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Streszczenie

W pracy przedstawiono wyniki badan oddziaty-
wania nowych alifatycznych poliuretanéw (PUR),
otrzymanych z udziatem ataktycznego poli([R,S]-3-
hydroksymaslanu (a-PHB), na wzrost Staphylococcus
aureus, Escherichia coli i Candida albicans wokof pro-
bek polimeréw. Strefa zahamowania wzrostu mikroor-
ganizmow oznaczona zostata takze dla handlowego,
biomedycznego poliuretanu - ChronoThane T oraz
dla czystego rozpuszczalnika, uzytego do syntezy
poliuretanéw (N, N-dimetyloformamidu).

Najbardziej wrazliwym na dziatanie materiatu poliu-
retanowego w warunkach prowadzenia doswiadczenia
byt szczep Staphylococcus aureus, najmniej za$
- Candida albicans. Wykluczono wptyw czystego roz-
puszczalnika na wzrost mikroorganizméw. Natomiast
ChronoThane T tylko w niewielkim stopniu ograniczyt
ich wzrost. Stwierdzono wiec, ze obecnosc¢ poli([R, S]-
3-hydroksymaslanu w strukturze poliuretanéw wpty-
nefa na ich wtasciwosci biostatyczne.

[Inzynieria Biomateriatéw, 106-108, (2011), 73-78]

Wprowadzenie

Poliuretany (PUR) to materiaty bardzo czesto stosowane
w medycynie [1-4]. Ich wiasciwosci moga by¢ tatwo modyfi-
kowane, zatem PUR moze by¢ otrzymany, jako tworzywo o
cechach odpowiednich zaréwno dla degradowalnych, jak i
niedegradowalnych implantéw [5-7]. Materiat na wszczepy
sztuczne moze by¢ biostatyczny dzieki uzyciu odpowiednich
substratéow podczas syntezy (chemicznie lub fizycznie zwia-
zanych z polimerem) albo przez modyfikacje powierzchni
(wprowadzajac wydzielane lub zwigzane biocydy [8-10] lub
antybiotyki [11] lub tez pokrywajac powierzchnie bakterio-
statyczng powtoka [12]).

Jedng z metod otrzymania biokompatybilnych poliure-
tanéw jest uzycie w syntezie substratow, naturalnie wy-
stepujacych w organizmie (jak fosfatydylocholina [13]) lub
tez ulegajacych degradacji do produktéw naturalnych, jak
poli([R]-3-hydroksymaslan) (PHB) [14-17].

Produktdegradacji PHB —kwas 3-hydroksymastowy - nalezy
do krétkotancuchowych kwaséw ttuszczowych, charakteryzu-
jacych sie wtasciwosciami przeciwbakteryjnymi[18]. Gtéwng
przyczyng zahamowania wzrostu bakterii przez kwasy ttusz-
czowe jest ich wnikanie przez btony komérkowe, a nastepnie
dysocjacja na aniony i kationy w cytoplazmie komaorki bakterii.
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Abstract

In the present study the influence of novel aliphatic
polyurethanes (PUR), based on atactic poly([R,S]-3-
hydroxybutyrate) (a-PHB), on growth of Staphylococ-
cus aureus, Escherichia coli and Candida albicans in
the area around polymer samples has been estimated.
For comparison measurement of zone of inhibition
was also performed for ChronoThane T — the medi-
cal grade aliphatic polyurethane and for pure solvent
- N,N-dimethylformamide used in the synthesis of
polyurethanes.

Staphylococcus aureus was the most sensitive
microorganism to polymer material in conditions of
investigation whereas Candida albicans — the most
resistant. The influence of pure solvent on microorga-
nisms growth was excluded and ChronoThane T only
in small degree restricted bacterial vitality so it was
concluded that presence of poly([R,S]-hydroxybutyra-
te) in polymer structure was responsible for biostatic
properties of obtained polyurethanes.

[Engineering of Biomaterials, 106-108, (2011), 73-78]

Introduction

Polyurethanes (PURs) belong to materials which are
very often used in medicine [1-4]. Their properties can be
easy modified, so PURs can be produced as material with
appropriate features for degradable or non-degradable
implants [5-7]. Material for artificial grafts can be designed
as biostatic by using proper substrates during synthesis
(bonded by chemical or physical interactions), or by sur-
face modification (by using of leachable or non-leachable
biocides [8-10] or antibiotics [11] or surface covering by
bacteriostatic cover [12]).

