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Biomateriaty implantacyjne dotowane srebrem
— proby wstepne
Czes¢ 1 — Materiaty gipsowe

Stowa kluczowe: biomateriaty, gips, bakteriobdjczo$¢, nanosrebro.

Celem prac nad implantacyjnymi biomateriatami dotowanymi srebrem byto
opracowanie wstepnych zatozen otrzymywania materiatow gipsowych i kal-
cytowych wykazujgcych dziatanie bakteriobojcze. Opis wynikow prowadzo-
nych prac podzielono na dwie czesci, ktére ukazg sie w kolejnych numerach
czasopisma. Istotg zadania opisanego w niniejszym artykule byto dobranie
sposobu dotowania materiatow gipsowych nanoczgstkami srebra i przepro-
wadzenie badan skutecznosci przeciwbakteryjnej otrzymanych materiatéw.
Do przygotowania materiatow gipsowych wykorzystano pétwodny siarczan
wapnia odmiany o oraz roztwory koloidalne srebra. Przygotowano piec¢ ro-
dzajow prébek gipsowych i przeprowadzono badania ich wtasciwosci fizycz-
nych. Badania skutecznosci przeciwbakteryjnej dla wybranych prébek prze-
prowadzono metodg rozcienczen z wykorzystaniem pateczki ropy bfekitnej
Pseudomonas aeruginosa i gronkowca ztocistego Staphylococcus aureus.
Wyniki przeprowadzonych wstepnych badan wykazaty, ze zastosowana me-
toda otrzymywania materiatéw gipsowych zawierajgcych srebro daje szanse
na uzyskanie materiatdw wykazujacych dziatanie przeciwbakteryjne w sto-
sunku do uzytych mikroorganizmow. Udowodniono réwniez, ze dziatanie
przeciwbakteryjne badanych prébek zalezy zaréwno od ich sktadu chemicz-
nego, jak i od rodzaju uzytych bakterii.

1. Wprowadzenie

Powaznym problemem rozleglych zabiegdw zwlaszcza ortopedycznych sa — wy-
wotlujace stany zapalne - zakazenia koSci. Moga one powstac jako efekt urazu
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mechanicznego, np. przy otwartych ztamaniach koSci, w trakcie zabiegow przy
zbyt niskim stopniu sterylnosci, lub gdy ma miejsce ostabienie immunologiczne
pacjenta. We wszystkich tych przypadkach utrzymujacy si¢ normalnie w or-
ganizmie niewielki, ale stabilny poziom stg¢zenia bakterii lub wirusoOw zostaje
naruszony. Rozwdj zakazen w miejscu uszkodzenia koSci, czasem wystepujacy
dopiero po kilku miesiacach, prowadzi do bardzo trudno gojacych si¢ stanéw
zapalnych. Podawanie antybiotykow w trakcie zabiegu chirurgicznego bywa
niekiedy niewystarczajace. Ocenia si¢ efektywnoS¢ leczenia zakazen koSci na
poziomie ok. 80%, a niesie ono olbrzymie koszty leczenia.

Alternatywna metoda jest wprowadzanie bezpoSrednio w miejsce powstalego
zakazenia materialow wypehiajacych ubytki kostne, ktére jednocze$nie maja
zdolno§¢ wydzielania lekéw. Chodzi o osiagni¢cie wysokiego miejscowego ste-
zenia np. antybiotykOw w koSci dla osiagniecia celu terapeutycznego i profilak-
tycznego.

Jednym ze stosowanych obecnie na szeroka skale materialow zawierajacych
Srodki bakteriobojcze sa implanty z polimetakrylanu metylu (PMMA). Jednakze
ze wzgledu na niska zgodno$¢ biologiczna 1 maty wybor antybiotykow, ktore
moga by¢ wprowadzane do PMMA, od wielu juz lat trwaja poszukiwania no-
wych no$nikOw antybiotykow do miejscowych terapii przeciwbakteryjnych, jak
tez innych wszczepialnych materialow o dzialaniu przeciwbakteryjnym.

