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Streszczenie

Implantacja gwozdzi srédszpikowych wigze sie
z ryzykiem wystgpienia powaznej infekcji kosci
spowodowanej zakazeniem bakteryjnym. Tradycyj-
na antybiotykoterapia w tym przypadku ma wiele
ograniczen. Rozwigzaniem tego problemu moze by¢
lokalne dostarczanie leku bezposrednio do miejsca
implantacji. Jednym ze sposobow na realizacje takie-
go rozwigzania jest stosowanie pokry¢ tradycyjnych
gwozdzi metalowych pokrytych degradowalnym ma-
teriatem polimerowym pozwalajgcym na kontrolowane
uwalnianie substancji leczniczej. Autorzy poszli o krok
dalej proponujgc wytworzenie nowatorskich gwozdzi
Srodszpikowych z materiatu degradowalnego, kto-
remu nadano wiasciwos$ci antybakteryjne poprzez
wprowadzenie do resorbowalnej matrycy polimerowej
antybiotyku w postaci siarczanu gentamycyny (GS).
Dodatkowo osnowe z poli(L-laktydu) (PLA) zmodyfiko-
wano wprowadzajgc druty ze stopow magnezu (MG),
wiokna weglowe (CF), wibkna alginianowe (ALG) oraz
nanoczgstki fosforanu tréjwapnia (TCP) w réznych
ukfadach. Test aktywno$ci antybakteryjnej przepro-
wadzono z uzyciem szczepu metycilino-wrazliwego
Staphylococcus pseudintermedius. Dokonano analizy
iloSciowej i jakosciowej stref zahamowania wzrostu
bakterii utworzonych wokét badanych fragmentéow
gwozdzi. Wykazano, ze wszystkie zaproponowane
materiaty kompozytowe z dodatkiem gentamycyny
wykazujg dziatanie hamujgce wzrost i namnazanie
bakterii, najsilniejsze w przypadku uktadéw PLA/CF/
ALG/GS oraz PLA/CF/ALG/TCP/GS. Dziatanie to
utrzymuje sie nawet po 12 dniach od pierwszego wy-
siewu. Ponadto badania wykazaty, ze gwézdz PLA/MG
rowniez wykazuje stabe oddziatywanie antybakteryjne
pomimo braku dodatku w postaci antybiotyku, jednak
dziatanie to zostaje zablokowane po wprowadzeniu
TCP do matrycy polimerowe.

Stowa kluczowe: dziatanie antybakteryjne, biodegra-
dowalne kompozyty, implanty dla ortopedii, polilaktyd
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Abstract

Intramedullary nails implantation carries a risk of
a serious bone infection caused by bacteria. In this
case traditional antibiotic therapy has many limita-
tions. A good solution to the problem can be local
drug delivery directly to the implantation site. One
of the ways to implement such solution is to use, on
the surface of traditional metallic nails, degradable
polymer coatings that enable controlled drug release.
Authors went a step further by proposing to fabricate
novel intramedullary nails entirely from degradable
material that has been endowed with antibacterial
properties. Antibacterial protection was provided by
the introduction of an antibiotic - gentamicin sulphate
(GS) to the poly(L-lactide) (PLA) matrix. Into the resor-
bable matrix the following modifying phases were also
introduced: magnesium alloy wires (MG), carbon fibers
(CF), alginate fibers (ALG) and tricalcium phosphate
nanoparticles (TCP), in various systems. Antibacterial
activity test was carried out using methicillin-sensitive
strain Staphylococcus pseudintermedius. Qualitative
and quantitative analysis of bacteria growth inhibition
zones formed around studied nails’ samples were
performed. It has been proven that all of the proposed
composite materials with gentamicin addition showed
inhibitory effect on growth and proliferation of bacteria,
with the strongest in the case of PLA/CF/ALG/GS and
PLA/CF/ALG/TCP/GS systems. The inhibitory effect
was maintained even after 12 days since the first
inoculation. Moreover, the study proved that PLA/MG
nails also showed some antibacterial activity, despite
lack of the antibiotic addition. However, after intro-
duction of TCP to the matrix, this action has been
blocked.

Keywords: antibacterial activity, biodegradable com-
posites, orthopaedic implants, polylactide

[Engineering of Biomaterials 133 (2015) 7-13]
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Wprowadzenie

Operacja wszczepienia implantu zapewniajgcego $rod-
szpikowa stabilizacje ztamania kosci wigze sie z narazeniem
pacjenta na ryzyko zakazenia bakteryjnego na skutek prze-
rwania ciggtosci tkanek. Mimo zachowania wszelkich zasad
aseptyki i sterylnosci sali zabiegowej czestym powiktaniem
w przypadku implantacji gwozdzi sSrédszpikowych jest zapa-
lenie istoty zbitej kosci i szpiku (ang. osteomyelitis), bedace
grozng w skutkach infekcjg kosci wywotywang najczesciej
przez bakterie z rodzaju Staphylococcus [1,2].

