistentd crescuti la circulagia sangelui. O altd inventie (Brevet EP 1894579 A1)
descrie imbunatagirea rezistentei suturilor chirurgicale multifilament din fibre de polietilenad
impletite cu poliester destinate procedurilor ortopedice prin imersie in solutie de peptida
RGD in prezenta agentilor de reticulare EDC si sulfo-NHS in raport 1:3.

Se cunoagste utilizarea unui substrat siliconic si tehnica strat dupa strat pentru formarea
de legaturi chimice si depunerea alternativa a acidului alginic si a peptidei ponericin G1 pana
la obfinerea a 4 straturi pentru a asigura o eliberare controlatid a agentului antimicrobian,
pentru care trebuie sa se {ind cont de gradul de ionizare, masa moleculara si interactiile
secundare intre componente (Shukla A., et al., 2010, Biomaterials, 31, 2348-2357). De
asemenea, s-a raportat ci filme de alcool polivinilic au fost tratate cu plasma pentru
imbunatatirea proprietatilor hidrofile si apoi cu diferite concentratii de peptida antimicrobiana
nisin utilizind legarea covalentd la suprafata polimerica cu acid glutaric 20% (Kolarova
Raskova Z., et al., 2018, Materials, 11, 1451).

Problema tehnici pe care aceastd inventie urméreste sa o rezolve consta in obtinerea
unor fire din polimeri/copolimeri sintetici cu proprietéti antimicrobiene printr-un procedeu de
acoperire prin conjugare chimicid de tip covalent cu agenti antimicrobieni in vederea
imbunatatirii efectului suturilor chirurgicale la locul aplicarii, prevenirea infectiilor bacteriene

si inflamatiilor la corp striin.

Procedeul de acoperire al acestor fire polimerice, conform inventiei, consta din trei

etape principale: activarea polimerului in prezenta agentilor chimici, modificarea suprafetei

2



RO 138178 A0

polimerului prin acoperirea cu molecule antimicrobiene in conditii de reactie controlatd si

plastifierea firelor polimerice modificate.
Etapa 1 — Activarea polimerului

Activarea polimerului sintetic resorbabil, ales dintre polidioxanona, acid poli-L-lactic,
acid poliglicolic, policaprolactona si copolimerii acestora, constd din modificarea gruparilor
reactive de la suprafata polimerului prin imersarea completd a 0,5...2 g polimer sintetic in
solutia 1 de agenti chimici, care contine NHS 0,01...0,1% si EDC 0,05...0,5%, in raport molar
1:1...1:5 dizolvate in acid 2-(N-morfolin)etansulfonic (MES) de concentratie 1...2% in etanol
96% produs de Chemical Company SA, cu densitatea maxima de 0,8074 g/l diluat, in
prealabil, la 20...40% cu api distilata, avand un pH de 5...5,5. in final, pH-ul solutiei 1 este
ajustat la 7...7,4 cu o solutie de hidroxid de sodiu 2N. Temperatura de activare a polimerului

sintetic este de 20...25 °C. Timpul de imersie pentru activarea polimerului este de 0,5...1 ore.

Etapa 2 — Modificarea suprafetei polimerului prin acoperirea cu molecule

antimicrobiene

Modificarea suprafetei polimerului prin acoperire cu peptide antimicrobiene, alese
dintre bacitracind A, bacitracinid zinc, gramicidina, polimixind B, vancomicind, constia din
prepararea solutiei 2 pentru acoperire prin adaugarea in solutia I de 0,5..2 g peptidad
dizolvata, in prealabil, intr-un volum minim de 50...100 mM MES in etanol 40% rece prin
vortexare pe un agitator magnetic, pentru a atinge un raport molar polimer sintetic:peptidd de
1:4...1:8, omogenizarea solufiei 2 prin agitare si, in final, ricire la 4 °C. Apoi, are loc
incubarea firelor polimerice activate in solufia 2, cu agitare usoara, la o temperatura de 4 °C,
timp de 2...4 ore. Se indeparteaza reactivii in exces si produsii secundari formati printr-un
proces de spalare a firelor polimerice modificate in solutii de fosfat disodic 0,1 M, NaCl 1M,
NaCl 2 M si, in final in api distilata, la 20...25 °C timp de 0,5...4 ore, care se repeta de cite

douai ori.
Etapa 3 — Plastifierea firelor polimerice modificate

Plastifierea firelor polimerice modificate consta din incubarea acestora in solutia 3 de
alcool 20%, ales dintre glicerina si polietilenglicol 400, care contine 200...400 g alcool i
800...1600 ml apa distilatd. Temperatura de plastifiere este de 20...25 °C. Timpul de imersie

pentru plastifiere este de 10...30 minute.

