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Wstep

Wykorzystanie biomateriatéw znacznie wzrosto w ciggu
ostatnich dekad. Biomateriaty znalazty liczne zastosowa-
nia do produkcji implantéw dentystycznych, implantéw or-
topedycznych, zastawki serca, soczewek kontaktowych czy
narzedzi chirurgicznych. Niestety, uzycie ich zawsze niesie
ryzyko infekcji bakteryjnej gtéwnie w wyniku pooperacyjne-
go powstawania biofilmu na sztucznych powierzchniach.
Adhezja bakterii do powierzchni biomateriatu jest pierwszym
krokiem w powstawaniu biofilmu. Jego obecnos$¢ na po-
wierzchni implatu moze doprowadzi¢ do ogdlnoustrojowej
infekcji w sytuacji ostabienia systemu odpornosciowego.
Wynikiem tego jest zwykle utrata funkcji implantu, z powaz-
nymi nastepstwami zdrowotnymi, w tym dtugotrwatg hospi-
talizacja a nawet Smiercig. Bakterie zyjace w strukturze bio-
filmu sg znacznie trudniej dostepne dla uktadu odporno-
Sciowego oraz bardziej odporne na antybiotyki. Dotychczas
mechanizmy kolonizacji biomateriatéw przez bakterie i po-
wstawania biofilmu nie sg doktadnie poznane. Ostatnio opi-
saliSmy zroznicowang podatnos¢ stali medycznej, tytanu
oraz nanokrystalicznego diamentu (NCD) na kolonizacje
bakteriami w warunkach braku przeptywu (Jakubowski W. i
wsp., 2004).

Cel pracy

Nasze obecne badania poswiecone zostaty obserwacjom
pierwszego kroku powstawania biofilmu, w warunkach prze-
ptywu, w zaleznosci od struktury powierzchni stali medycz-
nej.

Materialy i metody

Wszystkie analitycznej jakosci zakupione byty w firmie
SIGMA-ALDRICH. Komorki E.coli (szczep K12) otrzymano
z Zakfadu Biofizyki Uniwersytetu £ 6dzkiego. Do badan uzyto
probek ze stali medycznej (AISI 316L) polerowanej mecha-
nicznie i elektrochemicznie. Czes$¢ prébek poddano mody-
fikacji powierzchniowej poprzez pokrycie warstwg krysta-
licznego diamentu metodg RF CVPD (Mitura S. | wsp.,
1999). Préobki umieszczane byly wewnatrz bioreaktora wia-
snej konstrukcji (200 ml) wypetnionego pozywka zawiera-
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Introduction

An application of implantable biomaterial as medical de-
vices has grown rapidly over the past decades. Biomaterials
found numerous applications in several fields, for example
in production of dental or orthopedic implants, heart valves,
contact lenses or surgical instruments. Unfortunately, the
use of implants increases a risk of bacterial infection mainly
due to post surgery biofilm formation on artificial surfaces.
Bacterial adhesion to biomaterial surface is a first step in
biofilm formation. Presence of biofilm at the implant surface
can result in a massive infection when the immune system
is weakened. It usually leads to complete failure of the im-
plant with serious health problem, prolonged hospitaliza-
tion and even death. Bacteria present in a biofilm structure
are less accessible to the immune system and are signifi-
cantly more resistant to antibiotics. So far the detailed
mechanisms of bacterial colonization of biomaterials and
biofilm formation remains unclear. Recently we have re-
ported different susceptibility of medical steel, titanium and
nanocrystalline diamond (NCD) to bacterial colonization
under flow-less condition (Jakubowski W et. al. 2004).

The aim

Our present investigation was devoted to estimation of
the first step biofilm formation under flow condition in a de-
pendence of surface structure of medical steel.

