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Streszczenie

Celem prowadzonych badan byto okreslenie ak-
tywnoSci przeciwbakteryjnej in vitro bioaktywnych
szkiet dotowanych Mg, SriAu. Przedstawiono badania
zmodyfikowanych bioszkiet zawierajgcych wybrane
pierwiastki wprowadzone dla podwyzszenia bioak-
tywnosci, ktore mogg wspomagac przebieg procesow
fizjologicznych koSciotworzenia i wykazywac dziatanie
przeciwbakteryjne. Obecnos$¢ magnezu w sktadzie
biomateriatu zwieksza jego bioaktywnos$c¢. Stront
wptywa na lepszg proliferacje komoérek kostnych.
Ztoto nalezy do grupy ,ultraelementéw” dziatajgcych
przeciwbakteryjnie oraz aktywuje procesy metabolicz-
ne poprzez oddziatywanie na enzymy. Silany uzyte
podczas syntezy bioszkiet metodg zol-zel, takze mogg
zwigkszac ich bioaktywnosc.

Materiat odniesienia stanowito bioszkto P5-VS
zawierajgce 70% mas. SiO, 5% mas. P,0; oraz
25% mas. CaO. Bioszkta P5-VS-1_Mg i P5-VS-1_Sr,
o takim samym sktadzie jak P5-VS wytworzono za-
stepujgc 1% mas. CaO odpowiednio MgO lub SrO.
W przypadku bioszkiet P5-VS-Au_r-ri P5-VS-Au_nzk
nanoczgsteczki ztota byty dodane w ilosci 0,00065%
mas. i 0,002% mas. odpowiednio jako: roztwoér kolo-
idalny lub niejonowe ztoto koloidalne.

Whasciwosci fizykochemiczne wytworzonych biosz-
kiet obejmujgce morfologie powierzchni, a takze ich
bioaktywno$c po kontakcie z roztworem symulujgcym
osocze oraz wyniki cytotoksycznos$ci zostaty przed-
stawione w innym artykule. Stwierdzono, ze bioszkta
w kontakcie z ptynem symulujgcym osocze (SBF)
sg bioaktywne oraz nie oddziatujg cytotoksycznie na
komorki L929.

Wyniki badari in vitro aktywno$ci przeciwbakteryjnej
wytworzonych bioszkiet wykazaty ich wyzszg aktyw-
no$¢ w stosunku do szczepu Staphylococcus aureus
niz Pseudomonas aeruginosa. Wzrost mikroorgani-
zmoéw najbardziej hamowato bioszkto P5-VS-1_Sr.
Bioszkto P5-V'S bez udziatu Mg, Srlub Au wykazywato
najstabsze dziatanie przeciwbakteryjne.

Stowa kluczowe: bioszkta, metoda zol-zel, cytotok-
Sycznosc¢, aktywnos$c¢ przeciwbakteryjna
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Abstract

The aim of this study was to determine in vitro
antibacterial activity of bioactive glasses doped with
Mg, Srand Au. Authors showed tests of modified bio-
glasses containing selected elements incorporated to
the composition in order to increase bioactivity, which
could contribute to physiological processes of osteo-
genesis and exhibit bactericidal activity. The presence
of magnesium in the composition of the biomaterial
enhances its bioactivity. Strontium improves the pro-
liferation of bone cells. Gold belongs to the group of
“ultra-elements” which show antibacterial activity and
activate metabolism by acting on enzymes. The silane
used for the synthesis of sol-gel bioglasses may also
increase bioactivity.

Bioglass P5-VS containing 70 wt% of SiO, and
25 wt% of CaO and 5 wt% of P,0O; was a reference
material. Bioglasses P5-VS-1_Mg and P5-VS-1_Sr
with the same composition as P5-VS were obtained by
substituting 1 wt% of CaO by MgO or SrO respectively.
In the case of bioglasses P5-VS-Au_r-r and P5-VS-
-Au_nzk nanoparticles of Au were added in the amount
of 0.00065 wt% and 0.002 wt% as colloidal solution
or nonionic colloidal gold respectively.

