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Streszczenie

Poniewaz znane jest dziatanie bakteriobdjcze
srebra i zfota, podjeto probe wytworzenia nowej grupy
biomateriatow bakteriobdjczych do stosowania w sto-
matologii odtworczej, zawierajgcych czgstki nanosre-
bra i nanoztota. Celem opisanych badan byta ocena
cytotoksycznosci i aktywno$ci przeciwbakteryjnej
nowo wytworzonych biomateriatéw. Do ich przygoto-
wania zastosowano roztwory koloidalne srebra i ztota,
a takze dodatek bioszkiet zawierajgcych nanosrebro.
Badania oparto na cemencie szkto-jonomerowym
zarabianym wodg. Jako bioszkiet zawierajgcych na-
nosrebro uzyto dwoch rodzajow szkiet otrzymanych
metodg zol-zel.

Przeprowadzono badania podstawowych wtasci-
wosci uzytkowych wytworzonych cementéw — czasu
wigzania i wytrzymato$ci na Sciskanie. Badania
cytotoksycznosci wykonano metodg bezposredniego
kontaktu zgodnie z normg ISO 10993-5. Badanie dzia-
tania przeciwbakteryjnego przeprowadzono metodg
rozcieniczen z wykorzystaniem bakterii Pseudomonas
aeruginosa oraz Staphylococcus aureus.

Wyniki powyzszych prac wykazaty, ze zastosowa-
na metoda dotowania srebrem lub ztotem cementow
Szkto-jonomerowych zarabianych wodg pozwala na
otrzymanie materiatow wykazujgcych dziatanie prze-
ciwbakteryjne w stosunku do pateczki ropy btekitnej
Pseudomonas aeruginosa oraz gronkowca ztocistego
Staphylococcus aureus. Wsrod cementdw najlepszymi
wiasciwo$ciami przeciwbakteryjnymi charakteryzowa-
ty sie cementy GJ-S2/W-P0-Ag i GJ-S2/W-Ag, nieco
gorsze dziatanie przeciwbakteryjne wykazywaty mate-
riaty GJ-S2/W-Z8 i GJ-S2/W-Au, a najstabsze - cement
GJ-S2/W. Poniewaz badane materiaty wykazywaty
cytotoksyczno$c w stopniu stabym lub umiarkowanym
po 4872 godzinach inkubacji, dlatego w dalszych ba-
daniach nalezy wyjasnic¢ przyczyny cytotoksycznosci
tych materiatow.

Chociaz otrzymane materiaty wymagajg udosko-
nalenia i optymalizacji, szczegolnie w zakresie przy-
gotowania proszkéw szkiet ze srebrem i wtasciwosci
uzytkowych cementow, to otrzymane wyniki zachecajg
do prowadzenia dalszych prac nad materiatami stoma-
tologicznymi o dziataniu przeciwbakteryjnym.

Stowa kluczowe: biomateriaty, cementy stomatolo-
giczne, cytotoksyczno$c, bakteriobdjczo$¢
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Abstract

Since the bactericidal effect of silver and gold is
known, an attempt has been made to produce a new
group of bactericidal biomaterials for use in restorative
dentistry, containing nanopatrticles of silver and gold.
The aim of this research was to evaluate the cyto-
toxicity and antibacterial activity of newly produced
biomaterials. Colloidal solutions of silver and gold, as
well as the addition of nanosilver-containing bioglass
were used for the preparation of these materials.
The study was based on water-mixable glass-ionomer
cement. Two types of glass, obtained by sol-gel
method were used as nanosilver-containing bioglass.

The basic performance properties of produced
cements - setting time and compressive strength -
were studied. Cytotoxicity assays were performed
by a direct contact method, in accordance with ISO
10993-5 standard. The test of antimicrobial activity
was performed using a dilution method, with Pseu-
domonas aeruginosa and Staphylococcus aureus.

The results of the above work have shown that
the method used to supplement water-mixable glass-
-ionomer cements with silver or gold allows to obtain
materials with antibacterial properties against Pseudo-
monas aeruginosa and Staphylococcus aureus. Also,
the addition of nanosilver and nanogold to cement did
not cause significant changes in the level of cytotoxi-
city relative to the basic cement.

The resulting materials, however, require improve-
ment and optimization, particularly regarding the pre-
paration of glass powders with silver and performance
of cements. The obtained results encourage the further
study of dental materials with antibacterial properties.