Wiele oSrodkOw inzynierii biomaterialow pracuje nad opracowaniem innych,
nowych nos$nikOw antybiotykdw do leczenia miejscowych standw zapalnych.
Jednym z takich materialow jest siarczan wapnia (gips) — szybko resorbowalny
material, ktory z powodzeniem jest stosowany do wypelniania ubytkow kosci
juz od wielu lat [1-2]. Inna grupa badanych materialéw do zastosowania jako
no$niki lekow sa resorbowalne fosforany wapnia zarOwno w postaci wszczepow,
jak i cementu [3-5]. Badania prowadzono réwniez z ceramicznymi materiatami
bioaktywnymi, takimi jak: hydroksyapatyt, szklto bioaktywne czy biotworzywa
szklo-ceramiczne [6-8]. W ostatnich latach duzego znaczenia nabraty no$niki
z biopolimerow organicznych opartych gtownie na kwasie mlekowym i glikolo-
wym [9-10], a takze na polikaprolaktonie [11] czy kopolimerach hydroksyma-
Slanu 1 hydroksywalerianu [12-13] oraz na materialach kolagenowych [14].

W Instytucie Ceramiki i Materialow Budowlanych juz od kilkunastu lat pro-
wadzone sa prace badawcze nad biomaterialami o dziataniu bakteriobojczym.
Ich celem jest wytworzenie nowych implantow, taczacych doskonala biozgod-
no$¢, dobre wlasciwos$ci mechaniczne i wysoka skuteczno$¢ przeciwbakteryjna.
W poczatkowym okresie prowadzone byly wytacznie badania w kierunku otrzy-
mania ceramicznych no$nikow antybiotykOw opartych na porowatych implan-
tach korundowych i cemencie apatytowym [15-17]. W ciagu ostatnich kilku lat
rozszerzono te prace o badania nad otrzymywaniem bakteriobdjczych bioszkiet
domieszkowanych srebrem, wytwarzanych metoda zol-zel [18-21].
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Niewatpliwie kazdemu czlowiekowi zastosowanie gipsu w medycynie kojarzy si¢
z urazami konczyn. RzeczywiScie przez wiele lat stosowano go jako material do
zewnetrznej stabilizacji ztamanych konczyn czy uszkodzonych stawéw. W tych
zastosowaniach coraz czesciej gips zastgpowany jest wygodniejszymi w uzyciu
11zejszymi tworzywami sztucznymi. Nieco mniej powszechnie znane jest uzycie
gipsu do wykonywania modeli lukow zebowych w protetyce stomatologicznej.
Natomiast tylko niewielkie grono ortopedoéw, gldwnie zajmujacych si¢ implan-
tologia, spotkato si¢ z zastosowaniem gipsu jako materiatu wszczepialnego do
wypetniania ubytkow kosci.

W ciagu ostatnich 50 lat udokumentowano stosowanie implantacyjne gipsu m.in.
w ortopedii [22-23], stomatologii [24-26] i otolaryngologii [27]. Gips moze by¢
takze stosowany jako no$nik np. antybiotykow, gdzie jego absorpcja powoduje
miejscowe, przedtuzone wydzielanie leku. W takich wypadkach mozliwe jest
jego wykorzystanie w przypadkach zapalenia szpiku, co utatwia odbudowe 1 po-
wstawanie prawidlowo wyksztalconej, nowej tkanki kostnej. Pierwsze wzmianki
0 uzyciu aseptykOw w potaczeniu z gipsem do wszczepiania pochodza z pierw-
szej potowy XX w. 1 dotycza dodatku rivanolu [28] 1 penicyliny [29]. W pdz-
niejszych latach prowadzono prace badawcze nad dzialaniem gipsu z dodatkami
m.in.: linkomycyny i cefazoliny [30], gentamycyny [31-32], teicoplaniny [33].