Physical and chemical properties of sol-gel bioacti-
ve glasses including grain morphology and bioactivity
in simulated body fluid and the results of cytotoxicity
were presented in a previous publication. It was
found that bioglasses were bioactive in contact with
simulated body fluid (SBF) and were not toxic on L929
cells in vitro.

The results of in vitro antibacterial activity studies
of obtained bioglasses showed higher activity against
strain of Staphylococcus aureus than Pseudomonas
aeruginosa. The growth of microorganisms was
inhibited in the most effective way by the bioglass
P5-VS-1_8Sr. The P5-VS bioglass without Mg, Sror Au
shows the weakest bactericidal effect.

Keywords: bioglass, sol-gel method, cytotoxicity,
antibacterial activity

[Engineering of Biomaterials 134 (2016) 25-30]
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Wprowadzenie

Powaznym powodem niepowodzen w integracji tkan-
kowej biomateriatow sg zakazenia pooperacyjne [1]. Stad,
podczas stosowania leczenia z uzyciem biomateriatéw do
regeneracji tkanek, w miejsce implantacji wprowadzane sg
materiaty, ktére majg zdolno$¢ wydzielania antybiotykow.
Jednak takie rozwigzania majg réwniez dziatanie nieko-
rzystne zwigzane z pojawiajgcymi sie reakcjami alergicz-
nymi, zubozeniem flory bakteryjnej czy opornoscig bakterii
wobec antybiotykéw [2]. Stad ciggle poszukuje sie nowych
rozwigzan i doskonali ich integracje z tkankami organi-
zmu. Oczekuje sie lepszej integracji biomateriatu z tkankg
kostng poprzez tworzenie apatytowej warstwy posredniej,
zapewniajgcej wigzanie z koscig. Niezwykle istotne sg
takze wtasciwosci biomateriatow wptywajgce na szybko$¢
resorpcji lub ich petng resorbowalnosé¢ i zastgpienie nowg
tkanka. |deatem bytoby opracowanie biomateriatu o dzia-
taniu bakteriobojczym i szybkosci resorpcji skorelowanej
z tworzeniem nowej tkanki kostne;j.

Proces tworzenia warstwy apatytu na powierzchni biosz-
kiet inicjujg uwalniane jony wapnia tgczgce sie z anionami
fosforanowymi obecnymi w ptynie ustrojowym [3,4]. Obec-
nos¢ innych jonéw, w tym jondw fosforu w sktadzie bioma-
teriatu jest rowniez korzystna. Modyfikacja sktadu bioszkiet
poprzez czesciowe zastgpienie w sieci szkta jonéw Ca?*
jonami Mg?* lub Sr* wptywa wiec na wzrost reaktywnosci
powierzchniowej bioszkiet, co podwyzsza zdolnos¢ two-
rzenia apatytu podczas kontaktu z ptynem fizjologicznym.

Obecnos¢ jonéw Mg?" w biomateriale powoduje, ze
pod wzgledem chemicznym powstajgca warstwa apatytu
jest podobna do apatytu biologicznego [5], a dodatkowo
jony te petnig wazng funkcje w procesach metabolicznych
stymulujgc produkcje blaszek kostnych. Obecnosé w bioma-
teriale jonéw strontu dziatajgcych osteoindukcyjnie wptywa
na lepszg proliferacje komorek kostnych [6,7]. Natomiast
ztoto nalezy do grupy ultraelementow dziatajgcych przeciw-
bakteryjnie oraz aktywuje procesy metaboliczne poprzez
oddziatywanie na enzymy [8]. Mechanizm dziatania prze-
ciwbakteryjnego nanoczastek ztota w kontakcie z bakteriami
Escherichia coli opisany przez Cui Y. iin. [9] opiera sie m.in.
na zmianie potencjatu blonowego i hamowaniu aktywnosci
syntazy ATP. Nanoczastki ztota stwarzajg perspektywe do
ich stosowania w inzynierii biomateriatow [10].