Keywords: biomaterials, dental cements, cytotoxicity,
bactericidal

[Engineering of Biomaterials 131 (2015) 32-39]
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Wprowadzenie

Cementy szkto-jonomerowe sg powszechnie stosowa-
ne w stomatologii zachowawczej i protetyce. Cechujg sie
wysokg wytrzymatoscig mechaniczng, wysoka adhezjg do
szkliwa i zebiny, nie wykazujg skurczu podczas wigzania,
nie podlegajg erozji w roztworze kwasu mlekowego ani
w wodzie oraz uwalniajg fluor w dtugim okresie czasu, przez
co hamujg rozwoj prochnicy wtérnej. W trakcie twardnienia
nastepuje ich chemiczne wigzanie z hydroksyapatytem za-
wartym w tkankach zebowych, co gwarantuje dtugotrwato$¢
i szczelno$¢ wypetnienia [1]. Cementy szkto-jonomerowe
wykazujg takze termiczng zgodnos¢ ze szkliwem i zgbing,
poniewaz posiadajg niski wspoétczynnik rozszerzalnosci
termicznej zblizony do tkanek zgba. Powaznym problemem
w stomatologii sg choroby przyzebia. Jednym ze sposobdéw
przeciwdziatania rozwojowi bakterii zawartych w ptytce na-
zebnej moze by¢ stosowanie do wypetniania ubytkow mate-
riatdw, ktore bedg posiadaty dtugotrwatg zdolnos¢ biobojcza.

Dziatanie przeciwbakteryjne srebra znane byto juz od
wielu stuleci. Do dzisiaj zostato wyjasnione i udokumentowa-
ne wiele aspektow i mechanizmoéw oddziatywania srebra na
mikroorganizmy. W literaturze mozna znalez¢ wiele wynikow
badan potwierdzajgcych to, ze srebro niszczy liczne rodzaje
bakterii, grzybow i plesni [2-5]. Terapia jonami srebra jest
skuteczna w walce z takimi szczepami bakterii jak: pateczki
duru brzusznego, gronkowca ztocistego, gonokoki czyli
dwoinki Neissera, dwoinki zapalenia ptuc czy paciorkow-
cow. Szerokie spektrum wiasciwosci antybakteryjnych jest
szczegolnie istotne przy kolonizacji florg mieszang, ktéra
czesto jest zwigzana z wszczepianiem biomateriatow [6].
Mechanizm leczniczego dziatania jondéw srebra polega na
tym, ze oddziatujg one na btone komdrkowg mikrobdw,
uszkadzajg ich RNA i DNA, co uniemozliwia odtwarzanie
sie czgsteczki DNA. Ponadto jony srebra blokujg enzymy,
ktére sg pomocne w namnazaniu drobnoustrojow. Nato-
miast beztlenowe bakterie i wirusy sg niszczone przez
utlenianie [2]. Organizmy chorobotwdrcze nie sg zdolne
do uodpornienia na jony srebra, dzieki czemu moze ono
wykazywac niezmienng skutecznos¢ przez wiele lat. Nawet
jesli mechanizm niszczenia bakterii przez srebro nie zostat
jeszcze do kohca zaproponowany, to badania empiryczne
ponad wszelkg watpliwo$¢ wykazaty przydatnosé srebra
do niszczenia drobnoustrojow. Znane sg doniesienia lite-
raturowe opisujgce takze inne dziatanie srebra, takie jak:
silna stymulacja proceséw gojenia skory i innych tkanek
miegkkich, pobudzanie komoérek kosciotwdrczych, a takze
leczenie najbardziej ucigzliwych stanéw zapalnych [6-8].

Od lat 70. XX wieku badano dziatanie przeciwbakteryjne
makroczgstek srebra. Okazato sie, ze dziatanie biobdjcze
byto skuteczne, lecz technologia produkcji zbyt droga.
Dopiero dzieki opanowaniu sposobdow otrzymywania sre-
bra w postaci nanoczgsteczek (nanosrebra) mozna byto
uzyskac¢ wspaniate relacje ceny do efektywnosci biobojczej
i stosowac nanosrebro na skale masowg, tym bardziej ze
jest to produkt ekologicznie czysty i bezpieczny dla otocze-
nia. Dodatkowo rozdrobnione nanoczasteczki majg ogromne
rozwinigcie powierzchni czynnej, co bardzo podnosi poten-
cjat biobojczy. Juz stezenia roztworéw 1+200 ppm sg sku-
teczne w codziennym uzytku. Obecnie w medycynie niekon-
wencjonalnej srebro koloidalne jest uzywane jako doustne
lekarstwo na ré6zne dolegliwosci, przede wszystkim z uwagi
na jego wtasciwosci przeciwbakteryjne i grzybobojcze. Z pis-
miennictwa wynika, ze wtasciwosci przeciwbakteryjne nano-
czgstek Ag lub Au zalezg nie tylko od stezenia nanoczastek
w materiale, ale rowniez od ich wielkosci i ksztattu [9,10].

Introduction

Glass-ionomer cements are widely used in conservative
dentistry and prosthodontics. They are characterized by high
mechanical strength, high adhesion to enamel and dentin,
they do not show shrinkage during setting, do not erode in
a solution of lactic acid or water and release fluoride over
a long period of time, thereby hindering the development
of caries. During the hardening process, the cements bind
chemically to hydroxyapatite, present in dental tissues,
which guarantees the durability and tightness of the filling [1].
Glass-ionomer cements also exhibit thermal compatibility
with the enamel and dentin, because they have a low co-
efficient of thermal expansion, similar to the tooth tissue.
A major problem in dentistry is periodontal diseases. One
of the ways to prevent the development of dental plaque
bacteria may be filling the cavities with materials having
a long-term biocidal capacity.