Firele polimerice sunt apoi uscate intr-o etuva previzuti cu ventilatie, la 25...30 °C,

timp de 4...12 ore. Ambalarea firelor se realizeaza prin sigilare in folie de plastic permeabila
4
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la oxid de etilena. Pentru sterilizarea firelor se procedeaza la expunerea firelor ambalate etang

la oxid de etilena de concentratie 800...1000 mg/l, intr-o incinta inchisa, timp de 4...8 ore.
Procedeul de acoperire a firelor polimerice are urmatoarele avantaje:

e prin utilizarea procedeului propus de modificare a suprafetei, se obtin fire polimerice
cu un strat protector de peptide antimicrobiene, care conferd o activitate
antimicrobiana fata de un spectru larg de bacterii la locul suturii, superioari firelor
care incorporeaza molecule antimicrobiene, datorita legarii covalente a peptidelor pe
suprafata;

e prin eliberarea controlatd a moleculelor cu efect antimicrobian, firele polimerice
modificate prezintd o perioadd extinsa de activitate §i o eficien{d mare in prevenirea
infectiilor, astfel ca faciliteazi efectul de vindecare a ranilor prin suturg;

e se obtine un produs biocompatibil, absorbabil, care poate fi utilizat in siguranta si
eficient in aplicatii biomedicale, avand o durati indelungata de contact cu tesuturile;

e procedeul este fezabil, nu necesitd echipamente cu grad ridicat de complexitate i are

un timp scurt de desfasurare (~12 ore) si un cost redus.

Prezenta propunere de inventie se evidentiazd prin urmétoarele exemple:
Exemplul 1.
Etapa I — Activarea polimerului

Intr-un vas de sticla cu volumul de 1500 ml, se prepara o solutie prin cantarirea de 10
g MES care se dizolva in 990 g etanol 40% prin amestecare cu ajutorul unei bare magnetice
pe un agitator magnetic pana la dizolvarea completa, adaugarea treptati de 0,5 g NHS sub
agitare pand la dizolvarea completid, 0,75 g EDC, iar dupid dizolvarea completi a
ingredientelor, pH-ul solutiei a fost ajustat la 5 cu o solutie de acid clorhidric 2 N. intr-un vas
Petri de sticla cu volumul de 2000 ml, se ageaza un fir de poliglicolid-L-lactid cu greutatea de
1 g si se adaugd 1000 ml din solutia preparatd, urménd agezarea vasului pe un agitator orbital
si agitare la o temperatura de 20 °C, timp de 30 minute pentru o reactie uniforma de activare a
polimerului sintetic. in final, solutia este ajustati la o valoare de pH egald cu 7 cu o solutie de
hidroxid de sodiu 2N.

Etapa 2 - Modificarea suprafetei polimerului prin acoperirea cu molecule

antimicrobiene
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intr-un vas de sticld cu volumul de 25 ml, se dizolva 1 g bacitracina zinc in 5 ml
tampon MES 25 mM in etanol 40% prin amestecare cu ajutorul unei bare magnetice pe un
agitator magnetic, se adauga peste solutia din vasul Petri de la etapa 1 si se omogenizeazi pe
un agitator orbital la 20 °C. Apoi, se realizeazi o incubare vasului agezat pe agitatorul orbital
la 4 °C, timp de 2 ore. Apoi, se indeparteazi solutia, iar firul polimeric modificat este spalat
de doua ori prin adaugarea a cate 1000 ml solutie de fosfat disodic 0,1 M si agitare la 20 °C,
timp de 30 minute, apoi de doua ori cu o solutie de NaCl 1M, apoi de doui ori cu o solutie de
NaCl 2 M si de doua ori cu api distilatd, fiecare etapa de spilare avand o perioada de 30 de