Na wiasciwosci bioszkiet w gtéwnej mierze wptywa ich
skfad chemiczny. Do nadania wtasciwosci przeciwbakte-
ryjnych mogg by¢ wykorzystane uwalniane z biomateriatu
jony niektorych metali uznanych za cytotoksyczne [11].
Jednak nawet bez udziatu tych jonéw bioaktywne szkta
w kontakcie z niektorymi bakteriami wykazujg stabe dziata-
nie bakteriobojcze. Mechanizm tego dziatania moze wynikaé
z kombinacji roznych czynnikdw, w tym z podwyzszenia pH
podczas uwalniania jonow z sieci bioszkta [12]. Zastosowa-
nie niektérych silandw jako reagentdéw do syntezy bioszkiet
metodg zol-zel, takze moze zwiekszac ich bioaktywnos¢ [13].
Bioszkto z udziatem winylotrimetoksysilanu (VS) w testach
in vitro wykazuje mniejszy stopien cytotoksycznosci [14].

W prezentowanej pracy przedstawiono badania nad
otrzymywaniem zmodyfikowanych bioszkiet zawierajg-
cych wybrane pierwiastki dla wytworzenia biomateriatow
0 podwyzszonej bioaktywnosci, ktére mogtyby wspoma-
gac przebieg procesow fizjologicznych kosciotworzenia
i wykazywac dziatanie przeciwbakteryjne. Obecnos$c¢ nawet
niewielkich ilosci proponowanych pierwiastkéw powinna
wptywac na aktywno$¢ enzymow zwigzanych z dziataniem
komorek kostnych.

Introduction

Post-operative infections are an important reason of
failures in the tissue integration of biomaterials [1]. Hence
during the therapy of tissue regeneration with the use of bio-
materials, materials with the ability of antibiotic’s release are
implemented in the treated site. Such option however has
also disadvantages related to allergic reactions, microbial
flora depletion or bacterial resistance [2]. For these reasons
new solutions are still sought and integration of materials
with body’s tissue is being improved. A better integration
of biomaterial with bone tissue through the formation of
intermediate apatite layer which will provide the bonding
with a bone is expected. Biomaterials’ properties which
influence the rate of resorption or their total resorption and
substitution with new bone tissue are also very important.
Development of biomaterial with bactericidal effect and
a rate of resorption correlated with a new tissue creation
will be the ideal solution.

The process of apatite-like layer’s formation on the sur-
face of bioglasses is initiated by releasing of calcium ions
which join with phosphate anions present in body fluid [3,4].
The presence of other ions is also advantageous, includ-
ing phosphorus ions in biomaterial’s composition. The
modification of composition of bioglasses through a partial
replacement of Ca?* ions in the network of glass with ions
of Mg?* or Sr?* affects the increase in surface reactivity of
bioglasses, which improves the ability of apatite formation
during the contact with body fluid.

The presence of Mg?*ions in biomaterial’s composition
results in chemical similarity of the apatite layer created in
the process to biological apatite [5], and additionally these
ions perform an important function in metabolic processes
via stimulation of production of bone lamellae. The pres-
ence of Sr?* ions with osteoinduction function within bio-
material contributes to a better proliferation of bone cells
[6,7]. Gold belongs to ultraelements’ group of antimicrobial
performance and it activates metabolic processes through
affecting enzymes [8]. The mechanism of the antibacterial
activity of gold nanoparticles in contact with Escherichia coli
described by Cui Y. et al. [9] is consisting, partly in chang-
ing of membrane potential and inhibiting the activity of ATP
synthase. There is a promising prospect of application of
gold nanoparticles in engineering of biomaterials [10].

Properties of bioglasses are determined mainly by their
chemical composition. In order to achieve their antibacterial
properties, ions of some metals considered as cytotoxic
should be released from the bioglass [11]. But even in the
absence of these ions, bioglasses can show a limited anti-
bacterial activity in contact with some bacteria. Mechanism
of this action can be explained as a result of combination of
several factors including the increase in pH during the action
of other ions release from bioglass network [12]. Application
of some silanes as reagents for the synthesis of bioglasses
by sol-gel method may also increase their bioactivity [13].
The bioglass with a share of vinyltrimethoxysilane (VS) in
in vitro tests showed a smaller cytotoxicity degree [14].