One of the methods of obtaining biocompatible poly-
urethanes is using substrates, which naturally existin human
organism (like phosphatidylcholine [13]), or degrade into
natural products, like poly([R]-3-hydroxybutyrate) (PHB)
[14-17].

Product of PHB degradation - 3-hydroxybutyric acid
- belongs to short-chain fatty acids and reveals antibacte-
rial activity [18]. The major mechanism of growth inhibition
caused by short-chain fatty acids is its passing by bacteria
cells and dissociating into anions and protons in cytoplasm.
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Dla utrzymania pH cytoplazmy na odpowiednim poziomie,
nadmiar protonow jest usuwany kosztem duzych strat
energii komorki bakterii. Ponadto niskoczasteczkowe kwasy
ttuszczowe zaburzajg przepuszczalnos¢ bton komoérkowych
i transport substancji odzywczych [18].

Syntetycznym odpowiednikiem PHB jest chemicznie
otrzymany ataktyczny poli([R,S]-3-hydroksymasian)
(a-PHB), ktérego oligomery sg biokompatybilne [19].

Biatka ulegajg adsorpcji na powierzchni materiatu w
ciggu kilku sekund od umieszczenia implantu w organizmie
zywym. Natychmiast sktadniki krwi (trombocyty, komorki
endotelium i fibroblasty), oraz bakterie i grzyby przyczepiaja,
sie do warstwy biatkowej i — mimo profilaktyki antybiotykowej
- wywotujac infekcje miejsca operowanego. Zatem istotna
jest zdolnos¢ materiatu do selektywnej adsorpcji biatek i
przeciwdziatania adhezji mikroorganizmdw.

Mimo, ze przy szeroko rozwinietej profilaktyce anty-
septycznej oraz zalecanej przy wszystkich zabiegach i
operacjach z wprowadzeniem materiatéw syntetycznych
antybiotykoterapii profilaktycznej rzadko dochodzi do za-
kazen, to jednak zainfekowanie rany pooperacyjnej ciagle
moze by¢ przyczynag odrzucenia implantu lub wywotaé
ogolnoustrojowa infekcje. Zakazenia protez naczyniowych
obejmujg 1-5% operowanych chorych [11], za$ 13,2% pa-
cjentéw zostaje zainfekowanych podczas cewnikowania
[20]. Zakazenie materiatu polimerowego nastgpi¢ moze
wskutek niewtasciwego przechowywania implantu lub nie-
sterylnych warunkow operacji. Mikroorganizmy moga tez
by¢ przeniesione z zainfekowanych miejsc w organizmie,
jak zeby lub gardto.

Do mikroorganizmdéw, bedacych najczestszg przyczyng
zakazen wczesnych, ktére pojawiaja sie do kilku tygodni po
operaciji, naleza: Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Escherichia coli, Enterobacteriaceae i Klieb-
siella species. Zakazenia pdzne (ujawniajace sie nawet po
kilku miesigcach lub latach od zabiegu) wywotywane sg
najczesciej przez Pseudomonas aeruginosa, Pseudomo-
nas species i Staphylococcus epidermidis [11]. W chirurgii
ortopedycznej, ze wzgledu na stosowane tam syntetyczne
wszczepy, 55% to zakazenia wywotane przez Staphylococ-
cus epidermidis, 10-20% przez Staphylococcus aureus, zas
pozostate przez Klebsiella, Enterobacter, Escherichia coli,
Pseudomonas i grzyby Candida [21]. Natomiast infekcje
cewnikdw wewnatrznaczyniowych (intravascular catheter-
associated infections) wywotywane sa przez koagulazo-
ujemne Staphylococci (40%), Staphylococcus aureus (20%)
i grzyby, zwlaszcza przez Candida albicans (10%) [22].