The antibacterial activity of silver has been known for
many centuries. To this day, many aspects and mecha-
nisms of action of silver on microorganisms has been
explained and documented. There are numerous reports
in the literature, confirming that silver destroys many kinds
of bacteria, fungi and moulds [2-5]. Silver ion therapy is
effective in the fight against bacterial strains such as typhoid
bacillus, Staphylococcus aureus, diplococci (Neisseria
meningitidis, Neisseria gonorrhea, Diplococcus pneumoniae
or Streptococcus pneumoniae). The broad spectrum
of antibacterial properties is particularly important in the case
of mixed bacterial flora colonization, which is often associ-
ated with the implantation of biomaterials [6]. The therapeutic
mechanism of silver ions action is based on their interac-
tion with microbial cell membrane, and damaging DNA and
RNA, thus preventing DNA replication. Moreover, silver ions
block the enzymes that are helpful during microbial growth.
In contrast, anaerobic bacteria and viruses are destroyed
by oxidation [2]. Silver resistance is not widespread among
pathogens, for this reason, silver has constant effectiveness
for many years. Even though the detailed mechanism of
antibacterial action of silver is not yet fully accepted, the
empirical studies have demonstrated beyond doubt the
usefulness of silver for the destruction of microorganisms.
There are also reports in the literature describing other
effects of silver, such as a strong stimulation of the skin
healing processes and other soft tissues, stimulation of
osteoblasts, and healing of the acute inflammations [6-8].

Since 1970s the antibacterial properties of silver micro-
particles have been tested. It turned out, that the biocidal
activity was effective, but the technology was too expensive.
Only through the development of methods for the prepa-
ration of silver nanoparticles (nanosilver), a satisfactory
relationship between the price and biocidal efficiency could
have been established, allowing the use of nanosilver on
a mass scale, especially since the product is ecologically
clean and safe for the environment. In addition, the active
surface of dispersed nanoparticles is significantly increased,
which greatly enhances the biocidal potential. Solutions with
a concentration of 1+200 ppm are already effective in daily
use. Currently, colloidal silver is used in alternative medicine
as an oral remedy for various ailments, mainly because of its
antibacterial and antifungal properties. The literature reports
show that the antimicrobial properties of Ag or Au nanoparti-
cles depend not only on the concentration of nanoparticles
in a given material, but also on their size and shape [9,10].
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Niektorzy autorzy uwazaja, ze nanoczastki srebra czy ztota
charakteryzujg sie pewnymi wiasciwosciami katalityczny-
mi w niskich stezeniach, co moze nawet utatwia¢ wzrost
bakterii [11].

Ztoto, podobnie jak srebro, miedz i cynk réwniez cechuje
sie zdolnosciami biobdjczymi i przeciwgrzybicznymi. W sto-
matologii roztwory koloidalne srebra i ztota sg stosowane do
ptukania kanatéw korzeniowych w leczeniu endodontycznym.

Istotnym problemem w stomatologii sg choroby przy-
zebia prowadzace w okresie pdzniejszym do tworzenia
kieszonek, recesji dzigsta i utraty kosci. Podstawowym
czynnikiem etiologicznym wiekszosci tych choréb sg
bakterie pochodzace z ptytki nazebnej. W zaleznosci od
zaawansowania choroby postepuje sie w réznoraki sposoéb.
W periodontologii zasadniczym celem terapeutycznym jest
opanowanie infekcji bakteryjnej przez dgzenie do obnizenia
poziomu mikroorganizméw poprzez mechaniczne usuniecie
ptytki nazebnej. W agresywnej postaci choroby przyzebia
stosuje sie postepowanie dodatkowe w postaci antybioty-
koterapii ogolnej lub miejscowej. Natomiast w najbardziej
zaawansowanej chorobie przyzebia oprocz zlikwidowania
przyczyny bakteryjnej zachodzi koniecznos$¢ regeneraciji
tkanek kostnych wokot zeba gtéwnie przy zastosowaniu
metod chirurgicznych. Dlatego waznym aspektem rozwig-
zywania probleméw periodontologicznych jest dziatanie
profilaktyczne, a jednym ze sposobodw dziatania moze by¢
stosowanie w stomatologii zachowawczej materiatow, ktore
beda posiadaty dlugotrwatg zdolnos¢ bakteriobdjcza.

Stad celem prowadzonych badan byto przygotowanie
cementow szkto-jonomerowych poprzez zarobienie roz-
tworami koloidalnymi srebra i ztota lub przez dodanie do
cementu proszku bioszkta zawierajgcego nanosrebro oraz
ocena ich aktywnosci przeciwbakteryjnej w poréwnaniu
z cementami zarobionymi wodg.

Materialy i metody

Badanie oparto na cemencie szkto-jonomerowym zara-
bianym wodg o symbolu GJ-S2/W (nr 8). Cement stanowi
jednorodng mieszanine proszkow: szkfa strontowobarowo-
glinokrzemianowego, poli(kwasu akrylowego), kwasu wino-
wego i pigmentéw barwigcych. Jako bioszkiet zawierajgcych
nanosrebro uzyto dwoch rodzajow szkiet otrzymanych
metodg zol-zel o symbolach: PO-Ag i Z8. Zawartos¢ srebra
w bioszktach wynosita odpowiednio: 1% i 3,5%. Sposob
przygotowania proszku cementu zostat opisany w pracy [12],
a bioszkiet ze srebrem w [5,13].