On the basis of the findings presented above, research
on new bioglasses containing selected elements was un-
dertaken. It was aimed at bioglasses applicable as bioma-
terials with increased bioactivity, which would strengthen
physiological processes of osteogenesis and would exhibit
antibacterial activity. The presence of even slight amounts of
proposed elements should influence the activity of enzymes
related to bone cells.
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Materialy i metody

Opracowano cztery bioszkta dotowane Mg, Sr i Au oraz
bioszkto P5-VS bez dodatkéw jako materiat odniesienia. Bio-
szkto P5-VS zawierajgce 70% mas. SiO,, 5% mas. P,O; oraz
25% mas. CaO wytworzono uzywajgc jako zasadniczych
substratow: tetraetoksysilanu (TEOS), winylotrietoksysilanu
(VS), azotanu wapnia czterowodnego i fosforanu trietylo-
wego. Bioszkta P5-VS-1_Mg i P5-VS-1_Sr, o takim samym
sktadzie jak P5-VS wytworzono zastepujgc 1% mas. CaO
odpowiednio MgO lub SrO. W przypadku bioszkiet P5-VS-
-Au_r-ri P5-VS-Au_nzk, nanoczasteczki ztota byly dodane
w ilosci 0,00065% mas. i 0,002% mas. odpowiednio jako:
roztwor koloidalny lub niejonowe ztoto koloidalne. Proces
wytworzenia bioszkiet metodg zol-zel przeprowadzono
uwzgledniajgc wczesniej opisang metodyke [8]. Wytworzone
bioszkfa byty bioaktywne po inkubacji w roztworze SBF, co
potwierdzity badania SEM. Na powierzchni bioszkiet two-
rzyly sie agregaty struktur typowych dla morfologii apatytu
uzyskiwanego w sposob biomimetyczny. Na powierzchni
prébek P5-VS i P5-VS-1_Mg powstat apatyt ptatkowy.
Badania in vitro dziatania cytotoksycznego wytworzonych
bioszkiet pozwolity stwierdzi¢ brak efektu toksycznego na
linie L929 komorek fibroblastopodobnych otrzymanych
z podskornej tkanki ttuszczowej myszy (ATCC CCL 1).
Bioszkta dotowane Mg lub Sr lub Au, w metodzie bezpo-
Sredniej przy stezeniu 20 mg/ml, wykazaty znacznie nizszg
cytotoksycznos¢ w poréwnaniu do bioszkta odniesienia
P5-VS. Przy kontakcie bezposrednim na przezywalno$c
komorek miato wptyw stezenie - najlepsze wyniki uzyskano
przy 5 mg/ml. Obrazy morfologiczne hodowli komoérkowych
w metodzie posredniej, po kontakcie L929 z eluatami bada-
nych bioszkiet, byty prawidtowe, a proliferacja oznaczona
po 48 h miata tendencje wzrostowg [8].

W badaniach dziatania przeciwbakteryjnego bioszkiet wy-
korzystano nastepujgce szczepy bakteryjne: Pseudomonas
aeruginosa PCM 2058 i Staphylococcus aureus PCM 2054
(Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw - PCM). Do studzienek na
sterylnej 24-dotkowej ptytce plastikowej zawierajgcej po 1 ml
bulionu odzywczego nanoszono bioszkfa (wysterylizowane
promieniowaniem UV), w stezeniu: 1 mg/ml; 5 mg/ml; 10 mg/ml;
20 mg/ml oraz 50 mg/ml, nastepnie dodawano po 100 pl
hodowli bakteryjnej. Ptytki inkubowano w temperaturze
37 £1°C przez 24 godziny, 48 godzin oraz 7 dni, po tym czasie
hodowle rozcienczano i wysiewano. Podtoza inkubowano
w temperaturze 37 £1°C, po 18 godzinach inkubaciji liczono
kolonie. Kontrole stanowity hodowle bulionowe poszczegdl-
nych mikroorganizméw, bez testowanych bioszkiet.

Wyniki i dyskusja

Na RYS. 1 i RYS. 2 przedstawiono wyniki aktywnosci
przeciwbakteryjnej dla roznych stezen bioszkiet oznaczone
po 48 h, odpowiednio w stosunku do szczepu Pseudomonas
aeruginosa i Staphylococcus aureus. Wyniki tych testow
wskazuja, ze kontakt ze wszystkimi bioszktami prowadzi do
zmniejszenia ilosci bakterii. Najlepsze wyniki uzyskano dla
probek o najwyzszym stezeniu badanych bioszkiet.

