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Abstract

Wecigz nie udato sie otrzymac implantu kostnego,
ktory charakteryzowatby sie wysokg biozgodno$cig
i bioaktywno$cig, osteokonduktywnoscig, odpowied-
nimi wta$ciwo$ciami mechanicznymi oraz dobrg
poreczno$cig chirurgiczng. Dodatkowq zaletg tego
typu materiatu powinna by¢ mozliwo$c¢ dostarczenia
antybiotyku w wybrane miejsce ludzkiego organizmu
w celu zapobiegania rozwojowi potencjalnych infekcji
zwigzanych z jego wszczepianiem.

Opracowano nowy kompozytowy nosnik leku, skta-
dajgcy sie z porowatych granul hydroksyapatytowych
pokrywanych poli(D,L-laktydem) z klindamycyna,
majgcy znalez¢ zastosowanie jako implant kostny
w chirurgii szczekowo-twarzowej. Wtasciwosci mate-
riatbw wykorzystanych do produkcji implantu zostaty
zbadane z uzyciem metod XRD, FTIR, BET oraz DSC.
Rozmiar i morfologie granul (250-1000 um) okres$lono
za pomocg mikroskopii SEM. Technika ta postuzyta
takze do okres$lenia rozmiaru (10-40 um) oraz roz-
mieszczenia porow. Udziat objetoSciowy poréw zostat
oszacowany za pomocg metody hydrostatyczney.
Przygotowano cztery grupy granul z rozng zawartos-
cig klindamycyny. Zbadano wtfasciwo$ci uwalniania
(trwajgcego 15-22 dni) leku z warstwy polimerowey.
Od pierwszej godziny, az do konca eksperymentu,
obserwowano aktywno$¢ bakteriobdjczg uwolnionej
klindamycyny. W przypadku dwoch grup granul przez
pierwszych piec dni szczep bakteryjny gronkowca zfo-
cistego wykazywat wrazliwosc lub Srednig wrazliwos¢
na uwolniony lek. Przedstawione w niniejszej pracy
wyniki badan dowodzg, ze opisywany kompozyt moze
znalezc¢ zastosowanie jako potencjalny implant kostny
i no$nik lekéw. Prowadzone sq dalsze badania nad
zaprezentowanym materiatem.

Stowa kluczowe: granule hydroksyapatytowe, poli-
laktyd, kompozyt, kontrolowane uwalnianie leku,
implant kostny

[Inzynieria Biomateriatéow 120 (2013) 19-29]

The problem of developing the bone implant,
characterized by high biocompatibility, bioactivity,
osteoconductivity, suitable mechanical properties and
good surgical handiness, is still not solved. Additional
advantage of such material should be the capability of
delivering an antibiotic to a chosen part of the human
body in order to prevent occurrence of post-operative
infections.

A novel drug delivery system, composed of porous
hydroxyapatite granules with poly(D,L-lactide) coating
incorporating clindamycin, was engineered for use
as a bone filler in oral and maxillofacial surgery. The
properties of the materials, used to obtain the implant,
were examined by the use of XRD, FTIR, BET and
DSC methods. The size (250-1000 um) and morpholo-
gy of granules were determined with SEM. This techni-
que was also applied to investigate the size (10-40 um)
and distribution of pores. The solvent accessible pore
volume was evaluated by the hydrostatic method. Four
groups of granules with different concentrations of
clindamycin were prepared. The properties of drug re-
lease (lasting 15 to 22 days) from the polylactide layer
were studied. The antimicrobial activity of the released
clindamycin was observed from the first hour till the
end of the experiment. The Staphylococcus aureus
strain was susceptible or intermediately susceptible
to the released drug during first 5 days for two studied
groups. These experimental results indicate that the
studied composite material may be used as a potential
bone implant and drug carrier. The described system
is still under investigation.

Keywords: hydroxyapatite granules, polylactide,
composite, controlled drug release, bone implant

[Engineering of Biomaterials 120 (2013) 19-29]
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Wprowadzenie

Kos$¢ jest naturalnym kompozytem skfadajacym sie
z organicznej matrycy, ktdrg stanowi kolagen oraz z nieor-
ganicznej fazy ceramicznej - hydroksyapatytu. Dodatkowo
ko$¢ zawiera wode oraz niewielkg ilos¢ innych substanc;i
organicznych, takich jak biatka, polisacharydy i lipidy. Dzieki
swojej budowie, kos¢ charakteryzuje sie duzg elastycz-
noscig oraz dobrymi wtasciwosciami mechanicznymi [1,2].
Dlatego najodpowiedniejszym implantem kostnym do za-
stosowan w chirurgii twarzoczaszki wydaje sie by¢ materiat
kompozytowy, ktéry taczy w sobie twardosc i sztywnosé
ceramiki z elastycznoscig i wytrzymatosciag polimeru.

Hydroksyapatyt jest materiatem ceramicznym, ktérego
sktad jest zblizony do sktadu mineralnej fazy kosci. Cechy
takie jak: biozgodnos¢, bioaktywnos¢, osteokonduktywnosc
i odpornos¢ w srodowisku biologicznym czynig go dobrym
materiatem zastepczym dla kosci. Niska wytrzymatos$é
mechaniczna ogranicza jednak jego zastosowanie do
miejsc w organizmie nie przenoszacych duzych obcigzen
mechanicznych. Hydroksyapatyt moze by¢ stosowany w
ortopedii w postaci proszku, granul, blokéw oraz pokry¢ [3,4].
Jedna z najwazniejszych cech implantéw ceramicznych jest
ich porowato$¢. Dzieki fizycznemu ,zakotwiczeniu” kosci
w porach materiatu, tworzy sie silne wigzanie miedzy implan-
tem a tkanka kostng. Wrastanie tkanki kostnej w materiat
(osteointegracja) jest mozliwe, gdy pory majg odpowiednie
rozmiary i morfologie oraz sg ze sobg potaczone. Biologiczne
potaczenie wystepuje w przypadku poréw o rozmiarach 100-
200 pm. Woéwczas obserwuje sie wrastanie w implant tkanki
kostnej wraz z naczyniami krwionosnymi. Istniejg réwniez
doniesienia, wedtug ktérych optymalny rozmiar poréw to
250-300 um [5]. Aby osteointegracja miata miejsce, $red-
nica potgczen miedzy porami powinna wynosi¢ co najmniej
20 um, zas srednica mikroporow - 50 um [4]. Adsorpcja biatek
oraz réznicowanie komérek kostnych w implancie nastepuje
nawet w przypadku poréw o mniejszych rozmiarach [2].