Przygotowano dwa rodzaje cementéw zawierajgcych
srebro i ztoto: zarabiane roztworami koloidalnymi i z dodat-
kiem bioszkiet z nanosrebrem. Do przygotowania cemen-
téow zarabianych roztworami koloidalnymi (GJ-S2/W-Ag
i GJ-S2/W-Au), uzyto roztwordw koloidalnych niejonowego
srebra (stezenie 250 ppm, nr serii 2012.09.24A) i niejo-
nowego ziota (stezenie 200 ppm, nr serii 2013.05.06A)
wyprodukowanych przez firme Nano-Koloid Sp. z o. o.
(www.nanogrp.com). Cementy z dodatkiem bioszkiet ze
srebrem powstaty przez dodatek proszkéw bioszkiet ze
srebrem do proszku podstawowego w proporcji 2000:1
i zarobieniu ich wodg (GJ-S2/W-P0O i GJ-S2/W-Z8). Jako
probke odniesienia przygotowano podstawowy cement
zarabiany wodg destylowang (GJ-S2/W). Zaréwno cement
GJ-S2/W jak i proszki bioszkiet ze srebrem P0-Ag i Z8
zostaty opracowane i wytworzonego w Instytucie Ceramiki
i Materiatébw Budowlanych w Warszawie.

Some authors consider that the silver or gold nanoparticles
have certain catalytic properties at low concentrations, which
may even facilitate the growth of bacteria [11].

Gold, like silver, copper and zinc also has the biocidal
and antifungal properties. In dentistry, colloidal solutions
of silver and gold are used to wash the root canal during
endodontic treatment.

Periodontal diseases constitute a significant problem
in dentistry, leading subsequently to formation of pockets,
gum recession and bone loss. Main etiological factor in
majority of these diseases are bacteria from dental plaque.
Therapeutic strategies vary depending on the severity of the
disease. A primary therapeutic target in periodontics is the
minimization of bacterial infection by reducing the number of
microorganisms through the mechanical removal of plaque
microflora. In an aggressive form of periodontal disease,
additional procedures are used in the form of general or lo-
cal antibiotic therapy. However, during the most advanced
stages of periodontal disease, in addition to elimination of
the bacterial culprit, it is necessary to regenerate bone tissue
around the tooth, mainly using surgical methods. There-
fore, an important aspect of problem solving is periodontal
prophylactic, and one of the courses of action may be the
use of materials with long-lasting bactericidal capacity in
conservative dentistry.

Hence, the purpose of the study was to prepare the
glass-ionomer cements by mixing it with colloidal solutions of
silver and gold, or by adding a nanosilver-containing bioglass
powder to the cement, and evaluation of their antimicrobial
activity compared with cements mixed with water.

Materials and Methods

The study was based on water-mixable glass-ionomer
cement GJ-S2/W (nr 8). Cement is a homogeneous mix-
ture of powders: strontium-barium-aluminosilicate glass,
polyacrylic acid, tartaric acid and the coloring pigment. Two
types of glass (symbols: PO-Ag and Z8), obtained by a sol-
gel method, were used as a nanosilver-containing bioglass.
The concentration of silver in bioglass was 1% and 3.5%,
respectively. A method of preparing the cement powder has
been described in [12], and bioglass with silver in [5,13].

Two types of cements containing silver and gold were
prepared: mixed with colloidal solutions and with the addi-
tion of nanosilver-containing bioglass. Colloidal solutions
of non-ionic silver (concentration 250 ppm, batch no.
2012.09.24A) and non-ionic gold (200 ppm concentration,
batch no. 2013.05.06A) produced by Nano-Koloid Sp. z 0. o.
(www.nanogrp.com) were used to prepare cements mixed
with colloidal solutions (GJ-S2/W-Ag and GJ-S2/W-Au).
Cements with the addition of nanosilver-containing bioglass
were prepared by the addition of nanosilver-containing bio-
glass powder to the base powder in a ratio of 2000:1 and
mixing with water (GJ-S2/W-P0 and GJ-S2/W-Z8). Basic
cement mixed with distilled water (GJ-S2/W) was prepared
as a reference sample. Both the GJ-S2/W cement and the
nanosilver-containing bioglass powder, PO-Ag and Z8, have
been developed and prepared at the Institute of Ceramics
and Building Materials in Warsaw.

Each cement sample was prepared in the same manner.
A weighed quantity of powder, divided into two equal parts,
and the appropriate amount of the mixing liquid were placed
on a glass plate. The weight ratio of powder to liquid was
2.7:0.4. Half of the powder was added to the total amount
of liquid and mixed for 10 seconds. Then the remaining
powder was added and mixed for the next 10 seconds, until
a homogeneous mass was obtained. All test samples were
formed from cement prepared according to this method.
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Kazdg probke cementu przygotowano w taki sam sposob.
Na ptytce szklanej umieszczono odwazong ilo$¢ proszku
podzielong na dwie rowne czeéci oraz odpowiednig ilo$¢
ptynu do zarabiania. Stosunek wagowy proszku do ptynu
wynosit 2,7:0,4. Do catej ilosci ptynu wprowadzono potowe
proszku i mieszano przez 10 sekund. Nastepnie dodano
pozostaty proszek i mieszano do uzyskania jednolitej masy
przez nastepne 10 sekund. Z tak przygotowanego cementu
formowano wszystkie prébki do badan.