Gronkowiec ztocisty (Staphylococcus aureus) to bardzo
oporny na leki przedstawiciel bakterii Gram-dodatnich.
Staphylococcus aureus jest czesto przyczyng infekcji ran
pooperacyjnych (20% przypadkéw sepsy wywotanych
jest przez gronkowca ztocistego [23]), z powodu fatwego
przylegania do powierzchni naturalnych organéw, jak i
wprowadzonych implantéw sztucznych. Jest jedng z nie-
licznych bakterii, posiadajgcg receptory rozpoznajgce i
przyczepiajace sie do fibronektyny [20,23].

Pateczka okreznicy (Escherichia coli) (bakterie Gram-
ujemne) stanowi fizjologiczng flore ukladu pokarmowego
cziowieka i zwierzat. Jednakze bakterie Escherichia coli,
ktére sg nieszkodliwe w jelicie, mogg powodowac scho-
rzenia innych uktadéw. Escherichia coli jest najczestszym
bakteryjnym patogenem u cztowieka oraz jedna z gtéwnych
bakterii wywotujacych sepse ogdlnoustrojowa (powoduje ok.
15% przypadkow sepsy szpitalnej) [23].

Plesniawka (Candida albicans) jest przedstawicielem
drozdzakéw (przedstawiciel grzybow Gram-dodatnich),
ktére naturalnie bytuja w organizmie ludzkim, nie wywo-
tujgc zakazenia. Jesli jednak dostang sie do organizmu
zywego o obnizonej odpornosci (spowodowanej cigza,

For maintaining of constant pH of cytoplasm excess protons
must be exported, what is the reason of depletion of cellular
energy. What more short-chain fatty acids interfere nutrient
transport, damage cytoplasmic membrane and disrupt of
outer membrane permeability of bacterial cells [18].

The synthetic alternative of PHB is chemically synthe-
sized atactic poly([R,S]-3-hydroxybutyrate) (a-PHB), which
oligomers are known as biocompatible [19].

It is known that proteins are adsorbed on surface of
material only a few seconds afterimmersion an implant into
living organism. Immediately blood elements (thrombocytes,
endothelium cells, and fibroblasts), bacteria and fungi are
adhered to protein layer, and despite of antibiotic prophy-
lactic, surgery wound infects repeatedly. So, the ability of
material to selective protein adsorption and to non-adhesion
of microorganism is very important.

Despite of antiseptic prophylactic and antibiotic therapy
during surgery with polymeric implanted material, the
bacterial or fungal infection still can be a reason of graft
refusing or even sepsis of the whole organism. The vessels
prosthesis infection appears in 1-5% of medical operations
[11] and 13.2 % of patients are infected during catheteriza-
tion [20]. Polymeric materials can be seeding by no sterility
conditions either of implant preserving or during surgery.
Microorganisms can also derive from a distant side, like
infected tooth or throat.

Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Escherichia coli, Enterobacteriaceae and Kliebsiella spe-
cies are the microorganisms which cause the early infection
(appearing up to few weeks after surgery). The late infection
(appearing after few months or even years after operation)
is caused by Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas
species and Staphylococcus epidermidis [11]. In orthopedic
surgery, because of synthetic grafts, 55% of infections are
evoked by Staphylococcus epidermidis, 10-20% by Staphy-
lococcus aureus, and the rest by Klebsiella, Enterobacter,
Escherichia coli, Pseudomonas and fungi - Candida sp. [21].
Intravascular catheter-associated infections are caused by
coagulase-negative Staphylococci (40%), Staphylococcus
aureus (20%) and fungi, specially by Candida albicans
(10%) [22].

Staphylococcus aureus, belonging to gram-positive bac-
teria, is very often the reason of surgery infection because
of adhere ability to natural tissue and synthetic material sur-
face. 20% of hospital sepsis is evoking by Staphylococcus
aureus [23]). It is also one of not numerous bacteria, which
possess fibronectin — recognize receptors what causes that
they are especially dangerous [20,23].

Escherichia coli (gram-negative bacteria) naturally exist
in alimentary tract, but can infect other systems and tissues.
Escherichia coli is one of bacterium caused sepsis (15% of
hospital sepsis is evoking by it [23]).