Polilaktyd nalezy do biodegradowalnych poli(a-hydrok-
syestrow) [6], Wystepuje w formie dwoch izomerdw optycz-
nych: D- i L-laktydu oraz jako ich racemiczna mieszanina
- D,L-laktyd. Polilaktyd charakteryzuje sie stosunkowo
dobrg biozgodnoscia i wytrzymatoscig mechaniczna, ktére
sprawiaja, ze materiat ten wykorzystywany jest w medycynie
jako tworzywo do produkciji nici chirurgicznych, membran
oraz nosnikow lekow [7]. Biozgodnos¢ polilaktydu zalezy od
masy czasteczkowej, udziatu stereoizomeréw D i L, formy
implantu oraz techniki jego wytwarzania [8]. W srodowisku
ludzkiego organizmu polilaktyd ulega degradacji hydroli-
tycznej. Polimer rozktada sie na oligomery, a nastepnie na
monomery kwasu mlekowego, ktore nastepnie sg wykorzy-
stywane w cyklu Krebsa [8-10].

Pomimo postepu w medycynie oraz wysokiego poziomu
sterylnosci na salach operacyjnych, nadal istnieje ryzyko
wystapienia infekcji pooperacyjnych. Typowym zakazeniem
kostnym pojawiajacym sig po implantacji jest zapalenie kosci
i szpiku (tac. Osteomyelitis). Najczgsciej zapalenie to wywo-
tane jest przez mikroorganizmy, takie jak gronkowce (w tym
gronkowiec ztocisty — Staphylococcus aureus), pateczki ropy
btekitnej (Pseudomonas aeruginosa) oraz rzadziej pateczki
okreznicy (Escherichia coli) [11]. W celu zapobiegania
rozwojowi infekcji zalecana jest pooperacyjna terapia anty-
biotykowa. Jednym z antybiotykdw, szeroko stosowanych
w profilaktyce i leczeniu infekcji kostnych i zebowych, jest
klindamycyna. Lek ten posiada szerokie spektrum aktywno-
Sci antybakteryjnej in vitro i osigga wysoki poziom w $linie,
ptynie dzigstowym oraz w kosciach [12]. W celu dostarczenia
substancji antybakteryjnej do Zrodta zakazenia oraz aby unik-
na¢ wystapienia potencjalnych skutkéw ubocznych ogdlnej
terapii antybiotykowej, projektuje sie nosniki lekéw.

Introduction

Bone may be considered as a natural composite. The
bone matrix consists of the organic polymer phase — colla-
gen and the inorganic ceramic phase — hydroxyapatite.
Additionally, bone contains water and small amounts of
other organic substances such as proteins, polysaccharides
and lipids. Because of its structure, bone is characterized
by high flexibility and good mechanical properties [1,2].
Therefore, the most suitable bone implant for maxillofacial
surgery should be a composite material, which combines the
ceramic hardness and stiffness with the polymer elasticity
and toughness.

Hydroxyapatite is a ceramic material, the composition
of which is similar to that of the mineral phase of bone. Its
biocompatibility, bioactivity, osteoconductivity and stability
in biological environment make hydroxyapatite a good bone
substitute. However, the relatively low mechanical strength
of hydroxyapatite limits its application to the tissues, which
are exposed to low mechanical stress. Hydroxyapatite may
be applied in orthopaedics as powder, granules, blocks
and coatings [3,4]. One of the most important features of
ceramic implants is porosity. Due to physical interlock, the
pores could provide strong bonding of bone to the material.
Bone tissue ingrowth into the implant (osteointegration)
is possible if pores have proper dimensions, morphology
and if they are interconnected. The optimal pore size for
biological connection is 100-200 pym. In this case bone
ingrowth and vascularisation are observed. According to
some researchers, the most favourable pores’ diameter is
250-300 ym [5]. The minimal suitable size of the intercon-
nections providing osteointegration is above 20 ym, while
the macropores’ diameter should reach at least 50 uym [4].
Protein adsorption and adhesion of osteogenic cells occur
even for smaller pores [2].

Polylactide is a biodegradable poly(a-hydroxyester) [6],
which occurs in three forms: the stereoisomers L- and D-lac-
tide and a racemic mixture - D,L-lactide. The characteristic
features of polylactide are: relatively good biocompatibility
and mechanical strength, which allow for its application in
medicine as the material for sutures, implants, membranes
and drug carriers [7]. The biocompatibility of polylactide
depends on the molecular weight, stereocopolymer com-
position, implant design and processing techniques [8].
In the human body environment the hydrolytic degradation of
polylactide takes place. The polymer decomposes to oligom-
ers and further to lactic acid monomers, which participate
in the Krebs cycle [8-10].

In spite of the progress in medicine and the high level of
sterility in the operating rooms, a risk of post-operative infec-
tion still exists. Atypical bone tissue infection after implanta-
tion is osteomyelitis. The most commonly osteomyelitis is
caused by microorganisms such as staphylococci (including
Staphylococcus aureus), Pseudomonas aeruginosa and
more rarely, Escherichia coli [11]. To prevent the develop-
ment of infection, a carefully chosen antibiotic post-operative
therapy is recommended. One of the antibiotics widely used
in medicine for prophylaxis and for the treatment of bone
and dental infections is clindamycin. This drug has a broad-
spectrum of the antimicrobial activity in vitro and achieves
high level in saliva, gingival crevicular fluid and bone [12].
To deliver an antimicrobial agent to the source of the infec-
tion and to avoid any potential adverse side effects of sys-
temic antibiotic treatment, drug carriers are designed.

Z—..........................................
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W artykule zaprezentowano nowy hydroksyapatytowo-
poli(D,L-laktydowy) kompozytowy implant kostny, ktory
petni rowniez role nosnika lekow. Przedstawiony materiat
zaprojektowany zostat w taki sposob, aby taczy¢é w sobie
zalety wchodzacych w jego sktad materiatéw, jednoczesnie
eliminujac wady dotychczasowych tego typu implantow
prezentowanych w publikacjach lub dostgpnych na rynku.
W celu uzyskania mozliwie najlepszej porecznosci chi-
rurgicznej kompozyt ma forme granul o zréznicowanym
rozmiarze (250-1000 pm), dzieki czemu moze doktadnie
wypeti¢ ubytki kostne nawet o najbardziej skomplikowa-
nych ksztattach (zréznicowana wielko$¢ granul polepsza ich
upakowanie w ubytku). Hydroksyapatytowe granule, dzieki
swojej porowatosci, stanowig rusztowanie dla wrastajgcej
w nie kosci. Specjalnie dobrany biodegradowalny polimer
pokrywajacy granule (poli(D,L-laktyd)) poprawia wytrzyma-
to$¢ mechaniczng implantu oraz petni funkcje matrycy dla
antybiotyku. Zastosowanym lekiem bakteriobdjczym jest
klindamycyna, ktéra charakteryzuje sie szerokim spektrum
dziatania i stosowana jest do leczenia zakazen, miedzy
innymi tkanek miekkich, kosci oraz zakazen wywotanych
przez bakterie beztlenowe w stomatologii. Dodatkowa zaletg,
naszego materiatu jest stosunkowo niski koszt jego otrzymy-
wania. Dokonano zgtoszenia prezentowanego wynalazku
w Urzedzie Patentowym RP (nr P.403470).