Czas wigzania cementéw okreslano w temperaturze
37°C przy pomocy penetrometru o masie 400 g + 5 g
zakonczonego igtg z ptaskg koncéwkg o srednicy 1 mm.
Po napetnieniu formy materiatem w stanie plastycznym
przeprowadzano badanie poprzez opuszczanie koncowki
penetrometru pionowo na jego powierzchnie i pozostawienie
jej przez 5 s. Igte penetrometru opuszczano w odstepach
dziesieciosekundowych, az do momentu, gdy igta przestata
pozostawia¢ w materiale koliste wgtebienia widoczne przy
dwukrotnym powiekszeniu. Za czas wigzania przyjeto czas
jaki uptynat od konca mieszania do momentu, gdy igta nie
pozostawia kolistych sladéw na powierzchni cementu.

Oznaczono wartosci wytrzymatosci na sciskanie opraco-
wanych cementéw, gdyz parametr ten okresla odpornosc
materiatow stosowanych do odbudowy twardych tkanek
zeba na dziatanie pionowych sit podczas czynnosci zucia.
Dla kazdego cementu przygotowano po 6 probek w ksztatcie
walcéw. Zaraz po zakonczeniu mieszania, badanymi cemen-
tami wypetniano formy ze stali nierdzewnej, aby otrzymac¢
prébki o srednicy 4 mm i wysokosci 6 mm. Po uptywie
1 godziny probki szlifowano, wyjmowano z form, zanurzano
w wodzie i przechowywano przez 24 godziny w cieplarce
utrzymujgcej temperature 37°C. Parametry wytrzymatos-
ciowe otrzymanych cementéw okreslono z wykorzystaniem
maszyny wytrzymatosciowej, o maksymalnym obcigzeniu
10 kN i szybkosci posuwu gtowicy 0,7 mm/min. Wartosci
wytrzymatosci na $ciskanie obliczane byly przez program
komputerowy na podstawie wprowadzonych wymiaréw
probek i zmierzonego obcigzenia maksymalnego.

Badania dziatania cytotoksycznego wykonano zgodnie
z Polska Normg (PN-EN ISO 10993-5:2009). Hodowle
komorek L929 (linia komorek fibroblastopodobnych otrzy-
manych z podskérnej tkanki ttuszczowej myszy C3H)
prowadzono w ptynie hodowlanym Eagle’a z dodatkiem
10% inaktywowanej (30 min, 56°C) surowicy cielecej oraz
100 j/ml penicyliny, 100 pg/ml streptomycyny i 2 mM/ml
L-glutaminy w temperaturze 37°C, w atmosferze 5% CO,.
Komérki pasazowano stosujgc roztwoér 0,05% trypsyny
z0,02% EDTAw PBS, o pH 7,2.

Badanie cytotoksycznego dziatania probek wykonano
metodg bezposredniego kontaktu z jednowarstwowg hodow-
lg komérek L929 po 24, 48 oraz 72 godzinach. Na ptytce
24-dotkowej firmy Nunc zaktadano hodowle komérek L929
o gestosci 1x10%ml i inkubowano 24 h w temperaturze 37°C,
w atmosferze 5% CO,. Po tym czasie ptyn znad komdrek
usunieto, a jednowarstwowg hodowle komorek zalano 1 ml
ptynu hodowlanego z dodatkiem 2% surowicy cielece;j.
Na tak przygotowang hodowle komérek natozono probki
badanych materiatéw w postaci krgzkéw i inkubowano
w temperaturze 37°C i atmosferze 5% CO,. Przed natoze-
niem na komorki, probki materiatdw naswietiono promie-
niami UV przez 45 min. Zmiany ilosciowe i morfologiczne,
pod wptywem badanych materiatéw, oceniono po 24,4872
godzinach w mikroskopie odwréconym. W celu okreslenia
ilosci martwych komorek zastosowano barwienie biekitem
trypanu. Martwe komérki wybarwione sg na granatowo,
a zywe, opalizujgce - sg bezbarwne.

The setting time of cement was determined at 37°C, us-
ing a penetrometer with a mass of 400 g + 5gand a 1 mm
-diameter flat tip. After filling the mold with material in a plas-
tic state, the test was performed by lowering the tip of the
penetrometer vertically on the material surface and leaving
it there for 5 seconds. The penetrometer tip was lowered
at intervals of ten seconds, until it was no longer leaving
the circular indentations in the material, visible under 2x
magnification. The setting time was the elapsed time from
the end of mixing, until the tip was no longer leaving the
circular indentations on the cement surface.