Also Candida albicans physiologically lives in human
organism and can induce an infection only in the case of
weaknesses or decreases of natural organism immunology
(caused by pregnancy, lack of vitamins, diabetes, AIDS or
surgery operation). Candida albicans (belongs to gram-
positive fungi) can produce toxins and enzymes, destructing
the cell walls of living organism. Generally fungi are more
resistance on environmental factors than bacteria, because
of much complicated eukaryotic fungal cell structure in
comparison to prokaryotic bacterial cells [23].

The aim of the present study was to estimate the influence
of novel aliphatic polyurethanes, based on atactic poly([R,S]-
3-hydroxybutyrate), on growth of Staphylococcus aureus,
Escherichia coli and Candida albicans in the area around
polymer samples. For comparison the measurement of zone
of inhibition was also performed for ChronoThane T — the
medical grade aliphatic polyurethane and for pure solvent.
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wiekiem podesztym, niedoborem witamin, lub interwencjg
chirurgiczng) moga wywotac infekcje, zwang potocznie
kandydozg. Organizmy te zdolne sg do produkcji wielu
toksyn, a takze enzymow, niszczacych sciany komérkowe.
Wyjatkowa opornosé grzybdéw na dziatanie czynnikow
zewnetrznych wynika tez ze znacznie bardziej ztozonej
budowy eukariotycznej komorki grzyba niz prokariotycznej
komérki baterii [23].

Celem pracy byto oznaczenie wptywu nowych alifatycz-
nych poliuretandw, zawierajacych w swej strukturze atak-
tyczny poli([R,S]-3-hydroksymaslan), na wzrost Staphylo-
coccus aureus, Escherichia coli i Candida albicans dookota
probek polimeréw. Dla poréwnania oznaczono tez strefe
zahamowania wzrostu mikroorganizmoéw dla handlowego,
biomedycznego poliuretanu ChronoThane T oraz dla roz-
puszczalnika, uzytego w syntezie poliuretanéw.

Czes¢ doswiadczalna

Materialy

Synteze poliuretanéw prowadzono
metoda dwuetapowa [24,25]. Segment
gietki zbudowany jest z poli([R,S]-3-
hydroksymaslanu) (a-PHB, Mn=2000,

Experimental

Materials

Synthesis of polyurethane was carried out in a two-step
reaction, as reported previously [24,25]. Soft segments were
built from atactic, hydroxyterminated poly([R,S]-3-hydroxy-
butyrate) (a-PHB, Mn=2000, supplied from CMPiW PAS,
Zabrze) and polycaprolactone diol (PCL, Mn=1900, Aldrich)
or polyoxytetramethylene diol (PTMG, Mn=2000, Aldrich).
Hard segments contained 4,4’-methylene dicyclohexyl di-
isocyanate (H,,MDI, Alfa Aesar) and 1,4-butanediol (1,4-BD,
Aldrich). The molar ratio of NCO:OH groups in prepolymer
was 3.7:1 and 2:1. N,N-dimethylformamide (DMF, Labscan
Ltd) was used as a solvent. Composition of obtained poly-
urethane is presented in TABLE 1.

Aliphatic polyetherurethane - ChronoThane T, kindly
supplied from AdvanSource Biomaterials Corporation in
Wilmington, USA, was formed into foil (by dissolving in DMF
and then its evaporation).

TABELA 1. Sktad poliuretanow.
TABLE 1. Composition of obtained polyurethanes.

) ' o NCO:OH
otrzymany z CMPiW PAN, Zabrze) i Sktad segmentéw gietkich /  Segmenty sztywne / .

) . PUR > w prepolimerze /
polikaprolaktonodiolu (PCL, Mn=1900, Composition of soft segment Hard segment in prepolimer
Aldrich) lub polioksytetrametylenodiolu
(PTMG, Mn=2000, Aldrich). Segment JPUR-B 23% a-PHB + 77% PCL H,,MDI+1.4-BD 3.7:1
sztywny zas otrzymano w wyniku §IpyR-C 100% a-PHB H,,MDI+1.4-BD 3.7:1
reakcji 4,4’-diizocyjanian dicyklohek- 5 5 -
sylometanu (H,,MDI, Alfa Aesar) i 1,4- PUR-D | 23% a-PHB + 77% PTMG H,,MDI+1.4-BD 2:1
butanodiolu(1,4-BD, Aldrich). Stosunek JPUR-E 23% a-PHB + 77% PCL H,,MDI+1.4-BD 2:1

molowy grup NCO:OH w prepolimerze
wynosit 3,7:1 oraz 2:1. Jako rozpuszczalnika uzyto N,N-di-
metyloformamidu (DMF, Labscan Ltd). Sktad poliuretanéw
przedstawiono w TABELI 1.