Standardowg praktykg stosowang w celu zapobiegania
pooperacyjnym zakazeniom bakteryjnym jest odpowiednia
antybiotykoterapia [3]. Jednak ogdlnosystemowe dostar-
czanie antybiotykéw w przypadku walki z infekcjami zwig-
zanymi z umieszczeniem w kanale kostnym implantu wigze
sie z dodatkowymi trudnosciami wynikajgcymi ze specyfiki
miejsca i urazu. Pierwszym problemem jest to, ze antybio-
tyki podane systemowo mogg nie dotrze¢ do kanatu kosci
dtugiej ze wzgledu na zaburzenie przeptywu krwi zwigzane
z urazem lub tez z samym zabiegiem gwozdziowania $rod-
szpikowego. Co wiecej pojawia sie ryzyko utworzenia sie
biofilmu przez bakterie kolonizujgce powierzchnie implantu.
Biofilm bedacy strukturg polisacharydowa chroni bakterie
przed dziataniem antybiotyku. Dlatego tez, leczenie infekcji
wymaga w tym przypadku agresywnego dziatania, a wiec
wigze sie z koniecznoscig powtornej operacji - usuniecia
zaimplantowanego gwozdzia srodszpikowego oraz sto-
sowania dtugotrwatej antybiotykoterapii. Istotnie wydtuza
to czas powrotu pacjenta to zdrowia i znacznie podnosi
koszty terapii [4-6].

Odpowiedzig na wady i niedostatki systemowej anty-
biotykoterapii jest lokalna administracja leku na granicy
implant-tkanka [6,7]. Znanym rozwigzaniem sg kapsutki
wykonane z polimetakrylanu metylu (PMMA) bedace nos-
nikiem gentamycyny, lecz i one wymagajg usuniecia po
okoto 4-6 tygodniach od implantacji. Inng propozycjg sg
biodegradowalne pokrycia polimerowe (najczesciej z poli-
-laktydu) modyfikowane odpowiednim antybiotykiem [4,6].
Zapewniajg one mozliwos$¢ kontrolowanego uwalniania leku
bezposrednio w miejscu wprowadzenia implantu. Jednak
trzeba pamietac, ze antybakteryjne, degradowalne pokrycia
sg stosowane na powierzchniach tradycyjnych, metalowych
gwozdzi srodszpikowych [8]. Gwozdzie te, po spetnieniu
swojej funkcji zwigzanej ze stabilizacjg ztamania do cza-
su wytworzenia zrostu kostnego, muszg zosta¢ usuniete
z kanatu szpikowego kosci pacjenta.

Lokalne dozowanie leku wigze sie z roznorakimi wymo-
gami. Jest to miedzy innymi koniecznos¢ zapewnienia wtas-
ciwej kinetyki uwalniania leku zwigzanej z zapewnieniem
odpowiednich jego dawek w funkcji czasu. Bardzo istotne
jest takze to, by na catej powierzchni kontaktu tkanka-
-implant antybiotyk byt rozprowadzany réwnomiernie [7,9].

W tej perspektywie autorzy zaproponowali nowatorskie
rozwigzanie w postaci wielofazowych i wielofunkcyjnych,
degradowalnych gwozdzi srédszpikowych. W poprzednich
pracach [10,12] oméwiono wtasciwosci zaprojektowanych
kompozytéw pod katem spetniania funkcji mechanicznych,
biologicznych, itp. Celem niniejszych badan byta odpowiedz
na pytanie czy odpowiednia modyfikacja analizowanych
uktadoéw kompozytowych umozliwi spetnienie funkcji czyn-
nika zapobiegajacego rozwojowi infekcji. W zwigzku z tym
przeprowadzono test aktywnosci antybakteryjnej i doko-
nano oceny ilosciowej i jakosciowej uzyskanych wynikow.
Oceniono wptyw zastosowanych modyfikatoréw na wielko$¢
i rownomiernos¢ stref hamowania wzrostu bakterii.

Introduction

Implantation of a device that should ensure intramedul-
lary stabilization of a bone fracture involves also exposure
of a patient to the risk of bacterial infection due to disruption
of tissues. In spite of preservation of all aseptic techniques
and sterility of operating room, osteomyelitis - dangerous
bone infection caused mainly by Staphylococcus bacte-
ria - is still a common complication of intramedullary nails
implantation [1,2].