Z danych przedstawionych na wykresach wynika, ze
wszystkie badane bioszkia wptywaty na obnizenie liczby
bakterii. Najlepsze dziatanie przeciwbakteryjne zaréwno
w stosunku do Pseudomonas aeruginosa jak i Staphylo-
coccus aureus obserwowano przy stezeniu 50 mg/ml, przy
czym szczep Staphylococcus aureus byt bardziej wrazliwy.
Na RYS. 3 i RYS. 4 przedstawiono przezywalnos¢ szcze-
poéw Pseudomonas aeruginosa i Staphylococcus aureus
przy stezeniu 20 mg/ml badanych bioszkiet oznaczong po
uptywie 24 h, 48 h i 168 h.

Materials and Methods

Four bioglasses doped with Mg, Sr and Au and an
undoped bioglass P5-VS as a reference material were
obtained. Bioglass P5-VS containing 70 wt% of SiO, and
25 wt% of CaO and 5 wt% of P,O; being a reference material
was produced using tetraethoxysilane, vinyltriethoxysilane
(VS), calcium nitrate tetrahydrate and triethyl phosphate as
basic substrates. Bioglasses P5-VS-1_Mg and P5-VS-1_Sr
with the same composition as P5-VS were obtained by
substituting 1 wt% of CaO by MgO or SrO, respectively.
In the case of bioglasses P5-VS-Au_r-r and P5-VS-
Au_nzk nanoparticles of Au were added in the amount of
0.00065 wt% and 0.002 wt% as colloidal suspension or non-
ionic colloidal gold, respectively. The process of preparing
bioglasses by sol-gel method was carried out according to
procedures described in earlier reports [8]. The bioglasses
obtained were bioactive after incubation in SBF solution,
what was confirmed by SEM tests. On the surface of the bio-
glasses some aggregates were formed which were typical
structures for morphology of apatite obtained in biomimetic
way. On the surface of samples P5-VS and P5-VS-1_Mg
flake-shaped particles of apatite were formed.

The in vitro tests of cytotoxic activity of the obtained
bioglasses showed the lack of toxic effect to L929 line of
fibroblast-like cells obtained from the subdermal fat tissue of
mice (ATCC CCL 1). Bioglasses doped by Mg or Sr or Au,
in direct method in the concentration of 20 mg/ml, showed
significantly lower cytotoxicity in comparison to reference
bioglass P5-VS. In a direct contact, the concentration influ-
enced survivability of cells; the best results were obtained
for 5 mg/ml. Morphological images of cell cultivations in
the indirect method, after a contact of L929 with eluates of
examined bioglasses were correct, and proliferation indi-
cated after 48 h was tended to increase [8].

Studies of antibacterial activity were performed by using
bacterial strains of Pseudomonas aeruginosa PCM 2058
and Staphylococcus aureus PCM 2054 ( PCM-Polish Col-
lection of Microorganisms). To the wells of sterile 24-well
plastic plate containing 1 ml nutrient broth, was applied UV
sterilized bioglass at the following concentration of 1 mg/ml,
5 mg/ml, 10 mg/ml and 50 mg/ml and 100 pl of bacterial
culture. The plates were incubated at 37 £1°C for 24 h, 48 h
and 7 days after which time the bacterial cultures were di-
luted and plated. After 18 h incubation at 37 £1°C antibacte-
rial activity of bioglasses was identified by colony counting.
The controls consisted of broth cultures of microorganisms
without bioglasses.

Results and Discussions

FIG. 1 and FIG. 2 show the results of antibacterial activ-
ity tests of bioglasses in different concentrations after 48 h
on Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus,
respectively. Results of these tests indicate that all of them
lead to reduction of the number of bacteria. The best results
were obtained using the highest concentration of bioglass
samples.