Alifatyczny polieterouretan - ChronoThane T, otrzymany
dzieki uprzejmosci AdvanSource Biomaterials Corporation w
Wilmington, USA, uformowano w folie (przez rozpuszczenie
granulatu poliuretanowego w DMF, a nastepnie odparowanie
rozpuszczalnika).

Folie badanych poliuretanéw oraz ChronoThane T ogrze-
wano prézniowo w temp. 50°C przez 20 godz., a nastepnie
po pocieciu na krgzki — sterylizowano plazma generowang,
znad H,0, w aparacie STERRAD*50 (Johnson & Johnson),
przez 45 minut w 50°C. Czes$¢ probek sterylizowano bez
uprzedniego wygrzewania (w 50°C przez 20 godz.).

Strefa zahamowania wzrostu

Strefe zahamowania wzrostu mikroorganizmow wokét
probek poliuretanéw badano dla oznaczenia wptywu bada-
nych polimeréw na mikroorganizmy. Do badania wybrano
szczepy bakterii i grzyba, typowe dla zakazehn w implanto-
logii, tj. Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia
coli (ATCC 25922) oraz Candida albicans (pochodzgacego
z materiatu klinicznego).

Trzy sterylne krazki poliuretanu (8 mm? $rednicy) umiesz-
czono na podtozu Mueller — Hinton Agar, po wczesniejszym
rozprowadzeniu mikroorganizméw (0,5 McF). Ptytke z krgz-
kami polimeru preinkubowano w temperaturze pokojowej,
przez ok. 15 minut, a nastepnie inkubacje kontynuowano w
37°C, przez 24 godziny. Po inkubac;ji ptytki wyjeto z cieplarki.
Wynik odczytano, mierzac strefe zahamowania wzrostu
kolonii mikroorganizmoéw od krawedzi krazkow.

Dla poréwnania badanie wykonano réwniez dla Chro-
noThane T oraz dla krgzkéw bibuty zwilzonych DMF
(bezposrednio po zwilzeniu oraz po odparowaniu rozpusz-
czalnika).

Foils of investigated polyurethanes and ChronoThane T
were heated at temp. 50°C for 20 h in vacuum dryer, and
after cutting into circum samples, they had been plasma
(H,0,) sterilized in STERRAD*50 apparatus (Johnson &
Johnson), for 45 minutes at 50°C. Some polyurethanes
samples were sterilized without additional heating (at 50°C
for 20 h).

Zone of inhibition measurements

Zone of inhibition measurements [9] were performed on
polyurethanes samples, to evaluate their influence on typical
for biomaterial infections microorganisms: Staphylococ-
cus aureus (ATCC 25923, Becton Dickinson Diagnostic),
Escherichia coli (ATCC 25922, Becton Dickinson Diagnostic)
and Candida albicans (derivated from clinical material).

Three sterile circle samples of the material (8 mm of
diameter) were carefully placed onto the surface of Mueller-
Hinton agar after the plate was inoculated with microorgan-
isms (0.5 McFarland). Plates with polymer samples were
pre-incubated at room temperature for 15 minutes and
then were incubated at 37°C for 24 hours. After incubation
the plates were removed from incubator and inspected
for regions surrounding the polymer samples in which
microorganisms growth was absent or reduced. The aver-
age distance between the edges of the polymer material
and the beginning of the bacterial and fungal lawn was
determined.

The influence on microorganisms growth around Chrono-
Thane T samples and around paper samples wetted with
DMF (with and without evaporation of solvent) was estimated
as well.

75

®© 0 0000000000000 0000006000000000000000000 000  =umm

Ll


http://mostwiedzy.pl

76

Wyniki i dyskusja

IMVA I ERIALS

v

Dl w¥

Wyniki obserwacji strefy zahamowania wzrostu mikro-
organizméw, mierzone jako odlegtos¢é miedzy krawedzig
prébki poliuretanu, a zywymi koloniami przedstawiono w
TABELI 2 3.