Przeglad publikacji dotyczacych zastosowania gipsu w odbudowie tkanki kostne;j
wskazuje na to, ze ten prosty, niedrogi material ma wiele zalet jako implant do
wypelniania ubytkdw kostnych. Jest on stabilny, fatwo dostepny i moze byc¢ ta-
two sterylizowany. Siarczan wapnia jest dobrze tolerowany przez tkanki migkkie
1 tkanke kostna. Moze byC efektywnie uzywany zarOwno w wewnatrzchrzast-
kowych, jak 1 miedzybloniastych uszkodzeniach koSci. Jego szybka resorpcja,
zgodna z szybkoScia tworzenia nowej tkanki kostnej, jest bardzo uzyteczna
szczegOlnie do wypelniania duzych ubytkOw. Gips ma takze opini¢ materialu,
ktory przyspiesza tworzenie nowej kosci, gdyz jest dostarczycielem jondw wap-
niowych w tym procesie. Ostatnie osiagnigcia technologii wytwarzania gipsu
pozwolily na otrzymanie siarczanu wapnia do zastosowan medycznych, posia-
dajacego zdolno$¢ do catkowitego wiazania w Srodowisku krwi — co wczesniej
si¢ nie udawato. Mozliwe jest nawet wiazanie gipsu zwilzonego sama krwia.
Oprocz tego opracowano rodzaje gipsu, ktdre wiaza bardzo szybko (do 30 se-
kund) lub bardzo wolno, w zaleznosci od wymagan aplikacyjnych. Opracowanie
gipsu o porowatej strukturze pozwala na wczeSniejsze tworzenie si¢ naczyn
1 wrastanie tkanki kostnej do wewnatrz wszczepu. Poprzez zmiang gestoSci po-
zornej gipsu mozna tez kontrolowac szybkoS¢ jego resorpcji — zwarty materiat
o duzej gestoSci moze charakteryzowac si¢ znacznie dluzszym czasem resorpcji
niz powszechnie uznane 8 tygodni.

W wyniku realizacji projektu rozwojowego, prowadzonego w Owczesnym
Instytucie Szkta i Ceramiki (obecnie Instytut Ceramiki i Materiatéw Budowlanych)
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w latach 2000-2005, opracowano sposéb wytwarzania resorbowalnych bioma-
terialow gipsowych w postaci implantow gipsowych i gipsu implantacyjnego.
Otrzymano implanty gipsowe cechujace si¢ dobrymi wilasciwoSciami fizyczny-
mi, ktore mozna w tatwy sposéb obrabia¢, dopasowujac je do wielkoSci i ksztat-
tu ubytku, zar6wno w stanie suchym, jak i wilgotnym. Opracowany gips im-
plantacyjny, oprocz dobrych wiasciwosci fizycznych, cechuje sie dobrymi wla-
SciwoSciami uzytkowymi (w postaci plastycznej pozostaje przez ok. 6-8 minut,
co umozliwia jego aplikacje w miejscu ubytku koSci, a po ok. 10-15 minutach
tworzy sztywne jego wypelnienie) [34]. Implanty gipsowe nie wykazaly dziala-
nia cytotoksycznego w badaniach ,,in vitro”. Przeprowadzone badania reakcji
tkankowych po wszczepieniu implantéw gipsowych do tkanki migSniowej szczu-
row 1 tkanki kostnej krolikow wykazaly szybka resorpcje materialu oraz bardzo
dobra osteointegracje wszczepOw po 3 miesiacach od implantacji [35].

Glownym celem prac badawczych, ktorych wyniki podsumowuje niniejsza cze¢S¢
artykutu, bylo opracowanie wstepnych zalozen otrzymywania wszczepialnych
materialow gipsowych wykazujacych dziatanie przeciwbakteryjne. Istota zada-
nia bylo dobranie sposobu dotowania materialéw gipsowych metalicznym nano-
srebrem oraz przeprowadzenie badan ich skutecznosci bakteriobdjcze;.

2. Materiaty i metody

Jako surowca wyjSciowego do badan uzyto gipsu Hartform HF1 firmy BPB
Formula GmbH. Jest to gips odmiany o, stosowany w przemyS$le ceramicznym
jako gips modelowy, a takze jako sktadnik gipsoOw dentystycznych, rzezbiarskich
1 innych.