The results showed that all the bioglasses tested had an
impact on the decrease in the number of bacteria. The best
antimicrobial effect was observed for the concentration of
50 mg/ml for both Pseudomonas aeruginosa and Staphy-
lococcus aureus. The evaluated antibacterial effect of the
bioglasses tested was more effective for Staphylococcus
aureus strain. FIG. 3 and FIG. 4 show viability of Pseu-
domonas aeruginosa and Staphylococcus aureus at the
concentration of 20 mg/ml of tested bioglasses after 24 h,
48 h and 168 h.
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RYS. 1. Przezywalnos¢ Pseudomonas
aeruginosa w zaleznosci od stezenia
1,0 mg/ml, 5,0 mg/ml, 10 mg/ml, 20 mg/ml
i 50 mg/ml bioszkiet P5-VS, P5-VS-1_Mg,
P5-VS-1_Sr, P5-VS-Au_r-ri P5-VS-Au_nzk
oznaczona po 48 h (doswiadczenie
reprezentatywne).

FIG. 1. Relation of the survival of Pseu-
domonas aeruginosa to concentrations
1.0 mg/ml, 5.0 mg/ml, 10 mg/ml, 20 mg/ml
and 50 mg/ml of bioglasses P5-VS,
P5-VS-1_Mg, P5-VS-1_Sr, P5-VS-Au_r-r
and P5-VS-Au_nzk determined after 48 h
(representative experiment).

RYS. 2. Przezywalnos¢ Staphylococcus
aureus w zaleznosci od stezenia 1,0 mg/ml,
5,0 mg/ml, 10 mg/ml, 20 mg/ml i 50 mg/ml
bioszkiet P5-VS, P5-VS-1_Mg, P5-VS-1_Sr,
P5-VS-Au_r-riP5-VS-Au_nzk oznaczona
po 48 h (doswiadczenie reprezentaty-
whne).

FIG. 2. Relation of the survival of Staphy-
lococcus aureus to concentrations 1.0
mg/ml, 5.0 mg/ml, 10 mg/ml, 20 mg/ml
and 50 mg/ml of bioglasses P5-VS,
P5-VS-1_Mg, P5-VS-1_Sr, P5-VS-Au_r-r
and P5-VS-Au_nzk determined after 48 h
(representative experiment).
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terii przy stezenu 20 mg/ml
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mined after 168 h at a concen-
tration of 20 mg/ml bioglasses
P5-VS, P5-VS-1_Mg, P5-VS-1_Sr,
e P5-VS-Au_r-r and P5-VS-Au_nzk
(representative experiment).

Poroéwnanie dziatania przeciwbakteryjnego badanych
bioszkiet w funkcji czasu przy stezeniu 20 mg/ml pokazuije, ze
wraz z uptywem czasu liczba bakterii maleje. Jedynie po 48 h
obserwowano wzrost liczby Pseudomonas aeruginosa be-
dacego w kontakcie z bioszktem P5-VS-Au_r-r. W stosunku
do szczepu Pseudomonas aeruginosa (RYS. 3) najwyzsza
aktywnos¢ przeciwbakteryjng wykazato bioszkio P5-VS-
-Au_nzk, a w stosunku do szczepu Staphylococcus aureus
(RYS. 4) bioszkio P5-VS-1_Sr. RYS. 5 przedstawia wyniki
aktywnosci przeciwbakteryjnej na obydwa wybrane szczepy
przy stezeniu 20 mg/ml badanych bioszkiet. Przezywalnosé
bakterii w kontakcie z badanymi bioszklami oceniona po
168 h byta wyzsza dla szczepu Pseudomonas aeruginosa.

Aktywnos¢ przeciwbakteryjna biomateriatow uzalezniona
jest od rodzaju nosnika, typu nanoczasteczek, rozproszenia
nanoczgsteczek na powierzchni oraz jej chropowatosci.
Dziatanie to zalezy réwniez od budowy sciany komérkowe;j
drobnoustrojéw [15]. Sciana komérkowa pateczek Gram-
-ujemnych (Pseudomonas) zawiera okoto 20% peptydoglika-
nu i btone zewnetrzng, w sktad ktérej wchodzg lipopolisacha-
rydy i biatka [16]. Gtéwnym sktadnikiem Sciany komorkowej
bakterii Gram-dodatnich (Staphylococcus) jest peptydoglikan
(90%) oraz kompleks polimeréw kwasu lipotejchojowego
[17]. Domieszka odpowiednich nanoczasteczek moze zwiek-
szac aktywnos¢ przeciwbakteryjng biomateriatow.