Materialy i metody

Synteza hydroksyapatytu

Syntetyczny proszek hydroksyapatytowy (HAp) zostat
otrzymany z Ca(OH), cz.d.a. (Sigma-Aldrich Laborchemika-
lien GmbH) oraz 85% H,PO, cz.d.a. (Lach-Ner, s.r.o. Repub-
lika Czeska) za pomoca mokrej metody straceniowej [13],
temperatura reakcji wynosita okoto 40°C. Otrzymany produkt
wysuszono w temperaturze 80°C i zmielono w mozdzierzu.
Proszek zostat nastepnie poddany procesom kalcynacji
w 800°C lub spiekania w 1200°C, z ktérych kazdy trwat trzy
godziny. Sktad chemiczny koncowych produktéw potwier-
dzono metoda dyfraktometrii proszkowej oraz spektroskopii
w podczerwieni FTIR.

Rentgenowska dyfraktometria proszkowa (XRD)
i spektroskopia w podczerwieni (FTIR)

Pomiar dyfraktometryczny (XRD) dla kalcynowanego
i spiekanego proszku hydroksyapatytowego zostat przepro-
wadzony z uzyciem dyfraktometru X’PERT PRO. Analize
fazowg wykonano wykorzystujgc promieniowanie CuK,;
zakres pomiaru wynosit 10° <20< 70°.

Kalcynowany i spiekany proszek hydroksyapatytowy
zostat zmielony i zmieszany z KBr. Mieszanine proszkow
sprasowano w celu przygotowania pastylek. Probki poddano
analizie spektrofotometrycznej FTIR (Bruker, Equinox 55).

Powierzchnia wiasciwa proszku HAp

Powierzchnia wtasciwa proszkéw hydroksyapatytowych
zostata oznaczona metodg BET (metoda Brunauera—
Emmeta—Tellera) z wykorzystaniem sorptometru ASAP 2010
V4.02; adsorbowanym gazem byt azot.

Otrzymywanie kompozytu ceramiczno-polimerowego

Poli(D,L-laktyd), w skrocie: PDLLA, zostat otrzymany
w Centrum Materiatéw Polimerowych i Weglowych Polskiej
Akademii Nauk w Zabrzu. Masa molowa (M,,) PDLLA wy-
nosita 80,85 kDa, natomiast dyspersja mas (M,/M,) 1,85.
Jako rozpuszczalnik polimeru zastosowano aceton cz.d.a
(CHEMPUR, Polska).

In this study the new hydroxyapatite-poly(D,L-lactide)
composite bone implant, which is also a drug carrier,
is presented. The composite was designed to combine the
advantages of ceramic and polymer materials, and also
to eliminate disadvantages of other implants described
in publications or available on the market. In order to achieve
the best surgical handiness, the composite has a form
of spheres with different sizes (250-1000 um). This allows
our material to fill bone defects, especially with complex
shapes because the diversity of granules’ sizes improves
their packing in the bone cavities). Moreover, thanks to
the porosity of the hydroxyapatite spheres, they could be
a scaffold for a new-formed bone. Specially chosen biode-
gradable polymer (poly(D,L-lactide)) covering the granules
enhances mechanical strength of the implant and serves
as an antibiotic matrix. The drug applied in our composite
is clindamycin, which is characterized by a broad spectrum
of activity and is used to treat infections of soft tissues,
bones and infections with anaerobic bacteria in dentistry.
Additional advantage of our material is relatively low cost
of its production. The composite presented in this work
is under patent application process (application number in
Polish Patent Office: P.403470).

Materials and Methods

Synthesis of hydroxyapatite

Hydroxyapatite (HAp) powder was prepared from ana-
lytical grades of Ca(OH), (Sigma-Aldrich Laborchemikalien
GmbH) and 85% H,;PO, (Lach-Ner, s.r.o. Czech Republik)
using modified wet precipitation method [13]; the reaction
temperature was about 40°C. The obtained product was
dried at temperature 80°C for 24 h and then crushed using
a pestle and a mortar. The powder was calcined at 800°C
and sintered at 1200°C, both for 3 hours. The composition
of the final products was confirmed by the X-ray diffraction
analysis and FTIR spectroscopy.

X-ray diffraction and IR spectroscopy

The X-ray diffraction analysis (XRD) of the calcined and
sintered hydroxyapatite powder was carried out by using an
X’PERT PRO diffractometer. Phase analysis of the powder
was performed using CuK, radiation, within the range of
10° <20< 70°.

The calcined and sintered hydroxyapatite powder was
ground and dispersed in KBr powder to form pellets.
Samples were analysed using a FTIR spectrophotometer
(Bruker, Equinox 55).

Surface area of HAp

The BET surface area of hydroxyapatite powders was de-
termined by applying the standard Brunauer-Emmet—Teller
method to the nitrogen adsorption isotherms obtained using
a Micromeritics ASAP 2010 V4.02 instrument.

Preparation of ceramic-polymer composite

Poly(D,L-lactide) - PDLLA - was purchased from Center
of Polymer and Carbon Materials of the Polish Academy
of Sciences, Zabrze, Poland. The PDLLA has a molecu-
lar weight (M,,) of 80.85 kDa, the value of its polydispersity
index (M,/M,) is 1.85. Acetone p.a. (CHEMPUR, Poland)
was used as a polymer solvent.
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Temperatura zeszklenia (T,) poli(D,L-laktydu) zostata

® o o o o o o okreslona za pomocg skaningowej kalorymetrii réznicowej

(DSCB821e Mettler Toledo). Probke o masie 8,5 mg umiesz-
czono w aluminiowym naczynku pomiarowym i ogrzewano
do temperatury 200°C. Celem badania byto uzupetienie
informacji na temat PDLLA, aby sprawdzi¢ czy pokryte
polimerem granule mogg zosta¢ podgrzane do temperatury
wrzenia acetonu (56°C), bez wystgpienia niebezpieczen-
stwa zniszczenia warstwy polimerowe;j.

