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OCENA ZDOLNOSCI TWORZENIA BIOFILMU P.AERUGINOSA NA
PROBKACH STOPU AZ31 UZYSKANEGO W TECHNOLOGII SLM

Streszczenie: W pracy przedstawiono wyniki badan nad oceng zdolnosci
tworzenia biofilmu szczepu bakterii P. aeruginosa, na powierzchni probek
wyprodukowanych z lekkiego stopu magnezu - AZ31 w technologii SLM. Ilo$¢
kolonii bakteryjnych wyhodowanych w biofilnie, jest nawet 700x wyzsza,
w odniesieniu do skafoldow ze stopu Ti-6Al-7Nb, wyprodukowanych w tej samej
technologii.

Stowa kluczowe: Selective Laser Melting, AZ31, P. aeruginosa
1. WSTEP

Technologie przyrostowe (Additive Manufacturing — AM) posiadaja przewage nad
konwencjonalnymi technologiami wytworczymi ze wzgledu na swobode ksztattowania
skomplikowanych geometrii, oszczedno$¢ materiatu oraz krotki czas od projektu do
wytworzenia, zwlaszcza pojedynczych przedmiotow. Sposrod technologii przyrostowych
(AM), szczeg6lne znaczenie stanowig technologie oparte na proszkach metali. Dobrze
rozpoznane stopy tytanu (Ti-6Al-7Nb, czy Ti-6Al-4V), sg powszechnie stosowane do
wytwarzania implantow, ze skomplikowang struktura porowata umozliwiajaca przerost
tkanek kostnych, w szczegdlnosci endoprotezy stawow kolanowych i1 biodrowych [1].
Interesujagcym materiatem, ktory rowniez wobec aplikacji medycznych nie pozostat obojetny
jest magnez wraz z jego stopami, pozwalajacy na bezinwazyjne usunigcie wszczepu
z organizmu zywego w skutek resorpcji. Zbyt wysokie, niekontrolowane tempo resorpcji, nie
pozwalato niestety na jego opracowanie i Szersze zastosowanie. Technologie przyrostowe na
przyktadzie Selektywnej Laserowej Mikrometalurgii (SLM), dzigki charakterystyce procesu,
pozwalaja na modyfikacje wlasciwosci mechanicznych oraz materiatowych, co moze
prowadzi¢ do uzyskania nowych charakterystyk. L.aczac wartosci wytrzymalo$ci specyficzne;j
stopoéw magnezu odpowiadajace wlasciwosciom tkanek kostnych oraz zdolno$¢ do resorpcji,
dostrzezono perspektywe badan tego materiatu w technologiach przyrostowych.

Bakterie Pseudomonas aeruginosa sa czgsta przyczyng wystepowania przewleklego
zapalenia kosci [2]. Pacjenci z zaburzeniami systemu immunologicznego, oraz w trakcie
inwazyjnych zabiegéw chirurgicznych, sa szczegdlnie narazeni na infekcje wywotane tymi
bakteriami. P. aeruginosa wykazuje wysoka tendencje do formowania biofilmu. Biofilm,
moze tworzy¢ si¢ nie tylko na zywych tkankach, ale rowniez na wszczepach takich jak
implanty, stenty, itp. [3].

Celem pracy bylo przebadanie uzyskanego materialu w technologii laserowej
mikrometalurgii (SLM), w skutek przetapiania proszku stopu magnezu AZ31 za pomoca
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wigzki lasera, pod katem sklonno$ci formowania biofilmu przez szczepy P. aeruginosa na
powierzchni wyprodukowanych probek.

2. MATERIAL I METODY

Wykorzystujac urzadzenie SLMS50 firmy Realizer, wyprodukowano 6 probek o $rednicy
6,2 mm i wysokosci 4 mm (Rys. 1) z proszku stopu AZ31 [4]. Probki wytwarzane byty
Z warstwg o grubosci 50 um, stosujac moc lasera na poziomie 75W. Do badan wykorzystano
proszek stopu AZ31 (3% Al., 1% Zn), zakupiony od TLS Technik GmbH & Co Spezialpulver
KG, o frakcji 40-106 um. Probki usunig¢to z platformy procesowej, oraz zeszlifowano
struktury podporowe peligce funkcj¢ rusztowania, ustalajgcego potozenie probek podczas
procesu wytworczego.

Szczep P. aeruginosa ATCC15442 rosnacy na podtozu statym (McConkey), przeniesiono
do podioza ptynnego (TSB) i inkubowano przez 24h w temperaturze 37° w warunkach
tlenowych, bez wytrzasania. Po tym okresie, ge¢stos¢ zawiesiny ustalono densytometrycznie
(Densimat) na 3x10° komérek/ml. Do tak przygotowanej zawiesiny, wprowadzono
wyprodukowane probki. Probki te inkubowano w temp. 37°C przez 24h. Po okresie inkubacji
probki przeptukane zostaty roztworem 0,9% NaCl, celem pozbycia si¢ z powierzchni
niezwigzanych bakterii. Nastepnie probki wprowadzono do 1ml detergentu 0,5% saponiny
I wytrzasnieto w celu oderwania biofilmu bakteryjnego. Po wytrzgsaniu zawiesing
rozcienczono i obliczono ilosci komorek bakteryjnych zasiedlajacych analizowane probki.
Uzyskane wyniki dodatkowo potwierdzono obserwacja wizualng za pomoca skaningowego
mikroskopu elektronowego Zeiss EVO MA25 (SEM).