A standard prevention practice in the case of postopera-
tive bacterial infection is an appropriate antibiotic therapy [3].
However, systemic administration of antibiotics for fighting
infections associated with the placement of the implant in
the bone canal is connected to additional difficulties result-
ing from specificity of local conditions and trauma. The first
difficulty is that antibiotics administrated systemically might
not reach the canal of a long bone due to blood flow disorder
associated with injury or implantation of the intramedullary
nailing. Moreover, there is a risk of the formation of biofilm
by the bacteria colonizing the surface of the implant. Biofilm
is a polysaccharide structure which protects the bacteria
against the antibiotics. Therefore, the treatment of the infec-
tion in this case requires aggressive action and thus requires
reoperation - the removal of implanted intramedullary nail
and long-term antibiotic therapy. This significantly increases
the patient’s recovery time and the treatment cost [4-6].

The answer to the flaws and shortcomings of the sys-
temic antibiotic therapy is the local drug administration
on the implant-tissue interface [6,7]. Known solution are
beads made of polymethyl methacrylate (PMMA), being
gentamicin carriers, but they also need to be removed after
approximately 4-6 weeks since implantation. Biodegradable
polymer coatings (usually from polylactide) modified with the
appropriate antibiotic are another solution [4,6]. They ensure
controlled release of the drug directly to the implantation site.
However, it has to be remembered that the antibacterial,
degradable coatings are applied to the surface of traditional
metal intramedullary nails [8]. These nails, after fulfilling their
function associated with the stabilization of the fracture until
the bone union, are being removed from the patient’'s bone
medullary canal.

There are various requirements associated with the local
drug administration. Among other things, it is a necessity
to provide adequate drug release kinetics and thus provide
appropriate drug doses as a function of time. It is also impo-
rtant that antibiotic is uniformly distributed on the whole
tissue - implant contact surface [7,9].

In this perspective, Authors proposed an innovative
solution in the form of multiphase and multi-functional, de-
gradable intramedullary nails. In previous papers [10-12],
properties of the designed composites were discussed
paying special attention to the fulfilment of mechanical and
biological functions, etc.

The aim of the study was to answer the question whether
appropriate modification of the analyzed composite systems
will allow them to prevent infection development. Therefore,
there was antibacterial activity test performed as well as
quantitative and qualitative analysis of obtained results.
Influence of the applied modifiers on the size and uniform-
ity of the bacteria growth inhibition zones was evaluated.
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Materialy i metody

Materialy

Materiaty uzyte do wytworzenia prébek kompozytowych:
PLA - poli(L-laktyd) (IngeoTM 3051D) - NatureWorks® LLC,
USA;
MG - druty ze stopdw magnezu - Leibniz Universitat Hann-
-over, Niemcy [12];
TCP - B-fosforan tréjwapnia (54,3% mas. CaO, 45,7% mas.
P,O;) - Sigma-Aldrich;
CF - widkna weglowe (HTS 5631) - Toho Tenax America;
ALG - witdkna z alginianu wapnia - Katedra Materiatoznaw-
stwa Towaroznawstwa i Metrologii Wtdkienniczej, Wydziat
Technologii Materiatowych i Wzornictwa Tekstyliow, Poli-
technika todzka;
GS - siarczan gentamycyny - Interforum Pharma Sp. z 0.0.
Krakow.

Probki

Analizie poddano nastepujgce uktady kompozytowe:
K1 - PLA/GS K6 - PLA/CF/ALG
K2 - PLAIMG K7 - PLA/CF/ALG/GS
K3 - PLA/IMG/GS K8 - PLA/CF/ALG/TCP
K4 - PLA/IMG/TCP K9 - PLA/CF/ALG/TCP/GS
K5 - PLA/IMG/TCP/GS

Prébki K1-K5 otrzymywano metodg wtrysku na wiry-
skarce Slimakowej firmy Multiplas, natomiast prébki
K6-K9 formowano z roztworu. Doktadng procedure opisano
w pracach [11,12].

Test aktywnosci antybakteryjnej w warunkach in vitro
Gwozdzie kompozytowe K1-K9 przycieto do trzech
dtugosci: 4, 8 i 12 mm. Nastepnie umieszczono je na ste-
rylnych szalkach Petriego - najkrotsze fragmenty (4 mm)
prostopadle do powierzchni szalki, pozostate réwno-
-legle. Dla kazdego materiatu uzyto od 2 do 8 fragmentow.
Do kazdej szalki nalano medium hodowlane Mueller-Hinton
Agar (BioMérieux, Francja) z dodatkiem szczepu metycyli-
no-wrazliwego Staphylococcus pseudintermedius (MSSP,
376/11): 0,01 ml zawiesiny bakterii (0 gestosci 6 w skali
McFarlanda) na 25 ml medium. Cato$¢ inkubowano w tem-
peraturze 37°C, w warunkach tlenowych przez 48 h. Po tym
czasie szalki Petriego wyjeto i wykonano dokumentacje fo-
tograficzng. Probki przechowywano w lodéwce przez 8 dni,
nastepnie wykonano powtérng inokulacje (powierzchniowg)
na powierzchni pozywki tym samym szczepem gronkowca
iinkubacje trwajacg 48 h w temperaturze 37°C, w warunkach
tlenowych. Wykonano analize ilosciowg i jakosciowg wi-
docznych na zdjeciach stref zahamowania wzrostu bakterii
powstatych wokét badanych fragmentéw gwozdzi.