Faze ceramiczng kompozytu stanowity porowate hydrok-
syapatytowe granule o sferycznym ksztatcie. Hydroksyapa-
tyt zostat zmielony w mtynku kulowym i przesiany w celu uzy-
skania czastek o srednicy mniejszej niz 100 ym. Porowate
granule zostaty otrzymane metoda opisang w literaturze [14].
Porogen stanowita wieprzowa zelatyna spozywcza typu A
(Dr. Oetker Polska Sp. z 0.0.), natomiast fazg rozpraszajacq
olej rzepakowy (Kujawski, ZT ,Kruszwica” S.A).

1 g proszku hydroksyapatytowego dodano do 10%
wodnego roztworu zelatyny (0,35 g zelatyny na 3,5 cm?®
wody destylowanej) i ogrzano do 36°C. Olej roslinny
schtodzono do temperatury 11°C i mieszano na mieszadle
magnetycznym o obrotach 400 rpm. Nastepnie rozpoczeto
wkraplanie zawiesiny proszku ceramicznego w zelaty-
nie do mieszajacego sie oleju. W celu uzyskania granul
0 zroznicowanych rozmiarach zmieniano predkos¢ miesza-
nia w zakresie 400 to 600 rpm. Kiedy cata zawiesina zostata
wkroplona, predko$¢ mieszania zwiekszono do 800 rpm
(na 3 minuty) w celu wzmocnienia granul. Otrzymane
granule przemyto acetonem i etanolem pod zmniejszonym
cisnieniem, a nastepnie wysuszono. Aby wypali¢ zelatyne
i uzyskac porowata strukture, wygrzewano granule w piecu
w temperaturze 600°C przez 30 minut. Uformowany gotowy
produkt ceramiczny poddano spiekaniu w temperaturze
1200°C przez 3 h.

W celu wzmocnienia kruchego porowatego materiatu
pokryto go specjalnie zaprojektowang warstwg poli(D,L-
laktydu). Ceramiczne granule dodano do roztworu PDLLA
(15% w/v w acetonie) i mieszano na mieszadle magnetycz-
nym przez 5 minut. Predko$¢ mieszania (400 - 800 rpm)
dostosowano do warunkéw zewnetrznych, takich jak tem-
peratura w laboratorium. Czynnik ten mogt mie¢ wptyw na
proces pokrywania granul, poniewaz wyzsza temperatura
otoczenia przyspiesza parowanie rozpuszczalnika, co
z kolei zwigksza gestos¢ roztworu polimeru. Opisana sy-
tuacja wymaga zwiekszenia predkosci mieszania granul.
Lepkos$¢ roztworu byta regulowana poprzez odpowiednie
zwiekszanie predkosci mieszania. Masa pokrycia polime-
rowego stanowita okoto 41% masy granul. Po mieszaniu
granule poddano suszeniu na podfozu polistyrenowym,
w atmosferze powietrza przez 24 godziny. Nastepnie wysu-
szony kompozytowy materiat zostat oddzielony od podtoza.
W celu usuniecia pozostatosci rozpuszczalnika (acetonu),
granule wygrzewano w temperaturze 56°C (temperatura
wrzenia acetonu) przez godzine.

Ceramiczne granule pokryto polimerem z antybiotykiem
wykorzystujac nowa metode opracowang w naszym labora-
torium. Warstwa polimerowa zostata przygotowana w sposéb
analogiczny jak opisano powyzej, z modyfikacjg polegajaca
na dodaniu chlorowodorku klindamycyny (podarowanego
przez firme MIP Pharma GmbH) do roztworu PDLLA (15% w/v
w acetonie). Przygotowano cztery grupy granul:

grupa C1: 0,002 g klindamycyny na 1 cm? granul

grupa C2: 0,004 g klindamycyny na 1 cm? granul

grupa C3: 0,006 g klindamycyny na 1 cm? granul
grupa C4: 0,008 g klindamycyny na 1 cm? granul

Wszystkie grupy granul suszono na podtozu polistyreno-
wym w atmosferze powietrza przez 24 godziny i wygrzewano
w temperaturze 56°C (temperatura wrzenia acetonu) przez
godzine.

The glass transition temperature (T,) of poly(D, L-lactide)
was determined using differential scanning calorimetry
(DSC821e Mettler Toledo). A specimen of about 8.5 mg was
placed in an aluminium pan and heated to 200°C. The aim
of this examination was to complement the data of PDLLA
in order to check if the coated granules could be heated
at the boiling temperature of acetone (56°C) without the
risk of the destruction of the polymer covering.

The ceramic phase consists of porous hydroxyapatite
spherical granules. The calcined HAp powder was ball-milled
and sieved to achieve particles of the diameter lower than
100 uym. Porous granules were obtained using the modified
technique described earlier [14]. Edible pigskin gelatin type
A (Dr. Oetker Polska Sp. z 0.0.) was used as a porogen and
vegetable oil (rape oil, Kujawski ZT “Kruszwica” S.A.) was
applied as a dispersive medium.

1 g of hydroxyapatite powder was added to 10% aque-
ous solution of gelatin (0.35 g gelatin to 3.5 cm?® of distilled
water) and heated to 36°C. Vegetable oil was cooled to
11°C and stirred on a magnetic stirrer at 400 rpm. Then
the ceramic-gelatin suspension was added dropwise to the
oil. In order to obtain fine granules with different size the
velocity of mixing was varied from 400 to 600 rpm. When
the whole volume of the suspension was added, the rota-
tion was increased to 800 rpm (for 3 minutes) to harden the
granules. The spheres obtained in this stage were washed
with acetone and ethanol under reduced pressure and dried.
The dry granules were heated at 600°C for 30 minutes to
burn out gelatin (in order to obtain open pores) and sintered
at 1200°C for 3 h.

For the reinforcement of the brittle porous HAp gran-
ules, a poly(D,L-lactide) specially designed covering was
prepared. To this aim, the ceramic spheres were added
to PDLLA solution (15% w/v in acetone) and mixed using
a magnetic stirrer for 5 minutes with the rotation velocity
(400-800 rpm) adjusted to the ambient conditions, such as
the temperature in the laboratory. This factor may have an
influence on the process of the coating, since the higher
temperature accelerates the evaporation of the solvent,
which in turn increases the density of the polymer solution.
The solution viscosity was maintained by adequate increase
of the mixing velocity. The polymer covering weight was
about 41% of that of the granules. After mixing, the granules
were dried on polystyrene plates in air atmosphere for 24 h.
Dry composite material was separated from the plates.
In order to remove the residues of the solvent (acetone),
the granules were heated at the temperature 56°C (boiling
temperature of the acetone) for 1 hour.