Walcowe probki materialow gipsowych o Srednicy 10 mm 1 wysokos$ci 20 mm
przygotowano metoda odlewania zaczynu w formach silikonowych. Zaczyny
gipsowe przygotowano w nastepujacy sposOb: do pojemnika mieszadla podci-
Snieniowego wlewano odwazona iloS¢ wody destylowanej 1 odwazano odpo-
wiednie iloSci gipsu (tab. 1). Po wlaczeniu stopera wsypywano gips do wody
1 pozostawiano 30 sekund do nasiakni¢cia. Nastgpnie mieszano zaczyn ok. 60 se-
kund do uzyskania jednolitej gestwy, po czym odpowietrzano zaczyn 30 sekund
przy podci$nieniu 0,08 MPa, caly czas mieszajac. Po 2 minutach od wsypania
gipsu do wody wlewano zaczyn do dwoch 5-gniazdowych form silikonowych
oraz do naczynia stuzacego do pomiaru czasu wiazania metoda igly Vicata.
Préobki wyjmowano z form po uptywie 15 minut od zwiazania gipsu i pozosta-
wiono przez 24 godziny do wyschnigcia. Po tym czasie powierzchnie czolowe
probek szlifowano recznie do uzyskania ksztaltu regularnych walcow. Badania
wlaSciwosci fizycznych 1 mechanicznych probek prowadzono po 24 godzinach
od zwiazania.
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Tabela 1
Sktady zestawow gipsowych
Symbol Ilo§¢ wody na Czas wiazania
materiatu 100 g gipsu [g] [min'sek"]
SC-1 40 3'50"
SC-2 45 10'00"
SC-3 50 11'30"
SC-A 55 20720"
SC-B 60 18'50"
SC-C 65 1420"
SC-D 70 28'50"

Z r 6 d 1 o: Opracowanie wilasne.

Do przygotowania gipsOw zarabianych roztworami koloidalnymi (SC-Ag 1 SC-
-Ag2) uzyto roztworOw koloidalnych niejonowego srebra (stezenie 250 ppm,
nr serii 2012.09.24A), wyprodukowanych przez firm¢ Nano-Koloid Sp. z o.0.
(Www.nanogrp.com).

Do badan bakteriobdjczosci przygotowano trzy rodzaje probek gipsowych
o symbolach: SC-B, SC-Ag i SC-Ag2, w ksztalcie krazkéw o Srednicy 10 mm
i wysokoSci 5 mm. Probke SC-B przygotowano w sposOb opisany wczeSniej
(tab. 1). Probke SC-Ag przygotowano w taki sam sposOb jak SC-B, jednakze
do zarobienia zamiast wody destylowanej uzyto roztworu koloidalnego srebra.
Natomiast probka SC-Ag2 powstala przez podciSnieniowe nasaczenie probki
SC-Ag w roztworze koloidalnym srebra. Wyliczone wartoSci zawartoSci srebra
w probkach SC-Ag 1 SC-Ag2 wynosily odpowiednio: 150 ppm 1 180 ppm.

Czas wiazania gipsOw implantacyjnych okreslano metoda zgodna z norma ISO
6873. Do badania uzyto aparatu iglowego Vicata o dlugosci igly 40 mm, Sredni-
cy igly 1 mm, przy nacisku 300t1 gramdOw. Za czas wiazania przyjeto catkowity
czas od rozpoczecia mieszania do chwili, gdy igla po raz pierwszy nie zdotata
zaglebiC si¢ w probce na glebokos$¢ wigksza niz 2 mm.

Gestos$¢ pozorna materialdéw gipsowych oznaczano metoda geometryczna, pole-
gajaca na zmierzeniu i obliczeniu objetoSci probki oraz na doktadnym jej zwa-
zeniu. Porowato$¢ catkowita materialow gipsowych i kalcytowych obliczono na
podstawie znajomosSci gestoSci pozornej i gestosci teoretyczne;.