Analize ilosciowg przeprowadzono przy pomocy progra-
mu do przetwarzania i analizy obrazéw Imaged. Dla kazdej
strefy wykonano po trzy pomiary pola powierzchni (A - ang.
area) i obwodu (P - ang. perimeter). Obliczono wartos$ci
wspotczynnika ksztattu (y - ang. circularity) i wspotczynnika
wydtuzenia (Ag - ang. aspect ratio), a takze wartosci $Srednie
i odchylenie standardowe dla wszystkich parametréw.
Wspotczynnik ksztattu (inaczej kotowosc¢) to miara podo-
bienstwa ksztattu figury do kotfa (dla kota ma wartos¢ 1):

P2
V= anA

Miarg wydtuzenia figury jest z kolei stosunek najdtuzsze-
go R, do najkrétszego R,,;,, promienia poprowadzonego ze
srodka ciezkosci figury: R

AR Rmin

Obie te wielkosci postuzyty do opisu regularnosci obser-

wowanych stref zahamowania wzrostu.

Materials and Methods

Materials

Materials used in this study for samples’ fabrication:
PLA - poly(L-lactide) (IngeoTM 3051D) - NatureWorks®
LLC, USA;
MG - magnesium alloy wires (two diameters and different al-
loy contents) - Leibniz Universitat Hannover, Germany [12];
TCP - B-tricalcium phosphate powder (54.3 mass % CaO,
45.7 mass % P,0s) - Sigma-Aldrich;
CF - carbon fibers (HTS 5631) - Toho Tenax America;
ALG - calcium alginate fibers -Department of Material and
Commodity Sciences and Textile Metrology, Faculty of Mate-
rial Technologies and Textile Design, Technical University
of Lodz, Poland;
GS - gentamicin sulfate - Interforum Pharma Sp. z o.0.
Krakow, Poland.

Samples
Different composites were tested:
K1 - PLA/GS K6 - PLA/CF/ALG
K2 - PLA/IMG K7 - PLA/CF/ALG/GS

K3 - PLA/IMG/GS

K4 - PLA/IMG/TCP

K5 - PLA/IMG/TCP/GS
Samples K1-K5 were fabricated by injection molding

using Multiplas company’s injection molder, while samples

K6-K9 were fabricated from solution. The detailed procedure

was described in the previous papers [11,12].

K8 - PLA/CF/ALG/TCP
K9 - PLA/CF/ALG/TCP/GS

In vitro antibacterial activity assay

The composite nails K1-K9 for testing were cut to three
lengths: 4, 8 and 12 mm. They were then placed on sterile
Petri dishes: the shortest fragments (4 mm) perpendicularly
to the surface of the dish, the rest in parallel. There were 2
to 8 fragments of each material. The Mueller-Hinton Agar
medium (BioMérieux, France) with the addition of methicillin-
sensitive strain Staphylococcus pseudintermedius (MSSP,
376/11): 0.01 ml bacteria suspension (density 6 according to
McFarland) per 25 ml of medium, was poured to each dish.
The whole was incubated at 37°C under aerobic conditions
for 48 h. After this time, the Petri dishes were removed and
photographic documentation was done. The samples were
stored in the refrigerator for 8 days, then on the surface
of the medium another inoculation was performed with
the same strain of Staphylococcus. After that, they were
again incubated for 48 h at 37°C under aerobic conditions.
Quantitative and qualitative analysis of bacterial growth
inhibition zones formed around studied fragments of the
nails were performed.

Qualitative analysis was performed with the image pro-
cessing and analyzing software Imaged. For each inhibition
zone measurements of area (A) and perimeter (P) were done
in triplicates. Circularity (y) and aspect ratio (Ag), as well
as mean values and standard deviations were calculated.
Circularity (roundness) defines how closely the shape of an
object approaches that of a circle (it is 1 for circle):

PZ
V= T4mA

The measurement of geometric figure’s elongation is the
ratio of the longest R, to the shortest R ;, radius drew from
the figure’s center of gravity:

AR Rmin

Both of these values were used to describe the regulari-

ties of observed inhibition zones.
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Wyniki i dyskusja