The ceramic granules, with the antibiotic incorporated into
the polymer matrix, were obtained in a new way. Poly(D,L-
lactide) layer was prepared as mentioned above, but with
a modification consisting in addition of the clindamycin
hydrochloride (kindly provided by MIP Pharma GmbH) to
the PDLLA (15% w/v in acetone) solution. The portions of
clindamycin introduced to the polymer solutions were:

group C1: 0.002 g clindamycin for 1 cm® of granules

group C2: 0.004 g clindamycin for 1 cm® of granules
group C3: 0.006 g clindamycin for 1 cm? of granules
group C4: 0.008 g clindamycin for 1 cm? of granules

All groups of granules were dried on polystyrene plates in
air atmosphere for 24 hours and heated at the temperature
56°C (boiling temperature of the acetone) for one hour.

Z—..........................................
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Skaningowa mikroskopia elektronowa

Analiza mikrostrukturalna granul zostata przeprowadzo-
na metodg skaningowej mikroskopii elektronowej (Hitachi
S-4700 z systemem EDS Noran Vantage, Japan). Przed
pomiarem probki zostaty pokryte warstwg przewodzaca:
granule ceramiczne bez pokrycia polimerowego napylono
weglem, za$ kompozytowe granule napylono ztotem. Mikro-
fotografie otrzymano przy napigciu przyspieszajgcym 10 kV
i pradzie emisyjnym 9500 nA dla pokrytych oraz 11500 nA
dla niepokrytych granul.

Badanie udziatu objetosciowego porow

Udziat objetosciowy poréw w granulach okreslono za
pomocg metody opisanej wczesniej [15]. Suche granule
zwazono i umieszczono w wodzie destylowanej pod zmniej-
szonym cisnieniem na 10 minut (aby woda mogta penetro-
wac nawet gtebokie otwarte pory). Nastepnie umieszczono
je w wodzie destylowanej na 24 godziny w temperaturze
pokojowej. Przed ponownym wazeniem granule zostaty wy-
jete z wody i lekko przetarte bibutg filtracyjng. Pomiar masy
wykonano dla trzech r6znych prébek o tej samej objetosci.

Objetos¢ porow (objetos¢ wody zatrzymanej w porach)
obliczono ze WZORU 1:

W, - W,
W, d M

gdzie W,,to masa granul wypetnionych woda, W, to masa
pustych granul, a d to gestos¢ wody (d = 1,0 g/cm?3).

V, =

Oznaczanie wrazliwosci bakterii na klindamycyne

Aktywnos¢ biologiczna klindamycyny zostata zbadana
za pomocg metody dyfuzyjno-kragzkowej [16]. Szczepem
wzorcowym byt bakteryjny szczep Staphylococcus aureus
ATCC 25923.

Granule z poli(D,L-laktydowym) pokryciem i r6zng zawar-
toscig klindamycyny (grupy C1, C2, C3 i C4) umieszczono
w buforze fosforanowym (PBS) o pH 7,4 i temperaturze
37+0,1°C. Stosunek objetosciowy granul do PBS wynosit
0,5 cm®do 4,5 cm?®. W celu okreslenia aktywnosci biologicz-
nej uwolnionej klindamycyny z matrycy polimerowej do PBS,
1 cm?® buforu pobierano i zastepowano $wiezym roztworem
PBS po 1, 3, 6 i 24 godzinach. Nastepne probki byty pobie-
rane po kolejnych 24 godzinach az do 28-go dnia inkubac;ji.
Czysty bufor fosforanowy, bez zanurzonych w nim granul,
inkubowany w warunkach eksperymentu, petnit role kontroli
negatywnej. Kontrole absolutng stanowity roztwory 0,01 cm?
erytromycyny i 0,01 cm® chloramfenikolu natozone na ptytki
ze szczepem Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Sporzadzono ptytki agarowe z dodatkiem szczepu
wzorcowego Staphylococcus aureus ATCC 25923: 1,5 cm?®
zawiesiny z jednej kolonii bakteryjnej (o gestosci 0,5 w skali
McFarlanda), dodano do 250 cm? agaru odzywczego Miiller-
Hinton podgrzanego do temperatury 50°C i po wymieszaniu
natozono do sterylnych szalek Petriego (o srednicy 90 mm)
i pozostawiono w temperaturze pokojowej do zastygniecia.
Na kazdej szalce lekko zanurzono w agarze po trzy steryl-
ne cylinderki ze stali nierdzewnej. W kazdym cylinderku
umieszczono prébke o objetosci 0,1 cm?. Gdy przygotowano
wszystkie prébki, szalki przetrzymywano przez 30 minut
w temperaturze pokojowej, a nastepnie inkubowano przez
18 godzin w 37°C. Po tym czasie zmierzono s$rednice stref
zahamowania i wykonano zdjecia szalek (Image Station
In-Vivo-F, Kodak).

Scanning Electron Microscopy

The microstructural characterization of the granuleswas © © @ @ @ ¢ o

carried out by using Scanning Electron Microscopy (Hitachi
S-4700 with EDS system Noran Vantage, Japan). Before
this investigation, the spheres were covered with conductive
coatings: the granules without polymer layer were coated
with carbon while the composite granules were covered
with gold. The SEM micrographs were observed at 10kV
with emission current 9500 nA for covered and 11500 nA
for uncovered granules, respectively.

Determination of pore volume fracture

The pore volume fraction of the granules was determined
using a modified method described earlier [15]. Dry granules
were weighted and placed in distilled water for 10 minutes
under reduced pressure (in order to allow water to penetrate
even the deep open pores). Then they were immersed in
distilled water for 24 h at room temperature. Before reweight-
ing, spheres were removed from the solvent and dried on
filter paper. The test was performed in triplicate.

Pore volume (accessible volume of water) was estimated
from the FORMULA 1:

W, - W,
W, -d
where W, is the weight of water-filled granules, W, is

the weight of the empty granules and d is the water density
(d = 1.0 g/cm?).

Vo= (1)

Clindamycin susceptibility testing

The biological activity of clindamycin was determined with
disc diffusion method [16]. Bacterial strain Staphylococcus
aureus ATCC 25923 was used in this study.

Granules covered with the poly(D,L-lactide) containing
different amounts of clindamycin (groups: C1, C2, C3 and
C4) were immersed in Phosphate Buffered Saline (PBS) of
pH = 7.4 at 37£0.1°C. The volumetric ratio of the granules
to PBS was 0.5 cm® to 4.5 cm®. To determine the biologi-
cal activity of clindamycin released from polymer matrix
into PBS, 1 cm?® of PBS was collected and replaced by
fresh PBS after 1, 3, 6 and 24 h. Next, the samples were
taken every 24 h up to the 28" day of the incubation. The
negative control was carried out with PBS only, without
immersed granules, stored under experimental conditions.
The absolute check was 0.01 cm?® of erythromycin and
0.01 cm?® of chloramphenicol applied on the plates inoculated
with Staphylococcus aureus ATCC 25923. All tests were
performed in triplicate.