Badane poliuretany, a takze handlowy ChronoThane T
nie zawierajg w swojej strukturze wymywanych biocydow,
zatem nie spodziewano sie, ze wzrost mikroorganizmow
dookota prébek polimerdéw zostanie zahamowany.

Dane przedstawione w TABELI 2 wskazujg, ze Staphy-
lococcus aureus jest najbardziej wrazliwym, sposréd ba-
danych szczepow, mikroorganizmem na kontakt z probkag
poliuretanu. Znacznie mniejsze odsuniecia wokét krgzkéw
polimeréw, umieszczonych na ptytce z wysianym szczepem
Escherichia coli, wynikajg ze ztozonosci budowy $cian ko-
morkowych komorek bakterii. Zewnetrzng ochrone bakterii
gram-ujemnych stanowi wielowarstwowa, ztozona sciana
komoérkowa, gdy tymczasem struktura sciany komorkowej
bakterii gram-dodatnich (do ktérych nalezy Staphylococcus
aureus) jest znacznie prostsza [23,26]. Wysoka odpornosé
komoérek Candida albicans na dziatanie czynnikéw ze-
wnetrznych wynika z ich dimorfizmu (czyli wzrostu w fazie
drozdzowej w postaci blastospor lub w fazie nitkowatej)
oraz z wydzielania przez komorki grzyba sluzowej otoczki,
szczelnie chronigcej komorki.

Aby wykluczy¢ wptyw rozpuszczalnika na wzrost mikro-
organizmow na poditozu Mueller — Hinton Agar umieszczono
trzy krazki bibuty (8 mm?) nasgczone DMF (badanie powta-
rzano dla bibuty przed i po odparowaniu rozpuszczalnika).
W zadnym wypadku nie zaobserwowano strefy zahamowa-
nia wzrostu Escherichia coli and Candida albicans, podobnie
jak dla Staphylococcus aureus [27]. Wskazuje to na brak
wiasciwosci biostatycznych czystego DMF.

Jednoczesnie oznaczono wptyw zahamowania wzrostu
bakterii dookota prébek poliuretanéw przed i po wygrze-
waniu w 50°C przez 20 godzin. Bioragc pod uwage, ze
mikrostruktura poliuretanéw ulega reorganizacji podczas
ogrzewania, przypuszcza sie, ze mobilne tancuchy seg-
mentéw gietkich, wzbogacone w a-PHB (wykazujacy
prawdopodobne dziatanie przeciwbakteryjne), przesuwajag,
sie na powierzchnie poliuretanu. Zahamowanie wzrostu
bakterii Staphylococcus aureus wokét poliuretanéw PUR-
B i PUR-D wynosito odpowiednio 8 i 10 mm od krawedzi
prébek (TABELA 2). Wyniki do$wiadczenia powtérzonego
dla probek poliuretanéw dodatkowo ogrzanych wskazuja,
ze strefy odsuniecia zmniejszyly sie do 6 i 8 mm. Podobng
zaleznos$¢ zaobserwowano badajgc zahamowanie wzrostu
bakterii Escherichia coli (TABELA 2).

Segmenty gietkie zawierajace a-PHB, zlokalizowane sg
prawdopodobnie na powierzchni prébek poliuretanéw ha-
mujac wzrost mikroorganizmow. W przypadku PUR o niskiej
gestosci ruchliwos¢ tancuchdw powinna by¢ wysoka utatwia-
jac tym samym ich przemieszczanie sie na powierzchnie.
Potwierdzajg to obserwacje strefy zahamowania wzrostu
mikroorganizméw wokét probek polimerow (TABELA 2).
Poliuretany z wieksza zawartoscig segmentoéw gietkich
(NCO:OH = 2:1 w prepolimerze) — PUR-D i PUR-E — majg,
wiekszy wptyw na zywotnos¢ bakterii i grzybéw niz PUR-B
i PUR-C (NCO:OH = 3,7:1 w prepolimerze). Poliuretany
te maja najmniejszg gestosé, gdy tymczasem PUR-C
— najwiekszg [28]. Wzrost bakterii Staphylococcus aure-
us dookota PUR-C byt tylko nieznacznie zahamowany
w poréwnaniu do pozostatych poliuretanéw (TABELA 2).
Nie zaobserwowano natomiast strefy odsuniecia wokot
probek umieszczonych na ptytkach z Escherichia coli i
Candida albicans.