minute.
Etapa 3 — Plastifierea firelor polimerice modificate

Firul polimeric este scos din apa distilata si este imersat intr-un vas Petri de sticla cu
volumul de 1000 ml umplut cu 500 ml solutie de glicerina de concentratie 20%, agezat pe un
agitator orbital si agitat la o temperatura de 20 °C, timp de 10 minute. Apoi, solutia este
indepdrtatd, iar firul polimeric este uscat intr-o etuva previzuti cu ventilagie la 30 °C, timp de
8 ore, ambalat etans in folie de plastic permeabila la oxid de etilena si sterilizat intr-o incinta

inchisd cu oxid de etilena cu o concentratie de 800 mg/l, timp de 6 ore.

Exemplul 2.

Etapa 1 - Activarea polimerului

intr-un vas de sticla cu volumul de 1500 ml, se prepari o solutie prin cantirirea de 20
g MES care se dizolva in 970 g etanol 40% prin amestecare cu ajutorul unei bare magnetice
pe un agitator magnetic pani la dizolvarea completd, adiugarea treptatd de 1 g NHS sub
agitare pani la dizolvarea complets, 2,5 g EDC, iar dupa dizolvarea completi a ingredientelor
la o temperatura de 25 °C, pH-ul solutiei a fost ajustat la 5 cu acid clorhidric 2 N. intr-un vas
Petri de sticla cu volumul de 2000 ml, se aseaza un fir de polidioxanona cu greutatea de 1 g si
se adauga 1000 ml din solutia preparata, urméand agezarea vasului pe un agitator orbital gi
agitare la o temperaturd de 25 °C, timp de o ora pentru o reactie uniforma de activare a
polimerului sintetic. in final, solutia este ajustata la o valoare de pH egala cu 7,4 cu o solutie
de hidroxid de sodiu 2N.

Etapa 2 - Modificarea suprafetei polimerului prin acoperirea cu molecule

antimicrobiene

Intr-un vas de sticla cu volumul de 25 ml, se dizolvi 1 g polimixind B in 5 ml tampon
MES 100 mM in etanol 40% prin amestecare cu ajutorul unei bare magnetice pe un agitator

6
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magnetic, se adaugd peste solutia din vasul Petri de la etapa 1 si se omogenizeazi pe un
agitator orbital la 25 °C. Apoi, se realizeaza o incubare vasului asezat pe agitatorul orbital la 4
°C, timp de 4 ore. Apoi, se indeparteazi solutia, iar firul polimeric modificat este spalat de
doua ori prin adiugarea a cite 1000 ml solutie de fosfat disodic 0,1 M si agitare la 25 °C,
timp de 30 minute, apoi de doua ori cu o solutie de NaCl 1M, apoi de doui ori cu o solutie de
NaCl 2 M si de doud ori cu api distilati, fiecare etapa de spilare avand o perioada de 30 de

minute.
Etapa 3 — Plastifierea firelor polimerice modificate

Firul polimeric este scos din apa distilati 5i este imersat intr-un vas Petri de sticld cu
volumul de 1000 ml umplut cu 500 ml solutie de PEG 400 de concentratie 20%, agezat pe un
agitator orbital si agitat la o temperatura de 25 °C, timp de 20 minute. Apoi, solutia este
indepartat, iar firul polimeric este uscat intr-o etuva previzuta cu ventilatie la 30 °C, timp de
12 ore si apoi este ambalat etang in folie de plastic permeabila la oxid de etilena si sterilizat

intr-o incintd inchisi cu oxid de etilend cu o concentratie de 1000 mg/l, timp de 6 ore.

Variantele de fire polimerice modificate prin conjugare chimica covalenta cu peptide
antimicrobiene au fost analizate din punct de vedere al biocompatibilitatii in culturi de celule
de tip fibroblast din linia celularda NCTC clona 1929 si al activitatii antimicrobiene in culturi
de bacterii Gram-pozitive Staphylococcus aureus si Gram-negative Pseudomonas
aeruginosa. Biocompatibilitatea firelor polimerice a fost determinata conform standardului
international I1SO 10993-5 pentru dispozitive medicale prin evaluarea viabilitatii celulare cu
ajutorul testului MTT. Dupa 24 de ore de incubare in conditii standard, la o temperatura de 37
C, intr-un incubator cu atmosfera umidificati cu 5% COa, a fost masurata absorbanta solutiei
colorate obfinute in placi de culturd cu ajutorul unui spectrofotometru SpectroStar Nano.
Activitatea antimicrobiana a fost determinata prin masurarea diametrului de inhibitie observat
in vase Petri cu mediu de culturd adecvat fiecarei tulpini bacteriene si cultivare timp de 24 de

ore in prezenta probelor. Valorile determinate sunt prezentate in Tabelul 1.