Agar plates with Staphylococcus aureus ATCC 25923
strain were prepared as follows: 1.5 cm?® of bacteria sus-
pension from one colony (0.5 McFarland standard) was
added to 250 cm® of Miller-Hinton agar heated to 50°C.
After stirring, the mixture was poured into the sterile Petri
dishes (90 mm diameter) and left at room temperature to
congealing. On every plate three sterile stainless steel
cylinders were inserted into the agar. Samples of 0.1 cm?
were deposited into each cylinder. When all samples were
prepared, the plates were stored at room temperature
for 30 minutes and then incubated for 18 h at 37°C. After
18 h of incubation, the diameters of the inhibition zones were
measured and the photos of the plates were taken (Image
Station In-Vivo-F, Kodak).
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Wyniki i dyskusja

Rentgenowska dyfraktometria proszkowa (XRD)
i spektroskopia w podczerwieni (FTIR)

RYS. 1 przedstawia dyfraktogramy proszkéw otrzyma-
nych podczas syntezy i obrobki cieplnej. Analiza metodg
rentgenowskiej dyfraktometrii proszkowej wykazata, ze za-
réwno kalcynowany jak i spiekany proszek to czysty fazowo
syntetyczny hydroksyapatyt. Identyfikacja faz polegata na
poréwnaniu potozenia maksiméw dyfrakcyjnych uzyska-
nych podczas badania XRD z danymi zdeponowanymi
w International Centre for Diffraction Data (ICDD). Najlepszg
zgodnos$¢ z dyfraktogramem badanej probki wykazata karta
o numerze 04-011-9308 dla HAp o strukturze heksagonal-
nej. Na dyfraktogramie widoczne sg dwie dodatkowe linie
dyfrakcyjne, pochodzace od uchwytu probki wykonanego
ze stopu Fe-Ni.

Analiza widma FTIR (RYS. 2) potwierdzita wysokg

Results and Discussions

X-ray diffraction and IR spectroscopy

The XRD patterns are shown in FIG. 1. X-ray diffraction
analysis proved that the calcined and sintered powder is
the synthetic hydroxyapatite without any impurity. The iden-
tification of the phases was carried out by comparing the
experimental XRD patterns to standards complied by the
International Centre for Diffraction Data (ICDD) using the
card with reference code: 04-011-9308 for the hexagonal
HAp structure. Two diffraction lines, which do not belong to
hydroxyapatite, are those of Fe-Ni sample holder.

The interpretation of FTIR spectra (FIG. 2) confirmed high
purity of the powders. In the vibration spectra of PO,* the
four bands: v1, v2, v3 and v4 are present. All of them are
observed on FTIR spectra of the hydroxyapatite powders
obtained by us. There are also the sharp peaks from OH-
vibrations (TABLE 1) [17,18].

czystos¢ fazowg proszkow.
W widmie dla grupy PO,* wy-

stepujg cztery rodzaje drgan: v1,
v2,v3iv4. Wszystkie sg widocz-
ne na otrzymanym widmie FTIR
proszkow hydroksyapatytowych.
Na widmie znajdujg sie row-
niez piki pochodzace od drgan
charakterystycznych dla grupy
OH- (TABELA 1) [17,18].

2100 [~
lsc0 &
1s00 &

1200

RYS. 1. Dyfraktogramy: (1)
kalcynowanego i (2) spie-
kanego hydroksyapatytu.
Zaznaczono rowniez dwie
linie dyfrakcyjne, nalezace
do uchwytu Fe-Ni.

FIG. 1. X-ray diffraction A
patterns of calcined (1) 300
and sintered (2) hydroxy-
apatite powder. The dif-
fraction lines from Fe-Ni
sample holder were mar-
ked.
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RYS. 2. Widmo FTIR kalcynowanego (1) i spieka-
nego (2) proszku hydroksyapatytowego.

FIG. 2. FTIR spectra of calcined (1) and sintered
(2) hydroxyapatite powder.

TABELA 1. Pasma FTIR dla grup wystepujacych
w badanych proszkach hydroksyapatytowych.
TABLE 1. FTIR bands of hydroxyapatite powders.

proszek proszek
pasmo kalcynowany spiekany
band calcined sintered
powder powder
v 962 cm!
v2 473 cm-!
1033 cm! 1044 cm-!
PO,* v3
1091 cm™'
566 cm™’ 571 cm™!
v4
602 cm™' 601 cm™’
632 cm!
OH-
3572 cm™’
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Powierzchnia wtasciwa proszku HAp

Powierzchnia wtasciwa otrzymanych hydroksyapatytow
wyznaczona metodg BET wynosita 23 m?/g dla proszku
kalcynowanego i 2 m?/g dla proszku spiekanego. Réznica
w wartosciach powierzchni wtasciwej dla kalcynowanego
i spiekanego proszku hydroksyapatytowego jest wynikiem
obrébki cieplnej materiatu. Proces spiekania wptywa na
wzrost ziaren, co z kolei skutkuje zmniejszeniem powierzch-
ni wtasciwej. Obie otrzymane wartosci zblizone sg wielko$-
cig do wartosci powierzchni wiasciwej dla syntetycznego
hydroksyapatytu opisywanych w literaturze [19].

Réznicowa kalorymetria skaningowa PDLLA

Réznicowa kalorymetria skaningowa wykazata, ze
temperatura zeszklenia zastosowanego poli(D,L-laktydu)
wynosi 58,61°C. Wartos¢ ta okazuje sie by¢ typowa dla
amorficznego PDLLA (55-60°C) [20].

Skaningowa mikroskopia elektronowa

Analiza metoda SEM potwierdzita, ze granule cechuja sie
sferycznym ksztattem i Srednicg w przedziale 200 do 1000 pm.
Powierzchnia niepokrytych granul jest chropowata (RYS. 3)
z wieloma otwartymi porami o rozmiarach 10 do 40 pym.
Kompozytowe granule pokryte sg polimerowg warstwg
dobrej jakosci i wykazujg gtadkg powierzchnie (RYS. 4).
RYS. 5 przedstawia morfologie powierzchni granul przed
i po pokryciu polimerem. W szczegdlnosci RYS. 5B poka-
zuje jak polimer wypetnia otwarte pory, formujac warstwe
powierzchniowa, ktéra wygtadza powierzchnie granuli.

Sferyczny ksztatt hydroksyapatytowych granul utatwia
odpowiednie upakowanie materiatu w matych i nieregu-
larnych ubytkach kostnych. Wolne przestrzenie pomiedzy
kompozytowymi granulami umozliwiajg osteointegracje.
Dodatkowo, komorki kostne dzieki porom otwartym o sred-
nicy 10-40 um powinny mie¢ mozliwos$¢ wnikania w implant.
Gtadkos¢ granul, z kolei, powinna ograniczy¢ wystepowanie
stanu zapalnego i wspomaéc wzrost kosci [21,22].