The compressive strength values of the developed ce-
ments has been established, since this parameter deter-
mines the resistance of materials used for the reconstruc-
tion of hard tissues of the tooth, against the vertical forces
exerted during chewing action. Six cylindrical samples were
prepared for each cement type. Immediately after mixing,
a stainless steel molds were filled with the tested cements
to obtain samples with a diameter of 4 mm and a height
of 6 mm. After 1 h the samples were polished, removed
from the molds, immersed in water and stored for 24 h in
an incubator set at 37°C. Strength parameters of prepared
cements were determined using a testing machine, with a
maximum load of 10 kN and the speed of head traverse of
0.7 mm/min. Compression strength values were calculated
by a computer program, based on a given sample dimen-
sions and the measured maximum load.

The cytotoxicity of biomaterials was investigated ac-
cording to Polish standard (PN-EN ISO 10993-5:2009) on
mouse fibroblasts line L929 (American Type Culture Collec-
tion Certified Cell Line-ATCC CCL1). The culture cells were
maintained in Eagle’s medium (EMEM-minimum essential
medium Eagle’a) supplemented with 10% calf serum, an-
tibiotics (100 U/mL penicillin and 100 g/mL streptomycin),
and 2 mM I-glutamine. The cells were passaged using
0.05% trypsin with 0.02% EDTA in PBS, pH 7.2. Testing of
the cytotoxic effect of the samples was performed by direct
contact with a monolayer of L929 cells after 24, 48 and 72 h.
A culture of L929 cells with a density of 1x10%ml has been
carried out on a 24-well Nunc plate, and incubated for 24 h
at 37°C under 5% CO,. After this time the cell culture super-
natant was removed and the 1 ml of medium supplemented
with 2% calf serum was added to cell monolayer. Samples
of the tested materials in the form of discs were applied on
such prepared cell culture and incubated at 37°C and 5%
CO,. Before applying material on the cells, the samples
were irradiated with UV light for 45 min. Morphological and
quantitative changes resulting from the application of tested
materials were evaluated after 24, 48 and 72 h using an
inverted microscope. In order to determine the amount of
dead cells, staining with trypan blue was used. Dead cells
are stained dark blue, while viable cells are iridescent and
colorless.

Antimicrobial activity studies were conducted using
microorganisms from the Polish Collection of Microorgan-
isms (PCM): Pseudomonas aeruginosa (PCM 2058) and
Staphylococcus aureus (PCM 2054). The dilution method
was used during the study. The starting bacterial cultures of
the test strains of P. aeruginosa and S. aureus, were setup in
nutrient broth and incubated for 18 h at 37°C. Cement sam-
ples for testing were sterilized by UV irradiation for 45 min.
100 pl of bacterial culture was added to wells on a sterile
24-well plastic plate (NUNC), containing 1 ml of broth and
the test material (disc) and incubated for 24 h, 48 h and
7 days. After this time the cultures were diluted with NaCl
and 100 ul was plated on nutrient agar plates. The plates
were incubated at 37 + 1°C. After 18 h of incubation, colonies
were counted. Broth cultures of all microorganisms, without
the tested materials were used as controls.
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Badania dziatania przeciwbakteryjnego przeprowadzo-

® e e 000 0 no z wykorzystaniem mikroorganizméw pochodzgcych

z Polskiej Kolekcji Mikroorganizmoéw (PCM): Pseudomo-
nas aeruginosa - pateczka ropy biekitnej (PCM 2058) oraz
Staphylococcus aureus - gronkowiec ztocisty (PCM 2054).
W badaniach zastosowano metode rozcienczen. Wyjsciowe
hodowle szczepdw testowych bakteryjnych, P. aeruginosa
i S. aureus, zatozono w bulionie odzywczym i inkubowano
18 godzin w temperaturze 37°C. Probki cementéw do badan
sterylizowano przez naswietlanie promieniami UV przez
45 min. Do studzienek, na sterylnej 24 dotkowej ptytce
plastikowej (NUNC), zawierajgcych 1 ml bulionu i badany
materiat (krgzek), dodawano po 100 pl hodowli bakteryjnej
i inkubowano 24 h, 48 h oraz 7 dni. Po tym czasie hodowle
rozcienczano NaCl i wysiewano po 100 pl na ptytki zagarem
odzywczym. Plytki inkubowano w temperaturze 37+1°C.
Po 18 godzinach inkubaciji liczono kolonie. Kontrole stano-
wity hodowle bulionowe poszczegolnych mikroorganizmow,
bez testowanych materiatow.

Zaréwno badania dziatania cytotoksycznego jak i prze-
ciwbakteryjnego wykonano w Instytucie Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu.

Wyniki i dyskusja

Wyniki badania czasu wigzania cementéw wykazaty, ze
zarabianie cementow roztworami koloidalnymi nie wptywa
na zmiane czasu wigzania, natomiast dodatek bioszkiet ze
srebrem wydiuza czas wigzania o ok. 40-45% (RYS. 1).
Badania wytrzymatos$ci na sSciskanie (RYS. 2) nie wykazaty
istotnego wptywu roztworu do zarabiania cementéw na ten
parametr. Dodatek bioszkiet z nanosrebrem w niewielkim
stopniu obniza wytrzymato$¢ cementéw na Sciskanie.