W TABELI 1 zebrano wyniki pomiaréw parametrow
geometrycznych stref zahamowania wzrostu bakterii obser-
wowanych dla poszczegdlnych materiatdw kompozytowych
z rozroznieniem na probki utozone prostopadle i rGwnolegle
do powierzchni szalki. Analiza wielkosci pol powierzchni stref
zahamowania uformowanych wokét poszczegdlnych probek
pozwala stwierdzi¢, ze wszystkie gwozdzie majgce dodatek
antybiotyku wykazujg aktywnos$¢ antybakteryjng, co wska-
zuje na prawidtowe uwalnianie substancji czynnej z matrycy
polilaktydowej. Najwieksze strefy zahamowania wzrostu
bakterii wystepujg wokot prébek wykonanych z materiatow
modyfikowanych fazami wtdknistymi (wiéknami weglowymi
i wtoknami z alginianu wapnia). Dodatki wtdkniste wprowa-
dzone do osnowy zwiekszajg powierzchnie granic miedzy-
fazowych, utatwiajg penetracje ptynu do wnetrza gwozdzi
i tym samym wymywanie antybiotyku z objeto$ci materiatow.
Wptyw stosowanych modyfikatoréw na kinetyke uwalniania
leku zostat przedstawiony w poprzedniej pracy autorow [12].

Results and Discussions

Results of geometric parameters measurements of
the bacteria growth inhibition zones observed for each
composite material with a distinction on samples placed
perpendicularly and in parallel to the Petri dish surface
are presented in TABLE 1. Analysis of the inhibition zone
areas formed around each sample allows to state that all
the nails with antibiotic addition exhibit antibacterial activity.
This indicates correct drug release from polylactide matrix.
The largest bacteria growth inhibition zones were formed
around samples made of materials modified with fibrous
phases (carbon and calcium alginate fibers). Fibrous modi-
fiers introduced into matrix increase interface boundaries
area, what facilitates penetration of a liquid inside the nails
and in the same way drug removal from the volume of the
material. Influence of the used modifiers on the drug release
kinetics was presented in author’s previous paper [12].

TABELA 1. Zestawienie parametréw geometrycznych dla stref zahamowania wzrostu bakterii roznie utozonych
probek: A - pole powierzchni, y - wspotczynnik ksztaltu (kotowos¢), A, - wspoétczynnik wydtuzenia (po 48 h

inkubaciji).

TABLE 1. Comparison of the geometric parameters for bacteria growth inhibition zones of differently positioned
samples: A - surface area, y - circularity, A - aspect ratio (after 48 h incubation).

prostopadte / perpendicular

Utozenie prébki / Sample position

réwnolegte / horizontal

A[mm?] \ Ar A [mm?] % Az
K1 [PLA/GS 440 (39) 1.00 (0.00) 1.05 (0.03) 996 (354) 1.24 (0.07) 1.46 (0.19)
K2 | PLAIMG 197 (18) 1.00 (0.00) 1.03 (0.02) 212 (61) 1.14 (0.04) 1.41 (0.21)
K3 | PLAIMG/GS 521 (24) 1.01 (0.02) 1.06 (0.04) 1197 (465) 1.11 (0.04) 1.06 (0.04)
K4 |PLA/MG/TCP 11.8 (0.8) 1.00 (0.00) 1.07 (0.02) brak stref / no inhibition zones
K5 | PLAIMG/TCP/GS 410 (41) 1.00 (0.00) 1.06 (0.05) 1109 (46) | 1.35 (0.09) | 1.58 (0.20)

K6 | PLA/CF/ALG brak stref / no inhibition zones brak stref / no inhibition zones

K7 |PLA/CF/ALG/GS 1098 (307) | 1.15(0.05) | 1.21(0.09) | 1482 (648) | 1.16(0.05) | 1.05(0.03)
K8 | PLA/CF/ALG/TCP brak danych / no data 1186 (130) | 1.21(0.08) | 1.33(0.09)
K9 |PLA/CF/ALG/TCP/GS | 1058 (27) | 1.17(0.02) | 1.28(0.07) | 1476 (98) | 1.22(0.15) | 1.29 (0.01)

W przypadku probek K7 (PLA/CF/ALG/GS) utozonych
prostopadle do powierzchni szalki zwraca uwage duza
nieregularno$¢ w wygladzie stref zahamowania wzrostu
uformowanych wokét gwozdzi oraz wynikajgca z niej
znaczna warto$¢ btedu pomiaru i podwyzszenie wartosci
wspotczynnika ksztattu y i wspétczynnika wydtuzenia Ag.
Zwigzane jest to z odstonieciem rdzenia wykonanego
z widkien alginianowych (RYS. 1). Cechg charakterystyczng
tych witdkien jest silna zdolno$¢ do pecznienia [13], ktéra
przyczynia sie do zwiekszenia stopnia penetracji ptynu do
wnetrza prébki, co z kolei przyspiesza wyptukiwanie leku
z matrycy polimerowej.