Results and discussion

The observation of zones of microorganism growth inhibi-
tion measured as the average distance between the edges
of the polymer material and the beginning of the bacterial
and fungal lawn are shown in TABLE 2 and 3.

No inhibition zone of the microorganisms growth around
the polymer samples was expected for PURs and Chrono-
Thane T samples, because they did not contain leachable
biocides in their structure. It was surprising that bacterial
growth around the polyurethane was inhibited (TABLE 2, 3).

Data shown in TABLE 2 indicate that Staphylococcus
aureus was the most sensitive microorganism to polymer
material in conditions of investigation. Much smaller influ-
ence of synthetic material on Escherichia coli colony was
resulting from the more complicated (than for gram-posi-
tive) structure of gram-negative bacteria cells’ wall [23,27].
The very high resistance of Candida albicans on outside
factors was connected with a fungi dimorphism (growth
as blastospore or as thread phase) and ability to matrix
produce.

For excluding of the pure solvent influence on microor-
ganisms growth the circle tissue-paper samples (8 mm of
diameter), wetted previously with DMF (with and without
an evaporation of solvent), were immersed in seeded
agar plate. No zones of inhibition of Escherichia coli and
Candida albicans microorganisms were observed around
paper samples with DMF in all cases. It was in agreement
with the results of investigation of Staphylococcus aureus
growth in contact with that solvent [26]. It is proving the lack
of bacterio- and fungistatic properties of pure DMF.

Simultaneously the observations of zones of bacterial
growth inhibition around samples of polyurethanes before
and after additional vacuum heating at 50°C for 20 hours
were performed. Taking under consideration that microstruc-
ture of polyurethanes is reorganized during heating, it was
stated that possible is that the mobile chains of soft seg-
ments, enriched in a-PHB (probably revealing antibacterial
activity), had moved to the polymer surface. The inhibition
of Staphylococcus aureus bacteria growth was observed
in 8 and 10 mm from edge of PUR-B and PUR-D samples
(TABLE 2). The zone of inhibition decreased to 6 and 8 mm
for samples of those polyurethanes, which were addition-
ally heated. The similar observations were done during the
estimation of zone of inhibition on Escherichia coli bacteria
(TABLE 2).

Soft segments of polyurethanes containing a-PHB were
probably located on surface of polymer samples what re-
strained microorganisms growth. In the case of low density
PURSs mobility of chains was high what facilitated their migra-
tion to the sample surface. It was confirmed by observations
of zones of microorganisms growth around PURs samples
(TABLE 2). Polyurethanes with higher amount of soft seg-
ments (NCO:OH = 2:1 in prepolymer) — PUR-D and PUR-E
- had the higher influence on bacteria and fungi vitality than
PUR-B and PUR-C (NCO:OH = 3.7:1 in prepolymer). Those
polymers revealed the smallest density among obtained
polyurethanes, whereas the density of PUR-C was the
highest [28]. The growth of Staphylococcus aureus bacteria
around PUR-C samples was slightly inhibited in comparison
to other polyurethanes (TABLE 2), and no zone of inhibition
was observed around samples on plates inoculated with
Escherichia coli and Candida albicans.
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TABELA 2. Strefa zahamowania wzrostu Staphylococcus aureus, Escherichia coli i Candida albicans, mierzona eeo0o000o0
jako odlegtos¢ od krawedzi prébki poliuretanu do zywych bakterii i grzybéw (todchylenie standardowe).

TABLE 2. Zone of growth inhibition of Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Candida albicans, mea-

sured as the average distance between the edges of the polymer material and the beginning of the bacterial

and fungal lawn (+standard deviation).