Materials and methods

All chemicals were analytical grade and were purchased
from SIGMA-ALDRICH. E.coli cells (strain K12) were from
Department of Molecular Biophysics, University of Lodz.
Samples made of stainless steel (AISI 316L) were mechani-
cally and electrochemically polished. Some samples were
then subjected to modification by nanocrystalline diamond
synthesis at the surface by RF CVPD method (Mitura S. et.
al., 1999).

Samples were placed into a homemade bioreactor (200 ml)
filled with a media containing NaCl (1%), bactopeptone (1%)
and yeast extract (0.5%), pH 7.0. The medium was supple-
mented with a trace amount of E.coli cells (approximately



jaca NaCl (1%), bactopeptone (1%) i ekstrakt drozdzowy
(0.5%), pH 7,0. Do medium dodawano sladowg ilo$¢ bak-

E.coli (ok. 2x10°%). Komorki byty hodowane przez 6 go-
dzin w temp. 28°C w warunkach ciggtego ciggtym przepty-
wu pozywki (10 ml/min). Po tym czasie prébki intensywnie
przemyto wodg destylowang. Na powierzchnie probki na-
noszono barwnik fluorescencyjny bis-benzidyne - 20 nml z
roztworu wyjsciowego (100 mg/ml). Wybarwione komorki
bakteryjne obserwowane byty na powierzchni prébki, i do-
kumentowane, przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego i
kamery CCD. Wyniki z trzech niezaleznych eksperymen-
tow poddano analizie statystycznej. Rezultaty prezentowa-
ne sg jako SREDNIA + ODCHYLENIE STANDARDOWE.

Wyniki

W pracy poréwnalismy liczbe komérek bakteryjnych zna-
lezionych na powierzchniach prébek. Jako prébke kontrol-
ng potraktowano surowa, niepolerowang probke ze stali me-
dycznej. Okazato sie, ze powierzchnia NCD byta prawie
catkowicie oporna na formowanie biofilmu, podczas gdy obie
prébki, polerowane mechanicznie i elektrochemicznie, byty
z tatwoscig kolonizowane przes bakterie (RYS. 1). Jedno-
czesnie porownano wartosci parametru Ra (chropowato-
$ci) pomierzonego dla badanych probek (RYS. 2). Nasze
wyniki wyraznie sugeruja, ze liczba zaadherowanych bak-
terii zalezy zaréwno od chropowatosci powierzchni jak i od
modyfikacji tej powierzchni.
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2x10°). The cells were cultured for 6 hours at 28°C with a
continuous flow of 10 ml/min. After that, samples were re-
moved from the grow medium and were extensively washed
out with distilled water. E.coli cells adhered to the surfaces
were observed by a fluorescence microscope inspection
with the use of bis-benzidine. Each surface was robed with
the dye by applying of 20 ul of stock solution (100 ug/ml).
Finally, bacterial cells present at the sample surface were
detected with the fluorescence microscope, and pictures
were documented with a CCD camera. At least three inde-
pendent experiments with several examined segments of
the samples provided data for statistical evaluations. The
results are presented as a MEAN + SD.

Results

In the present report we have compared a number of
bacterial cells found at the sample surfaces. As a control
sample the crude, no polished, stainless steel sample was
used. We have found that surface made of nanocrystalline
diamond was almost totally resistant for biofilm formation,
whereas both, mechanically and electrochemically polised
medical steel samples were easily colonized by bacteria
(FIG. 1). Simultaneously we have compared values of Ra
parameter (roughness) determined for the studied samples
(FIG. 2). Our results strongly suggest that the number of
adhered bacteria depends on both, surface roughness and
surface modification.
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RYS. 1. Liczba komérek E.coli znalezionych na
badanych powierzchniach przedstawiona jako
procent kontroli (surowej stali medycznej).

FIG. 1. A number of E.coli cells found at the
studied surfaces presented as a percent of control
(crude sample of medical steel).

RYS. 2. Wartosci wspétczynnika Ra oznaczonego
dla badanych powierzchni.

FIG. 2. Values of Ra parameter determined for the
studied surfaces.
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