Aby okresli¢ stopien cytotoksycznos$ci badanych
cementow okreslono wzrost komoérek, ich zywotnosé
i zmiany morfologiczne. Po 48 i 72 godzinach inkubacji
wszystkie rodzaje cementéw wykazywaty cytotoksycz-
nos¢ w stopniu stabym lub umiarkowanym (TABELA 1).

TABELA 1. Zmiany cytotoksycznosci w hodowli
komoérek L929 pod wptywem badanych probek
cementow.

TABLE 1. Changes of cytotoxicity in L929 cell cul-
ture after exposure to the tested cement samples.

Stopien cytotoksycznosci*
The degree of cytotoxicity*

Symbol
prébki po 24 godz. po 48 godz. po 72 godz.
Cement inkubaciji inkubacji inkubaciji
symbol after after after
24 h of 48 h of 72 h of
incubation incubation incubation
GJ-S2/W 1 2 2
GJ-S2/W-Ag 0 2 2
GJ-S2/W-Au 0 1 1
GJ-S2/W-P0-Ag 2 1 2
GJ-S2/W-Z8 1 2 2
* 0 - brak, 1 - staby, 2 - umiarkowany
*0 - no effect, 1 - weak effect, 2 - moderate effect

Both the studies of cytotoxic activity and antibacterial
properties were conducted at the Institute of Immunology
and Experimental Therapy PAS, in Wroclaw.

Results and Discussion

The results of the cement setting time testing showed
that the mixing of cements with colloidal solutions does
not change the setting time, while the addition of silver-
containing bioglass increases the setting time by approx. 40-
45% (FIG. 1). Compressive strength tests (FIG. 2) showed
no significant effect of a cement mixing solution on this
parameter. The addition of nanosilver-containing bioglass
slightly reduces the compressive strength of the cements.

To determine whether cements may affect cells, new
biomaterials were assayed for in vitro cytotoxic activities,
in the standardized cell-culture system, according to Pol-
ish standard (PNEN ISO 10993-5:2009) where mouse
fibroblasts cell line L929 were used. Cell growth, cell
morphology and cell viability were examined as the pa-
rameters to determine the cytotoxicity of the cements.
After 48 and 72 h of incubation, all of the tested cements
displayed cytotoxicity to low or moderate degree (TABLE 1).

Czas wigzania / Setting time [min]

0 L |
GJ-S2/W GJ-S2/W-Ag  GJ-S2/W-Au GJ-S2/W-PO-Ag  GJ-S2/W-Z8

Symbol cementu / Cement symbol

RYS. 1. Czasy wigzania badanych probek cemen-
tow (badanie reprezentatywne).

FIG. 1. The setting times of tested cement samples
(representative experiment).

Wytrzymato$é na ciskanie /
Compressive strength [Mpa]
3
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GIS2/W  GJ-S2/W-Ag  GJ-S2/W-Au GJ-S2/W-PO-Ag GJ-S2/W-Z8

Symbol cementu / Cement symbol

RYS. 2. Wytrzymalos¢ na sciskanie badanych
préobek cementéw (wartosci srednie z odchyleniem
standardowym).

FIG. 2. Compressive strength of the cement test
samples (average values with standard deviation).

Zomm® 0000 000000000000 00000000000000000600000000

w0



Po 24 h jedynie cementy zarabiane roztworami koloidalnymi
(GJ-S2/W-Ag i GJ-S2/W-Au) nie wykazywaty dziatania cy-
totoksycznego. Badania wykazaty, ze dodatek nanosrebra
do cementéw nie spowodowat istotnych zmian stopnia
cytotoksycznoéci w stosunku do cementu podstawowego
(GJ-S2/W). Najnizszym stopniem cytotoksycznosci cha-
rakteryzowat sie cement z dodatkiem nanoczastek ztota.

Przyktadowe obrazy mikroskopowe morfologii komérek
(po 72 godz. inkubaciji) zamieszczono na RYS. 3.

After 24 h only cements mixed with colloidal solutions
(GJ-S2/W-Ag and GJ-S2/W-Au) showed no cytotoxic effect.
Studies have shown that addition of nanosilver to cement
did not cause significant changes in the level of cytotoxic-
ity, comparing to the base cement (GJ-S2/W). The lowest
degree of cytotoxicity was displayed by the cement with the
addition of gold nanoparticles.

Representative microscopic images of the cells morphol-
ogy (after 72 h of incubation) are presented in FIG. 3.

a0l @
GJ-S2/W-Au

RYS. 3. Zmiany morfologii komérek po 72 godzinach inkubacji z wybranymi cementami w poréwnaniu z kon-

trolng hodowlg komérek L929 bez cementow.

FIG. 3. The morphological changes in cells cultures L929 in the presence of selected cements in comparison

to control cells cultures without this cements.