Granule tego typu moga znalez¢ zastosowanie jako
materiat do uzupetniania ubytkéw twarzoczaszki, do rege-
neracji kosci wyrostka zebodotowego, do leczenia kieszonek
kostnych, uzupetniania ubytkdw kostnych powstatych po
hemisekgciji, radektomii i amputacji korzenia zeba oraz po
usunieciu cyst korzeniowych [5,23].

A

50-3 10.0kV 12.4mm x50 SE(M)

Specific Surface Area

BET surface area of hydroxyapatite was: 23 m?/g forthe ® @ @ @ ® o o

calcined powder and 2 m?g for the sintered one. The dif-
ference between values of the surface area of calcined and
sintered hydroxyapatite is a result of the thermal treatment
of material. The sintering process gives rise to the growth
of the grains, which induces decrease of the specific sur-
face area. Both measured values are of the same order of
magnitude as those for synthetic hydroxyapatites described
earlier [19].

DSC

The differential scanning calorimetry has shown that the
glass transition temperature of applied poly(D,L-lactide)
is 58.61°C. This value is typical for amorphous PDLLA
(55-60°C) [20].

Scanning electron microscopy

SEM analysis confirmed that the granules have spherical
shape and the diameter range from 200 to 1000 ym. Uncov-
ered spheres have rough surface (FIG. 3) with many open
pores of different size in the range: 10 to 40 ym. Composite
granules have fine polymer covering and exhibited a smooth
surface (FIG. 4). The surface morphology of the granules
before and after covering is shown in FIG. 5. In particular,
FIG. 5B presents how the polymer fills in the open pores and
forms the surface layer which smoothes the surface.

The spherical shape of the hydroxyapatite granules facili-
tates suitable packing of the material in small and irregular
bone cavities, while the free spaces between composite
spheres enable osteointegration. Additionally, the open
pores with diameter 10-40 um should allow bone cells to
penetrate into the implant. The smoothness of the granules
should reduce the inflammatory response and promote the
bone ingrowth [21,22].

This kind of granules could find an application as the
material for reconstruction of craniofacial skeletal defects,
alveolar bone regeneration, in treatment of bone sockets,
for filling bone defects after: hemisection, radectomy, ampu-
tation of tooth root and removal of periapical cysts [5,23].

RYS. 3. SEM mikrofotografie granul hydroksyapatytowych: (A) granule o réznych rozmiarach, (B) porowata

granula o srednicy okoto 400 um.

FIG. 3. SEM microphotographs of hydroxyapatite granules: (A) granules with different sizes, (B) porous granule

with diameter about 400 pm.
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1b-1 10.0kV 12.4mm x80 SE(M)
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1
2a-1 10.0kV 12.4mm x130 SE(M)

RYS. 4. Hydroksyapatytowe granule pokryte poli(D,L-laktydem).
FIG. 4. Hydroxyapatite granules with poly(D,L-lactide) covering.

A

50-2 10.0kV 12.4mm x800 SE(M)

1
2a-2 10.0kV 12.4mm x450 SE(M)

RYS. 5. Morfologia powierzchni granul: niepokrytej (A) i pokrytej (B) polilaktydem.
FIG. 5. Surface morphology of granules: uncovered (A) and covered (B) with polylactide.

Badanie udziatlu objetosciowego porow

Objetos¢ rozpuszczalnika (wody), wchtonietego w pory
hydroksyapatytowych granul wynosita 0,4 cm?®/g. Pory sta-
nowity okoto 40% objetosci granul. Badanie metodg SEM
wykazato, ze rozmieszczenie i rozmiar porow sg losowe.

Oznaczanie wrazliwosci bakterii na klindamycyne

Na RYS. 6 pokazano strefy zahamowania wzrostu dla
klindamycyny. Zaobserwowano biologiczng aktywnos¢ uwol-
nionego antybiotyku dla wszystkich grup granul. Grupa kon-
trolna (PBS bez inkubowanych w nim granul) nie wykazata
efektu hamujacego wzrost bakterii. Potwierdzono rowniez
wrazliwos¢ bakterii ze szczepu wzorcowego na antybiotyki:
erytromycyne i chloramfenikol (kontrola absolutna).

RYS. 7 przedstawia zaleznos$¢ $rednicy stref zahamo-
wania od czasu inkubacji granul. W przypadku grup C1, C3
i C4 wielkos¢ srednic stref zahamowania wzrostu dla klinda-
mycyny utrzymywata sie w przyblizeniu na statym poziomie
od pierwszej godziny do drugiego dnia eksperymentu, zas
trzeciego dnia zaobserwowano ich spadek. Dla wszystkich
grup granul stwierdzono wzrost $rednicy stref zahamowania
czwartego i pigtego dnia inkubacji. Po pigtym dniu widocz-
ne byto stopniowe zmniejszanie sie stref zahamowania.
W zaleznosci od iloéci klindamycyny inkorporowanej w ma-
tryce polimerowa, uwalnianie sie leku trwato odpowiednio:
15, 16, 21 lub 22 dni. Po tym czasie nie obserwowano juz
wystepowania stref zahamowania wzrostu bakterii.

Determination of pore volume fraction

The solvent accessible pore volume in HAp granules was
about 0.4 cm®g. The pores comprised about 40% of the
granules’ volume. SEM studies showed that the distribution
and size of the internal pores is random.

Clindamycin susceptibility testing

FIG. 6 shows the bacteria inhibition zones for clindamy-
cin. Antibiotic released from all four groups of granules
retained its biological activity. Control samples (PBS without
immersed granules) did not reveal any inhibitory effect.
It was also checked that bacterial strain was susceptible
to antibiotics: erythromycin and chloramphenicol (absolute
check).

The bacteria inhibition zone diameters as a function of
the immersion time are shown in FIG. 7. For the granules
from C1, C3 and C4 groups from the first hour to the second
day of the experiment the inhibition zone diameters were
stable. On the third day the decrease of the diameters was
observed. It is characteristic that for all groups of granules
on the fourth and fifth day the increase of the inhibition zone
diameter is noticeable. After that time the gradual decrease
of the inhibition zones occurred. According to the amount of
clindamycin incorporated in the polymer layer the releasing
of the antibiotic lasted for: 15, 16, 21 and 22 days, respec-
tively. After that time no inhibition zones were observed.

Z o ® 0000 000000000000 0000000000000000000000000
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RYS. 6. Przyktadowe strefy zahamowania wzrostu bakterii wokot cylinderkow: (A) po 24, 48 i 72 godzinach
inkubacji granul grupy C2, (B) po 24 godzinach inkubacji granul grup C1, C3 i C4.