Zaréwno w zestawieniu tabelarycznym, jak i na RYS. 1
mozna zauwazy¢, ze kompozyt oznaczony jako K2 (PLA/MG)
pomimo braku antybiotyku w jego sktadzie takze wykazuje
wiasciwosci hamujgce rozwoj bakterii, chociaz o mniejszym
stopniu. Réwniez poréwnujgc gwozdzie K1 (PLA/GS) i K3
(PLA/MG/GS) réznigce sie jedynie obecnosciag fazy wzmac-
niajgcej w postaci dwoch splecionych drutéw ze stopow
magnezu, wida¢ wyraznie wigksze pole powierzchni stref
zahamowania wokét gwozdzia K3. Zwigzane jest to z aktyw-
noscig antybakteryjng samych drutéw ze stopéw magnezu.
Robinson et al. [14] podaje, ze mechanizm dziatania anty-
-bakteryjnego magnezu wigze sie ze wzrostem lokalnych
wartosci pH na skutek degradacji tego metalu. Autorzy, zmia-
ny wartosci pH zwigzane z degradacjg tego typu gwozdzi
przedstawili we wczesniejszych badaniach [11].

In the case of K7 samples (PLA/CF/ALG/GS) placed
perpendicularly to the dish surface, large irregularity in the
inhibition zones character and substantial values of standard
deviations resulting from it, together with increase in circular-
ity y and aspect ratio AR stand out. It is related to exposure
of alginate fibers core (FIG. 1). Strong swelling ability is
a characteristic feature of those fibers [13], that facilitates
fluid penetration inside the sample and then accelerates
drug removal from the polymer matrix.

Both in TABLE 1 and in FIG. 1, it can be noticed that
composite K2 (PLA/MG), despite the lack of antibiotic addi-
tion, also demonstrates the ability to inhibit bacteria growth,
however in the limited range. Additionally, comparison of
the K1 (PLA/GS) and K3 (PLA/MG/GS) nails which differ
only in term of the applied reinforcement - two interwoven
magnesium alloy wires, clearly shows that larger inhibition
zone area was formed around the K3 nail. It is particularly
related to antibacterial activity of the magnesium alloy wires.
Robinson et al. [14] reports that mechanism of the magne-
sium antibacterial activity is associated with local increase
in pH values due to the metal degradation. Authors have
shown changes in pH values caused by degradation of the
designed nails in previous studies [11].
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RYS.1. Wyglad stref zahamowania wzrostu dla prébek utozonych prostopadle (a) i rownolegle (b) do powierzchni

szalki (po 48 h inkubacji).

FIG.1. Appearance of the bacteria growth inhibition zones for samples positioned perpendicularly (a) and hori-

zontally (b) to the dish surface (after 48 h incubation).

Poréwnanie pdl powierzchni stref hamowania wzrostu
bakterii wokot gwozdzi wzmacnianych drutami ze stopu
magnezu, lecz bez dodatku antybiotyku (gwozdzie K2 i K4)
wskazuje na wptyw TCP na ich aktywnos¢ antybakteryjna.
Powierzchnia tych pol w utozeniu prostopadtym wynosi
odpowiednio 197+18 mm? dla prébek PLA/MG (K2) oraz
11,8+0,8 mm? dla prébek PLA/MG/TCP (K4). Podobny
wptyw TCP obserwuje sie dla gwozdzi zawierajgcych siar-
czan gentamycyny (K3 i K5, utozenie prostopadte). Mozna
wnioskowac, ze wprowadzenie do matrycy polimerowej
fosforanu trojwapnia obniza aktywnosc¢ antybakteryjng
drutéw magnezowych. Prawdopodobnie ma to zwigzek z
faktem, ze wzrost pH (odpowiedzialny za dziatanie anty-
bakteryjne w przypadku MG) nie jest tak znaczacy w przy-
padku prébek modyfikowanych dodatkowo ceramikg [12].

Comparison of the area of bacteria growth inhibition
zones formed around the nails reinforced with magnesium
alloy wires but without any antibiotic addition (K2 and
K4 nails), indicates that the TCP has some influence on
their antibacterial activity. In perpendicular placement,
the area of the inhibition zones amounts to 197+18 mm?
and 11.8+0.8 mm? for the PLA/MG (K2) and PLA/MG/TCP
(K4) samples, respectively. Similar TCP effect is visible
in the case of the nails containing gentamicin sulfate (K3
and K5, perpendicular placement). It can be deduced that
introduction of the tricalcium phosphate to the polymer
matrix, reduces antibacterial activity of the magnesium
alloy wires. Presumably, it is related to the fact that the
pH increase (responsible for antibacterial performance
of MG) is not that large in the case of samples that have
been additionally modified with ceramic particles [12].
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Mechanizm takiego oddziatywania moze polegac¢ na tworze-
niu fosforandbw magnezu i tym samym zmniejszaniu ilosci
MgOH powstajgcego przy rozpuszczaniu drutow [14,15].
Poprzednie badania autoréw nie wykazaty wptywu TCP
na uwalnianie gentamycyny, co wyklucza mozliwos¢ osta-
bienia dziatania antybakteryjnego w wyniku jego interakcji
z antybiotykiem [12]. W przypadku gwozdzi z modyfikatora-
mi widknistymi (K7 i K9) wptyw TCP na dziatanie antybak-
teryjne nie jest zauwazalny.