Badania dziatania przeciwbakteryjnego wykazaty, ze
cementy zawierajgce nanoczgstki srebra i ztota w poréwna-
niu do materiatu bez dodatkow (GJ-S2/W) wykazujg stabe
dziatanie przeciwbakteryjne — kilkukrotnie obnizajg ilos¢
bakterii. Sposréd tych cementow najlepszym dziataniem
charakteryzuje sie cement zarabiany roztworem koloidal-
nym srebra (GJ-S2/W Ag), natomiast najstabszym - cement
z dodatkiem bioszkta Z8 (GJ-S2/W-Z8). Natomiast w poréw-
naniu do kontrolnych hodowli szczepdw, wszystkie cementy
z Ag lub Au bardzo wyraznie wptywajg na obnizenie liczby
bakterii (blisko 100x) (RYS. 4 i 5).

The studies of antibacterial activity have shown that ce-
ments containing silver and gold nanoparticles, compared
to a material without additives (GJ-S2/W), exhibit weak
antibacterial activity - reducing the amount of bacteria sev-
eral-fold. From among these cements, the most effective is
cement mixed with colloidal solution of silver (GJ-S2/W Ag),
while the weakest - cement with the addition of Z8 bioglass
(GJ-S2/W-Z8). However, in comparison to control cultures
of bacterial strains, all cements containing Ag or Au very
clearly contribute to decreasing the number of bacteria
(approx. 100x) (FIG. 4 and 5).
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Liczba bakterii w 1 ml x 106
Number of bacteriain 1 ml x 108

Symbol cementu / Cement symbol

W wyjsciowa /

H po 24 h inkubacji /
24 h of incubation

O po 48 hinkubacji /
48 h of incubation

O po 7 dniach inkubacji /
7 days of incubation

RYS. 4. Wyniki badania dziatania
przeciwbakteryjnego cementéw
na gronkowca ztocistego Staphy-
lococcus aureus (doswiadczenie
reprezentatywne).

FIG. 4. The effects of antibacterial
activity of cements on Staphylo-
coccus aureus (representative
experiment).
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Podsumowanie

Poniewaz prowadzone badania miaty charakter wstepny,
prezentowane wnioski sg ogdlne i muszg zosta¢ zweryfi-
kowane w toku dalszych, szczegétowych badan. Wyniki
powyzszych prac wykazaty, ze zastosowana metoda doto-
wania srebrem lub ztotem cementdw szkto-jonomerowych
zarabianych wodg pozwala na otrzymanie materiatéw
wykazujgcych dziatanie przeciwbakteryjne w stosunku do
pateczki ropy btekitnej Pseudomonas aeruginosa oraz gron-
kowca ztocistego Staphylococcus aureus. \Wsrod cementéw
najlepszymi wtasciwosciami przeciwbakteryjnymi charak-
teryzowaty sie cementy GJ-S2/W-P0-Ag i GJ-S2/W-Ag,
nieco gorsze dziatanie przeciwbakteryjne wykazywaty ma-
terialy GJ-S2/W-Z8 i GJ-S2/W-Au, a najstabsze - cement
GJ-S2/W. Poniewaz badane materiaty wykazywaty cytotok-
sycznos$¢ w stopniu stabym lub umiarkowanym, po 48 i 72
godzinach inkubacji, dlatego w dalszych badaniach nalezy
wyjasni¢ jej przyczyny. Otrzymane materialty wymagaija jed-
nak udoskonalenia i optymalizacji, szczegodlnie w zakresie
przygotowania proszkow szkiet ze srebrem i wtasciwosci
uzytkowych cementéow. Otrzymane wyniki zachecajg do
prowadzenia dalszych prac nad materiatami stomatologicz-
nymi o dziataniu przeciwbakteryjnym.

Podziekowania

Praca zostata sfinansowana ze $rodkoéw na dziatalno$¢
statutowg Instytutu Ceramiki i Materiatow Budowlanych
w Warszawie.

W wyjsciowa /
B po 24 hinkubacji /
24 h of incubation

O po 48 h inkubacji /
48 h of incubation

RYS. 5. Wyniki badania dziatania
przeciwbakteryjnego cementow
na pateczki ropy bitekitnej Pseu-
domonas aeruginosa (doswiad-
czenie reprezentatywne).

FIG. 5. The effects of antibacterial
activity of cements on Pseudomo-
nas aeruginosa (representative
experiment).

O po 7 dniach inkubacji /
7 days of incubation

Conclusions

Since the conducted studies have a preliminary character,
presented conclusions are general and must be verified in
the course of further detailed studies. The results of the
above work have shown that the method used to supplement
water-mixable glass-ionomer cements with silver or gold
allows to obtain materials with antibacterial properties
against Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus
aureus. Cements GJ-S2/W-P0-Ag and GJ-S2/W-Ag dis-
played the strongest antibacterial properties, slightly weaker
antibacterial effects were displayed by materials GJ-S2/
W-Z8 and GJ-S2/W-Au, and the weakest - by cement GJ-
S2/W. Since the tested materials displayed weak to moder-
ate degree of cytotoxicity after 48 and 72 h of incubation, it is
necessary to explain the cytotoxicity of these materials in the
course of future research. The resulting materials, however,
require improvement and optimization, particularly regarding
the preparation of glass powders with silver and performance
of cements. The results encourage to conduct further studies
on dental materials with antibacterial properties.
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