Parametry wytrzymatoSciowe okreSlono z wykorzystaniem maszyny wytrzy-
mato$ciowej, o maksymalnym obciazeniu 10 kN 1 szybkoSci posuwu glowicy
0,7 mm/min. WartoSci wytrzymatoSci na Sciskanie obliczane byly przez pro-
gram do rejestracji wynikow, na podstawie wprowadzonych wymiaréw probek
1 zmierzonego obciazenia maksymalnego, jako Srednia wartoS¢ dla 6 probek.
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Badania dzialania przeciwbakteryjnego wykonano w Zaktadzie Immunologii
Chor6b Zakaznych Instytutu Immunologii i Terapii DoSwiadczalnej PAN we
Wroclawiu. Badania przeprowadzono z wykorzystaniem mikroorganizmow
pochodzacych z Polskiej Kolekcji Mikroorganizmow (PCM): Pseudomonas
aeruginosa - paleczka ropy blekitnej (PCM 2058) oraz Staphylococcus aureus
- gronkowiec ztocisty (PCM 2054). W badaniach zastosowano metod¢ rozcien-
czen. Wyjsciowe hodowle szczepOw testowych bakteryjnych, P. aeruginosa
i S. aureus, zalozono w bulionie odzywczym i inkubowano 18 godzin w tem-
peraturze 37°C. Probki cementéw do badan sterylizowano na$wietlaniem pro-
mieniami UV przez 45 minut. Do studzienek, na sterylnej 24-dotkowej plytce
plastikowej (NUNC), zawierajacych 1 ml bulionu i badany materiat (krazek),
dodawano po 100 pl hodowli bakteryjnej 1 inkubowano 24 godziny, 48 godzin
oraz 7 dni (ze wzgledu na wstepny charakter, badanie wykonano jako doSwiad-
czenie reprezentatywne, czyli do kazdego testu uzyto tylko jednej probki ba-
danej). Po tym czasie hodowle rozcieniczano NaCl 1 wysiewano po 100 ul na
ptytki z agarem odzywczym. Plytki inkubowano w temperaturze 37+1°C. Po
18 godzinach inkubacji liczono kolonie. Kontrole stanowily hodowle bulionowe
poszczegblnych mikroorganizmow, bez testowanych materiatow.

3. Omdwienie wynikéw badan

Pierwszy etap badan polegal na doborze iloSci wody do zarobienia gipsu, co
mialo na celu otrzymanie zaczynu, z ktérego mozna bytoby uformowac probki
gipsu o odpowiedniej jakoSci (jednorodnoSci, gestoSci pozornej, porowatosci
catkowitej 1 wytrzymatoSci na Sciskanie). Okazalo si¢, ze konsystencja gipsOw
oznaczonych SC-1, SC-2 i1 SC-3 nie pozwala na uformowanie prawidlowych
probek badawczych. Dla pozostalych probek wykonano badania wiasciwosci fi-
zycznych, ktore potwierdzily, ze ze wzrostem zawartoSci wody zarobowej obni-
za si¢ gestoS¢ pozorna i wytrzymaloS¢ na Sciskanie, natomiast ro$nie porowatos¢
catkowita (ryc. 1-3). Ze wzgledu na odpowiednie parametry fizyczne do badan
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bakteriobdjczosci wybrano gips o symbolu SC-B (stosunek wody do gipsu - 0,6)
i na jego bazie przygotowano gips zawierajacy nanoczastki srebra.
50

40
30
20
SC-A SC-B SC-D

SC-C SC-Ag
Ryc. 2. Wyniki badania porowatosci catkowitej probek gipsowych
i probek gipsowych zawierajacych srebro (wartosci §rednie i odchylenie standardowe)

SC-D

sc-C SC-Ag

porowatos¢ catkowita [%]

symbol materiatu

50

40 :
30 |
20
10 -
0
SC-A SC-B

Ryc. 3. Wyniki badania wytrzymatoSci na Sciskanie
probek gipsowych i probek gipsowych zawierajacych srebro
(warto$ci Srednie i odchylenie standardowe)

wytrzymatosc na sciskanie [MPa]

symbol materiatu

Wyniki badania bakteriobdjczosci wykazaty, ze skuteczno$¢ hamowania rozwo-
ju bakterii przez probki gipsowe zalezy gtdwnie od rodzaju mikroorganizmu.
W przypadku paleczek Pseudomonas aeruginosa, w kazdym okresie czasowym
inkubacji dla wszystkich probek badawczych, ilo$¢ bakterii jest nizsza niz ilo$¢
wyjsciowa (ryc. 4).

W przypadku gronkowca Staphylococcus aureus dla wszystkich probek po 24 go-
dzinach ilo$¢ bakterii wzrasta powyzej ilosci wyjSciowej, aby w kolejnych przedzia-
tach czasowych powoli si¢ obnizaé (ryc. 5). Nie zaobserwowano natomiast znacza-
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cej roéznicy w dziataniu przeciwbakteryjnym probek gipsowych niezawierajacych
1 zawierajacych srebro. Natomiast w stosunku do kontroli wida¢ zdecydowane
obnizenie iloSci bakterii dla obu mikroorganizmow i wszystkich materiatow.