Analizujgc wyglad stref zahamowania wzrostu bakterii
(RYS. 1) roznie utozonych prébek zwraca uwage ich nie-
regularnos¢ w przypadku gwozdzi utozonych réwnolegle
do powierzchni szalki. Réwniez poréwnanie parametréw
geometrycznych (TABELA 1) prébek utozonych prostopadle
i rownolegle do powierzchni szalki wskazuje na réznice
w uwalnianiu leku z wnetrza gwozdzi i z ich powierzchni.
Probki utozone rownolegle charakteryzuja sie wyzszymi war-
tosciami wspotczynnika ksztattu (niemal rowny 1 dla probek
K1 - K5 utozonych prostopadle; w zakresie 1,11-1,35 dla tych
utozonych rownolegle) i wspétczynnika wydtuzenia (utoze-
nie prostopadte: 1,03-1,28; rownolegte: 1,06-1,58). Nawet
uwzgledniajgc fakt, ze probki umieszczone réwnolegle do
powierzchni szalki byty okoto dwukrotnie wigksze od tych
utozonych prostopadle, mozna stwierdzi¢, ze strefy zaha-
mowania wzrostu bakterii sg wigksze w przypadku gwozdzi
utozonych rownolegle. Wskazuje to na szybsze uwalnianie
leku z przekrojéw gwozdzi odstaniajgcych granice miedzy-
fazowe, niz z powierzchni. Potwierdza to znaczacg role
granic w procesie dyfuzji i uwalniania leku. Jednoczes$nie
wskazuje na skutecznos$¢ impregnacji stosowanych faz mo-
dyfikujacych oraz role osnowy PLA w zabezpieczaniu przed
zbyt gwattownym uwolnieniem leku. W przypadku gwozdzi
K7 (PLA/CF/ALG/GS) migracja leku z koncow gwozdzi jest
intensywniejsza niz dla K3 (PLA/MG/GS). Wskazuje na to
wyzszy wspotczynnik ksztattu. Jak juz wspomniano wczes-
niej, moze to mie¢ zwigzek z szybszym uwalnianiem leku
z rdzenia z wibknami alginianowymi, ze wzgledu na ich silng
zdolnos$c¢ do pecznienia i wymiany ptynéw [13]. W przypadku
prostopadtego utozenia gwozdzi, czyli w sytuacji gdy rdzen
z wiéknami alginianowymi jest ostoniety przez fazy PLA/CF,
strefy zahamowania wzrostu sg regularne i znacznie mniej-
sze, co potwierdza wyciggniete wnioski.

Regularnos¢ stref hamowania obserwowano dla wszyst-
kich badanych typow gwozdzi utozonych prostopadle. Jest
to szczegdlnie istotne, gdyz Swiadczy o réwnomiernym
uwalnianiu leku w sytuaciji, gdy
osnowa jest szczelna (brak
przecie¢/uszkodzen).

Dalsze badania wykazaty
(TABELA 2), ze gwozdzie
kompozytowe modyfikowane
gentamycyng utrzymujg swoje
dziatanie antybakteryjne nawet
po 12 dniach od pierwszego

(po 12 dniach).

one (after 12 days).

TABELA 2. Pola powierzchni stref zahamowania wzrostu
bakterii po pierwszym badaniu (po 48 h) i po drugim

TABLE 2. Surface areas of the bacteria growth inhibition
zones after the first test (after 48 h) and after the second

Formation of magnesium phosphates and as a consequence
reduction of the amount of MgOH created during wires dis-
solution [14,15] can be responsible for such an interaction.
Author’s previous studies did not show any influence of the
TCP addition on the gentamicin release, what eliminates
possibility of lessening of antibacterial performance due to
its interaction with the antibiotic [12]. In the case of the nails
with fibrous modifiers (K7 and K9) there was no noticeable
TCP impact on the antibacterial activity.