Guida i in. [18] badali wptyw Sr na wtasciwosci przeciw-
bakteryjne cementoéw szkfo-jonomerowych zawierajgcych
fluor przeciwko Gram-dodatnim bakteriom Streptococcus
i Actinomyces. Okazato sie, ze dodanie strontu znaczaco
hamowato wzrost bakterii, co byto zwigzane raczej z wydzie-
laniem strontu niz fluoru lub ich dziataniem synergistycznym.
Po dodaniu strontu aktywnos¢ przeciwbakteryjna wyraznie
wzrastata mimo powolnego uwalniania fluoru. Z kolei Gary
iin. [19] wykazali, ze stront dodany do probek hydroksyapa-
tytu z domieszkg srebra (HA-Ag) powodowat podniesienie
ich aktywnosci bakteriobdjczej przeciwko Gram-ujemnym
pateczkom Pseudomonas aeruginosa i zmniejszenie efektu
cytotoksycznego tych prébek w poréwnaniu do prébek HA
lub HA-Sr. Wyniki te wskazuja, ze mozliwe jest uzyskanie
materiatdw nietoksycznych dla komérek i jednoczesnie
hamujgcych wzrost bakterii.

W naszych badaniach bioszkto P5-VS bez dodatku Mg,
Sr lub Au charakteryzowato sie najstabszym dziataniem
przeciwbakteryjnym. Domieszka Sr, Au czy Mg zwieksza-
ta aktywnos¢ przeciwbakteryjng w zaleznosci od rodzaju
mikroorganizmu. Szczep Gram-dodatni Staphylocuccus
aureus okazat sie bardziej wrazliwy na dziatanie bioszkta
P5-VS-1_Sr niz Gram-ujemne pateczki Pseudomona
aeruginosa. Z kolei prébki bioszkta P5-VS-Au_nzk bardziej
hamowaty wzrost szczepu P. aeruginosa niz S. aureus. Lima
i in. [20] wykazali, ze domieszka Au moze powodowac silne
zahamowanie wzrostu Gram-ujemnych pateczek Escheri-
chia coli oraz Salmonella typhi w krétkim czasie (90 min).

The comparison of bactericidal function of studied
bioglasses over time and in the concentration of 20 mg/ml
show that the number of bacteria decreased with time. The
biggest antimicrobial effect in relation to Pseudomonas
aeruginosa strain (FIG. 3) was observed in the case of the
P5-VS-Au_nzk bioglass and in relation to Staphylococcus
aureus strain (FIG. 4) it was the P5-VS-1_Sr bioglass.
After 48 h, the proliferation of Pseudomonas aeruginosa in
contact with P5-VS-Au_r-r bioglass was observed. FIG. 5
shows the result of antibacterial activity of tested bioglasses
at the concentration of 20 mg/ml on both selected strains.
The survivability of bacteria in contact with bioglasses after
168 h was higher for Pseudomonas aeruginosa strain.

Antimicrobial activity of biomaterials depends on the
type of carrier and the kind of nanoparticles, dispersion of
nanoparticles on the biomaterial surface and its roughness.
Structure of the bacterial cell wall is an important factor in-
fluencing antibacterial activity of biomaterials [15], as well.
The wall of Gram-negative bacteria contains 20% pepti-
doglycan and an outer membrane is rich in lipopolisaccha-
rides and proteins [16]. Peptidoglican (90%) and complex
polymers of lipoteichoic acid [17] are main components of
cell wall of most Gram-positive bacteria (S.aureus). Addition
of specific nanoparticles can therefore enhance antimicrobial
activity of biomaterials.

Guida et al. [18] have studied influence of Sr on antibac-
terial actions of glass ionomer cement with fluoride, against
Gram-positive bacteria, Streptococcus and Actinomyces.
They have demonstrated that antibacterial activity of glass
ionomer cement was due to strontium release in higher
degree than to fluoride release, or to a synergistic effect
involving strontium and fluoride ions. Antibacterial effect
at low fluoride release was significantly enhanced when
strontium was added. Results of Gary et al. [19] indicate that
addition of SrO to hydroxyapatite containing silver (HA-Ag)
samples, was able to reduce effectively cytotoxicity and
to improve bactericidal properties against Gram-negative
strain Pseudomonas aeruginosa, compared to HA or HA-Sr
samples. These studies have shown that it is possible to
create appropriate materials that are non-toxic for cells, and
able to inhibit bacteria growth.