Wyniki wykazaty rOwniez, ze ilo$¢ nanoczastek srebra ma wptyw na skuteczno$¢
przeciwbakteryjna, gdyz gips SC-AG2 - o niewiele wigkszej zawartoSci srebra
- wykazuje lepsze dzialanie przeciwbakteryjne niz gips SC-AG o mniejszej za-
wartoSci. Szczegélnie wyraznie jest to widoczne w przypadku Staphylococcus
aureus (ryc. 5). Trudno jest natomiast zinterpretowa¢ wyniki dla gipsu, ktory
nie zawiera nanosrebra, gdyz w przypadku Pseudomonas aeruginosa jego sku-
tecznoSC jest porownywalna z gipsem SC-AG, a w przypadku Staphylococcus
aureus jest nawet wyzsza.

30 4
25

20 |
B wyjsciowa
15
@ po 24 godzinach inkubacji

10 [Zf po 48 godzinach inkubacji

liczba bakterii w 1 ml x 107

[1 po 7 dniach inkubacji

Kontrola SC-B SC-AG SC-AG2

symbol materiatu

Ryc. 4. Wyniki badania dzialania przeciwbakteryjnego probek gipsowych zawierajacych
srebro na paleczki Gram-ujemne Pseudomonas aeruginosa (doSwiadczenie reprezentatywne)

30 -+
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20 -t
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B po 24 godzinach inkubacji

10+ [ po 48 godzinach inkubacji

.—|" 'ﬂ ._‘_ [l po 7 dniach inkubacji
SC-B

Kontrola SC-AG SC-AG2

liczba bakterii w 1 ml x 107

symbol materiatu

Ryc. 5. Wyniki badania dziatania przeciwbakteryjnego probek gipsowych zawierajacych
srebro na gronkowca Staphylococcus aureus (doSwiadczenie reprezentatywne)
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4. Podsumowanie

Nalezy zaznaczyC, ze prowadzone badania mialy charakter wstepny i wszystkie
prezentowane wnioski musza zosta¢ zweryfikowane w toku szczegdélowych ana-
liz. Rezultaty dotychczasowych badan wykazaly, ze zastosowana metoda doto-
wania materialOw gipsowych srebrem daje szans¢ na otrzymanie materialow wy-
kazujacych dzialanie przeciwbakteryjne w stosunku do paleczki Gram-ujemne]
Pseudomonas aeruginosa oraz gronkowca Staphylococcus aureus. Wyniki ba-
dan zachecaja do prowadzenia dalszych prac w kierunku optymalizacji skladow
gipsu oraz rodzaju i zawartoSci srebra. Niezbedne wydaje si¢ przeprowadzenie
szerszych badan bakteriobdjczosci, co moze pomdc w wyjasnieniu powstatych
w toku niniejszych badan watpliwoSci’.
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SILVER CONTAINING BIOMATERIALS — PRELIMINARY STUDIES
PART 1 — GYPSUM IMPLANTS

Keywords: biomaterials, gypsum implants, antimicrobial activity, nanosil-
ver.

The aim of the work on implant biomaterials containing silver was to develop
initial assumptions on the production of gypsum and calcite materials show-
ing bactericidal effect. The description of results was divided into two parts,
which will appear in consecutive issues of the magazine. The essence of the
research described in this article consisted in choosing the method of adding
of silver nanoparticles to gypsum material, as well as in testing antimicrobial
efficacy of the materials obtained. Calcium sulfate hemihydrate and colloidal
silver solutions were used for the preparation of gypsum implants. Five types
of gypsum samples were prepared and their physical properties were tested.
Antimicrobial activity studies of selected samples were performed by dilution
method using Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus. The
results of preliminary studies have shown that the method of silver doping of
gypsum materials is a way of obtaining implants with antibacterial activity, in
the case of microorganisms used in the research. It was also shown that the
antibacterial effect of test samples depended on both the chemical composi-
tion and the type of bacteria applied.