Analysis of the character of the bacteria growth inhibi-
tion zones (FIG. 1) of differently placed samples showed
substantial irregularity in the case of the nails placed in
parallel to the Petri dish surface. Also comparison of the
geometric parameters (TABLE 1) of the samples placed
perpendicularly and in parallel to the dish surface points
to differences in drug release from inner and outer parts of
the nails. Samples placed in parallel have higher values of
circularity (almost 1 for K1-K5 samples placed perpendicu-
larly; in the range of 1.11-1.35 for those placed in parallel)
and aspect ratio (perpendicular alignment: 1.03-1.28; paral-
lel: 1.06-1.58). Even considering the fact that the samples
placed in parallel to the dish surface were almost twice as
big as those placed perpendicularly, one can still state that
the bacteria growth inhibition zones are bigger for the nails
placed in parallel. It suggests faster release of the drug from
the ends of the nails that expose interface, than from the
surface. It confirms substantial role of the phase boundaries
in diffusion and drug release mechanism. At the same time,
it points to necessity of proper impregnation of modifying
phases and to importance of the PLA matrix in protection
against rapid drug release.

In the case of the K7 nails (PLA/CF/ALG/GS) migration
of the drug from the ends of the nails is larger than for K3
nails (PLA/MG/GS). It is suggested by higher circularity val-
ues. As it was mentioned earlier, it can be related to faster
drug release from alginate fibers core connected with their
strong swelling and fluid exchange ability [13]. When the
nails were placed perpendicularly and the alginate core was
protected by the PLA/CF phase, bacteria growth inhibition
zones were regular and significantly smaller, what confirms
earlier conclusions.

Regularity of the inhibition zones was visible for all nails
placed perpendicularly. This is particularly important, be-
cause it gives evidence of uniform drug release when the
matrix is unimpaired.

Further studies have
shown (TABLE 2) that the
composite nails modified
with gentamicin main-
tained their antibacterial
performance even after 12
days since the first inocu-
lation. Also the K2 nails re-
inforced with magnesium

Pole powierzchni

posiewu. Réwniez gwozdz K2 Prébka Surface area [mm?] alloy wires retained their
wzmachniany drutami ze stopow Sample po 48 h po 12 dniach slight ability to suppress
magnezu zachowat swojg nie- after 48 h after 12 days bacterial growth. It should
wielka zdolnosé do hamowania § K2 | PLAIMG 197 (18) 177 (21) assure more long-term
wzrostu bakterii po tym okresie § K3 | PLA/IMG/GS 521 (24) 515 (53) protection against bacte-
czasu. Powinno to zapewni¢ | K4 | PLA/MG/TCP 11.8 (0.8) 8.1 (0.9) rial infection development
bardziej dtugofalowg ochrone [ k5 |PLA/MG/TCP/GS 410 (41) 464 (18) at the intramedullary nail
przed rozwojem infekcji bak- ¥ [p| A/CFIALG brak stref / no inhibition zones || IMPlantation site.
teryjnej w miejscu implantacji ¥y 7T A/CF/ALGIGS | 1098 (307) | 1101 (277)

gwozdzia $rédszpikowego.




Whnioski

Opracowane materiaty kompozytowe modyfikowane
siarczanem gentamycyny wykazujg dziatanie antybakteryjne
nawet po 12 dniach od pierwszego posiewu. Jest ono uza-
leznione od rodzaju faz modyfikujgcych wprowadzonych do
kompozytu. W przypadku prostopadtego utozenia gwozdzi
mierzone strefy zahamowania wzrostu drobnoustrojéw byty
regularne, co swiadczy o rownomiernym uwalnianiu leku.
Wykazano takze, ze wprowadzenie do matrycy polimerowej
samych drutéw ze stopu magnezu ma dziatanie hamujgce
wzrost bakterii. Zauwazono, ze dziatanie antybakteryjne
wynikajgce z obecnosci drutéw magnezowych jest wyraz-
nie blokowane przez dodatek TCP, co zdaniem autorow
wymaga dalszych badan.

Podsumowujac, tego typu wielofazowe, degradowalne
kompozyty dzieki uzyskaniu dodatkowo wtasciwosci anty-
septycznych stanowig bardzo obiecujgce, wielofunkcyjne
rozwigzanie materiatowe na gwozdzie srédszpikowe.

Podziekowania

Prace byty finansowane ze $rodkéw statutowych
Nr 11.11.160.616 Wydziatu Inzynierii Materiatowej i Cera-
miki, AGH w Krakowie.
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Conclusions

Designed composite materials modified with gentamicin
sulfate exhibited antibacterial activity even after 12 days
since the first bacteria inoculation. The composite’s anti-
bacterial activity depended on the type of modifying phases.
In the case of perpendicularly placed nails, bacteria growth
inhibition zones were regular, what indicates even drug re-
lease. It has also been shown that the introduction into the
polymer matrix magnesium alloy wires alone inhibits bacteria
growth. Authors have however noticed that antibacterial
activity caused by the presence of magnesium alloy wires
is largely blocked by addition of TCP - further studies have
to be done.

In conclusion, such biodegradable multiphase compos-
ites enhanced with antiseptic properties should be consid-
ered as a promising multifunctional material solution for
intramedullary nails.
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