In our research bioglass P5-VS without addition of
Mg, Sr or Au showed the weakest antibacterial effect.
Addition of Sr, Au or Mg increased antibacterial activity,
but its intensity depended on the type of microorganism
involved. Biolass P5-VS-1_Sr inhibited growth of Gram-
positive strain Staphylococcus aureus, much better than
that of Gram-negative Pseudomona aeruginosa. Growth
of Pseudomonas aeruginosa strain was inhibited in the
most effective way by bioglass P5-VS-Au_nzk. Lima
et al. [20] showed that addition of Au might cause strong
inhibition of growth of Gram-negative Escherichia coli
and Salmonella typhi in a short time equal to 90 min.
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Zeolity zawierajgce 2,5% wag. czgsteczek Au wielkosci
5 nm eliminowaty 90-95% tych bakterii [20]. W naszych
badaniach nie uzyskano tak znaczgcego przeciwbakteryj-
nego dziatania bioszkiet, co przypuszczalnie byto zwigzane
z niskim stezeniem nanoczasteczek Au (0,00065% wag.
roztworu koloidalnego lub 0,002% wag. niejonowego
koloidalnego ztota) w testowanych probkach. Aktywnosé
przeciwbakteryjna badanych przez nas bioszkiet wzrastata
wraz ze wzrostem stezenia tych prébek, co wynikato praw-
dopodobnie ze zwiekszonej ilosci poszczegdinych typdw na-
noczgsteczek. Dodanie do podstawowego sktadu bioszkta
odpowiednio dobranych ilosci i rodzaju nanoczgsteczek
powinno pozwoli¢ na uzyskanie optymalnych wtasciwosci
przeciwbakteryjnych.

Whioski

Wyniki badan in vitro aktywno$ci przeciwbakteryjnej
wskazujg na wiekszg efektywnos$¢ badanych bioszkiet
w stosunku do szczepu Staphylococcus aureus niz do
Pseudomonas aeruginosa. Dla wyzszych stezen bioszkiet
dziatanie przeciwbakteryjne byto wieksze. W badanym
okresie czasu wzrost liczby bakterii szczepu Staphylococ-
cus aureus najbardziej hamowato bioszkto P5-VS-1_Sr,
aszczepu Pseudomonas aeruginosa bioszkio P5-VS-Au_nzk.
Bioszklo P5-VS bez udziatu Mg, Sr lub Au wykazywato
najstabsze dziatanie przeciwbakteryjne.

Podziekowania

Praca zostata sfinansowana ze $rodkoéw na dziatalno$é
statutowg Instytutu Ceramiki i Materiatow Budowlanych
w Warszawie.
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Zeolites containing 2.5 wt% Au small particles (5 nm) on
the surface, eliminated the 90-95% of bacteria [20]. In our
experiments we haven’t reached such a significant antibac-
terial activities, what presumably could result from the low
concentration of Au nanoparticles, (0.00065 wt% colloidal
solution and 0.002 wt% nonionic colloidal gold nanoparti-
cles) in tested samples. Antibacterial activity of tested bio-
glasses was increasing with the increase in concentrations
of the samples, which resulted probably from the increased
quantities of each type of nanoparticles. Addition of appro-
priately selected types and quantities of nanoparticles to the
basic composition of the bioglass should permit obtaining
optimal antimicrobial properties.

Conclusions

The results of in vitro antibacterial activity studies of
bioglasses in selected strains of bacteria showed higher
activity against Staphylococcus aureus than Pseudomonas
aeruginosa. For higher concentrations of tested bioglasses
the antimicrobial effect was higher. The P5-VS bioglass
without Mg, Sr or Au addition shows the weakest bacteri-
cidal effect. During the test, the growth of Staphylococcus
aureus strain was inhibited in the most effective way by
the P5-VS-1_Sr bioglass, and the growth of Pseudomonas
aeruginosa strain was inhibited in the most effectively way
by the P5-VS-Au_nzk bioglass.
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