2



Tabelul 1.

Valorile determinate pentru procentul
biocompatibilitate pe celule NCTC clona L929 si, respectiv, diametrul de inhibitie si

activitatea antimicrobiani pe culturi de S. aureus si P. aeruginosa in prezenta firelor

polimerice testate.

RO 138178 A0

de viabilitate celulara si

gradul

Proba Viabilitate Grad de Diametrul de inhibifie Activitate antimicrobiana
celulara biocompatibi (mm)
(%) litate S. aureus P. S. aureus P.
aeruginosa aeruginosa

Celule netratate 100 martor - - - -
Poliglicolid-L- 96,7 necitotoxic 0 0 - -
lactid
Poliglicolid-L.- 108,2 necitotoxic 16 4 ++ +
lactid cu
bacitracina zinc
Polidioxanona 94,9 necitotoxic 0 0 - -
Polidioxanona cu 105,3 necitotoxic 12 + ++
polimixina B

Rezultatele obtinute au evidentiat cé firele din polimer sintetic acoperite cu peptide
antimicrobiene au fost necitotoxice pentru celulele din cultura, similar celor neacoperite si
martorului de cultura netratat cu proba. in plus, a fost stimulata proliferarea si migrarea
celulara in cazul culturilor tratate cu fire polimerice acoperite, ceea ce indica potentialul de a
stimula vindecarea ranilor. Materialele acoperite cu bacitracind zinc au prezentat o activitate

antimicrobiana ridicata fata de S. aureus, in timp ce materialele acoperite cu polimixin B au

inhibat preponderent cresterea culturii de P. aeruginosa.
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REVENDICARE

1. Procedeu de modificare a suprafetei firelor din polimeri-copolimeri sintetici prin
conjugarea chimica covalentd cu agenti antimicrobieni, caracterizat prin aceea ci acesta
constd din urmitoarele etape: etapa 1 de activare a polimerului sintetic, ales dintre
polidioxanona, acid poli-L-lactic, acid poliglicolic, policaprolactona si copolimerii acestora,
prin modificarea grupdrilor reactive de la suprafata polimerului prin imersarea completa a
0,5...2 g polimer sintetic in solutia care contine NHS 0,01...0,1% si EDC 0,05...0,5%, in
raport molar 1:1...1:5 dizolvate in tampon acid 2-(N-morfolin) etan sulfonic (MES) de
concentratie 1...2% in etanol 20...40%, avand pH de 5...5,5, la 20...25 °C, timp de 0,5...1 ore,
ajustarea pH la 7...7,4 cu o solutie de hidroxid de sodiu 2N; etapa 2 de modificare a suprafetei
polimerului prin adaugarea de 0,5...2 g peptide antimicrobiene, alese dintre bacitracind A,
bacitracini zinc, gramicidini, polimixind B, vancomicing, dizolvate in 50...100 mM MES in
etanol 40% rece, pentru un raport polimer sintetic:peptida de 1:4...1:8, incubare la o
temperatura de 4 °C, sub agitare ugoara, timp de 2...4 ore, urmata de spilarea repetat a firelor
polimerice modificate in solutii de fosfat disodic, clorurad de sodiu si apa distilata, la 20...25
OC timp de 0,5...4 ore; etapa 3 de plastifiere a firelor polimerice modificate prin incubare intr-
o solutie de alcool 20%, ales dintre glicerind si polietilenglicol 400, la o temperaturd de
20...25 °C, timp de 10..30 minute; urmate de uscarea firelor intr-o etuva previzuti cu
ventilatie, la 25...30 °C, timp de 4...12 ore, ambalare etansi si sterilizare cu oxid de etilen

timp de 4...8 ore.
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