FIG. 6. Example of the bacteria inhibition zones around the wells: (A) after 24 h, 48 h and 72 h of the immersion
of granules from group C2, (B) after 24 h of the immersion of granules from groups C1, C3 and C4.
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RYS. 7. Srednica stref zahamowania wzrostu bakterii w funkcji czasu uwalniania sie klindamycyny: grupa granul
C1 (A), grupa granul C2 (B), grupa granul C3 (C) oraz grupa granul C4 (D).

FIG. 7. Bacteria inhibition zone diameter as a function of release time: group C1 of the granules (A), group C2
of the granules (B) group C3 of the granules (C) and group C4 of the granules (D).
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Zgodnie z normami EUCAST (The European Committee

® o o o o o o 0on Antimicrobial Susceptibility Testing) szczep bakteryjny

Staphylococcus aureus uznawany jest za wrazliwy wobec
klindamycyny, jezeli srednica strefy zahamowania wzrostu
jest wigksza niz 22 mm. W przypadku gdy srednica strefy
zahamowania jest mniejsza niz 19 mm szczep uznawany
jest za oporny w stosunku do klindamycyny. Natomiast
kiedy srednica miesci sie w przedziale 19-22 mm szczep
okreslany jest jako srednio wrazliwy [24]. Jak pokazano
na RYS. 7 badanie aktywnosci biologicznej antybiotyku
wykazato, ze jedynie w pierwszym dniu eksperymentu,
dla granul grupy C4, ilos¢ uwolnionej klindamycyny byta
odpowiednio wysoka i bakterie oznaczaty sie wrazliwosciag,
na ten antybiotyk. Przez pierwszych pie¢ dni, z wyjatkiem
trzeciego dnia, bakterie wykazywaty $rednig wrazliwosc¢
na klindamycyne uwolniong z otoczki polimerowej granul
nalezacych do grup C3 i C4. W pozostatych przypadkach
srednica stref byta mniejsza niz 19 mm, co oznacza, ze
ilos¢ uwolnionej klindamycyny byta zbyt mata i bakterie
wykazywaty opornosé na antybiotyk.

Wyniki badan aktywnosci klindamycyny wykazaty, ze
ilos¢ inkorporowanego do granul leku byta zbyt niska aby
zapobiec rozwojowi bakterii szczepu Staphylococcus
aureus i w zwigzku z tym niezbedne sg dalsze badania,
ktére pozwolg na uzyskanie kompozytowego nosnika lekow
o odpowiedniej dawce klindamycyny.

Whioski

Opracowana nowg metode otrzymywania nos$nika klinda-
mycyny w postaci porowatych hydroksyapatytowch granul
pokrywanych poli(D,L-laktydem).

Matryca polimerowa zapewnia odpowiednie warunki do
uwalniania sie klindamycyny. Metoda dyfuzyjno-krazkowa
pokazata, ze uwalnianie antybiotyku utrzymywato sie¢ na
stosunkowo stabilnym i wysokim poziomie przez pierw-
szych pie¢ dni (z wyjatkiem dnia trzeciego) dla wszystkich
granul. Po tym czasie obserwowano stopniowy spadek
uwalniania antybiotyku. Niestety, jedynie w pierwszym dniu
eksperymentu klindamycyna (o stezeniu 0,008 g/cm? granul)
miata hamujacy wplyw na rozwdj bakterii. Oznacza to, ze
stezenie klindamycyny w warstwie polimerowej byto zbyt
mate. Trwajg prace nad ustaleniem odpowiedniej dawki
leku bakteriobojczego. Nasze wstepne badania dowiodty, ze
inkorporowanie wiekszej ilosci klindamycyny do opisanego
uktadu jest technologicznie mozliwe.

Biorgc pod uwage opinie stomatologow, doniesienia
literaturowe oraz parametry materiatéw implantologicznych
dostepnych na rynku spodziewamy sie, ze potaczenie poro-
watego hydroksyapatytowego rdzenia w postaci mikrogranul
z degradowalnym poli(D,L-laktydowym) pokryciem, ktore
petni réwniez role matrycy dla klindamycyny, moze stanowic
potencjalny implant kostny o charakterze nosnika lekow.
Zaproponowany materiat powinien znalez¢ zastosowanie
w chirurgii szczekowo-twarzowe;.

In compliance with EUCAST (The European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing), the Staphylococ-
cus aureus strain may be recognized as susceptible to
clindamycin if the inhibition zone diameter is greater than
or equal to 22 mm. The inhibition zone diameter lower than
19 mm means that the strain is resistant to clindamycin.
The values of inhibition zone between 19 and 22 mm in-
dicate an intermediately resistant strain [24]. As shown in
FIG. 7, the bacterial inhibition assay revealed that only on the
first day of the experiment in the group C4 of the granules
the released amount of clindamycin was sufficient and the
bacterial strain was susceptible to the antibiotic. For the
first five days, except the third day, the bacterial strain sus-
ceptibility to clindamycin, released from granules of group
C3 and C4, was intermediate. In other cases the diameter
of inhibition zones was below 19 mm, which means that
the amount of released antibiotic was too low and bacteria
were resistant.

The results of the clindamycin susceptibility study suggest
that the amount of the drug incorporated into the granules
was too low to prevent growth of Staphylococcus aureus.
Further investigations are necessary to obtain a composite
drug carrier with suitable amount of clindamycin.

Conclusions

A method for the preparation of a new clindamycin carrier,
in the form of porous hydroxyapatite granules covered with
poly(D,L-lactide), has been efficiently developed.

The polylactide matrix provides appropriate conditions for
the release of clindamycin. The disc diffusion method shows
that the antibiotic release was maintained at a relatively high
and stable level for the first five days (except the third day)
for all the granules. After that time the gradual decreasing
of the antibiotic release was observed. Unfortunately, only
on the first day of the experiment clindamycin (in concentra-
tion of 0.008 g/cm? of granules) had the inhibitory effect on
bacteria. This indicates that the clindamycin concentration
in the polymer layer was too low, therefore suitable dose of
the antimicrobial agent is still to be adjusted. Our current
studies prove that incorporation of higher amount of clin-
damycin into the system described above is technologically
achievable.

Taking into account the opinion of the dentists, the litera-
ture reports and the parameters of the purchasable implants
we assume that the combination of the hydroxyapatite
core shaped like porous microgranules with the poly(D,L-
lactide) degradable covering, which is also the matrix for
clindamycin, could be potential injectable bone implant and
drug delivery system. In conclusion, we believe that the
proposed material should find application in the oral and
maxillofacial surgery.

Z—..........................................
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