Rys. 1. Wyprodukowane w technologll SLM proébki walcowe do przeprowadzenia hodowli
3. WYNIKI

[lo§¢ kolonii bakteryjnych w utworzonym biofilmie na powierzchni badanych probek
wynosita $rednio 5,42*%10° (Tabela 1). Nie wykazano istotnej statystycznie réznicy pomiedzy
zliczonymi ilo$ciami bakterii na poszczeg6lnych probkach. W poréwnaniu do analogicznych
badan, prowadzonych na skafoldach wyprodukowanych ze stopu Ti-6Al-7Nb, liczba
drobnoustrojow byta niemal 700-krotnie wyzsza [4].
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Tabela 1. Tlo$¢ komorek bakteryjnych biofilmu Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, wyhodowanego
na badanym materiale oraz na rusztowaniach ze stopu Ti6AlI7Nb, uzyskanych w technologii SLM; cfu —
colony forming units

Probki Powierzchnia Pseudomonas aeruginosa Staphylococcus aureus
ATCC 15442 ATCC6538

[rodzaj] [mm?] [cfu/probke] [cfu/mm?] [cfu/probke] [cfu/mm?]

Skafold SLM - 7

Ti6AL7ND 523,28 3x10 57 331 n.d. n.d.

Skafold SLM - 9

Ti6AL7ND 756,26 n.d. n.d. 2.33x10 3080 950

probka

walcowa SLM 138,29 5.54x10° 39 168 072 4.42x10° 2215105

- AZ31

Na obrazach mikroskopowych, wyhodowanych biofilméw, wyraznie wida¢ juz po 7
dniach pateczki ropy bigkitnej (Rys. 2a). Po 21 dniach, kolonie bakteryjne sa zdecydowanie
bardziej rozbudowane, a powstaty biofilm dodatkowo spekany (Rys. 2b).

18.00 kv CZ BSD | Probe = 658 pA [ ] 20.00 kV i CZ BSD IProbe= 12nA (o3
8.0mm Width = 7765 um  Chamber = 5.42e-004 Pa t v of 3 5.0mm Width = 83.61 ym Ch:mt:ev =3.77e-003 Pa faw Uni &
Rys. 2. Biofilm P. aeruginosa, na powierzchni wyprodukowanych prébek, a) po 7 dniach, b) po 21 dniach,
SEM.

4. PODSUMOWANIE

Otrzymane wyniki wskazuja na konieczno$¢ zwrocenia szczegdlnej uwagi na analizowany
material ze wzgledu na wysokg tendencje szczepu bakterii P. aeruginosa do tworzenia
biofilmu na powierzchni stopu AZ31, uzyskanego w technologii SLM.

W przytoczonej pracy dotyczacej stopu tytanu Ti6Al7Nb [4], wykazano istotny spadek
liczby komorek tworzacych koloni¢ wskutek zastosowania chemicznej modyfikacji
powierzchni, skutkujacy redukcja o nawet 85%. Nalezy przeprowadzi¢ dodatkowe badania,
obrobki poprocesowej dla materiatu uzyskanego w technologii SLM, przyktadem
przytoczonej publikacji, celem redukcji sktonnosci szczepu bateryjnego P. aeruginosa do
namnazania na rozpatrywanym materiale.

Przedstawione wyniki badan, wskazuja na wysokie ryzyko wystgpienia etiologicznego
zapalenia ko$ci po wszczepieniu implantdéw wykonanych ze stopu AZ31, przetworzonego
w technologii SLM. Mimo wysokiego potencjatu dla opisywanego materialu pod katem
wlasciwos$ci mechanicznych oraz niskiej cytotoksycznosci, material wykazuje wysokie
tendencje do tworzenia biofilmu bakteryjnego pateczek gram-ujemnych Pseudomonas
aeruginosa. Obecnos¢ biofilmu bakteryjnego na powierzchni wszczepu prowadzi do ochrony
patogenu, przed mechanizmami obronnymi ustroju pacjenta, m.in. poprzez utrudnianie
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penetracji antybiotykow 1 przeciwciat [5]. A to z kolei moze utrudnia¢ powr6t pacjenta do
pelnej sprawnos$ci po zabiegu implantacyjnym.
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ABILITY OF CLINICAL P.AERUGINOSA STRAINS TO FORM
BIOFILM ON THE SLM-PRODUCED AZ31 SPECIMENS

Abstract: In this work, results of research on ability to form biofilm by P.
aeruginosa strains on AZ31 specimens manufactured in SLM technology are
reported. The number of cells forming biofilm on specimens is even 700 times
higher than on scaffolds manufactured from Ti-6Al-7Nb alloy by SLM technique.
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