Pobrano z mostwiedzy.pl
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Strefa zahamowania wzrostu / Zone of inhibition [mm]

Staphylococcus aureus

Escherichia coli

Candida albicans

PUR-B (8+1.0* / 6+£2.0)** 1.5+0.5* / 0.540.1 0

PUR-C 6+1.0 0 0

PUR-D 10+2.0* / 8+1.5 2+1.0*/ 1+£0.5 0.5+0.1

PUR-E 7.5+£2.5 2+1.0 0.5+0.1
ChronoThane T 2.5+£1.0 0 0

* strefa zahamowania wzrostu bakterii oznaczona przed dodatkowym wygrzewaniem (50°C /20 godz.), ** dane publikowane w [27]
* zone of c.;rowth inhibition of bacteria before additional heating (50°C / 20 h), ** data presented in [27]

TABELA 3. Zdjecia ptytek agarowych z prébkami poliuretanow (ogrzewanych dodatkowo w 50°C przez 20 godz.
przed badaniem) z utworzonymi strefami zahamowania wzrostu Staphylococcus aureus, Escherichia coli i
Candida albicans po inkubaciji w 37°C przez 24 godz.

TABLE 3. Pictures of plates with the zone inhibition, resulting from contact of polyurethanes samples (addi-
tionally heated at 50°C for 20 h before experiment) with agar plates inoculated with Staphylococcus aureus,
Escherichia coli and Candida albicans and incubated at 37°C for 24 h.

Staphylococcus aureus Escherichia coli Candida albicans

PUR-E PUR-D PUR-C PUR-B

ChronoThane T
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Oznaczenie wptywu nowych alifatycznych poliuretandw,
zawierajgcych w swej strukturze ataktyczny poli([R,S]-3-hy-
droksymaslan), na wzrost Staphylococcus aureus, Escheri-
chia coli i Candida albicans dookota probek polimeréw wska-
zuje na ich wtasciwosci biostatyczne. Staphylococcus aureus
jest najbardziej wrazliwym, sposréd badanych szczepodw,
mikroorganizmem na kontakt z probka poliuretanu. Wiedzac,
ze kwas 3-hydroksymastowy nalezy do kwaséw ttuszczowych,
charakteryzujgcych sie dziataniem przeciwbakteryjnym,
stwierdzono, ze obecnos¢ poli([R,S]-3-hydroksymaslanu) ma
wplyw na zahamowanie wzrostu mikroorganizmow dookota
prébek polimerdw. Istotne znaczenie ma takze gestos¢ poliu-
retandw. Probki PUR o matej gestosci wyraznie wptynety na
zahamowanie rozwoju bakterii i grzybéw. Przypuszcza sie,
ze podczas ogrzewania probek poliuretandw ich struktura
ulegta reorganizacji i mobilne segmenty gietkie z poli([R,S]-
3-hydroksymaslanem) migrowaty na powierzchnie probek,
co bylo przyczyng zahamowania rozwoju mikroorganizmaéw.
Wyniki badan nie wskazujg jednoznacznie na biobdjcze lub
biostatyczne wiadciwosci otrzymanych poliuretanow, lecz
planowane badania adhezji bakterii do powierzchni poliure-
tandéw mogg pomaoc w ich jednoznacznej ocenie.

Biorgc pod uwage wyniki badah hemokompatybilnosci
otrzymanych poliuretanéw z syntetycznym poli([R,S]-3-
hydroksymaslanem) oraz ich wptyw na zahamowanie wzro-
stu mikroorganizméw chorobotwdrczych mozna przyjac,
ze jest to materiat, nadajacy sie do dalszych badan nad
zastosowaniem w medycynie.
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Conclusion

The determination of the influence of novel aliphatic poly-
urethanes, based on atactic poly([R,S]-3-hydroxybutyrate),
on growth of Staphylococcus aureus, Escherichia coli and
Candida albicans indicated on the biostatic properties of
these polyurethanes. The microorganisms growth was
the most inhibited in the case of Staphylococcus aureus.
Knowing that 3-hydroxybutyrate belonging to fatty acids,
revealed antibacterial activity, it was also concluded that
poly([R,S]-hydroxybutyrate) was responsible for the de-
crease of microorganism growth around polymer samples.
Moreover the density of polymers seemed to matter in that
case. The polyurethanes with low density revealed the
distinct influence on bacteria and fungi vitality. It is pos-
sible that during heating of PURs samples the structure
was reorganized and mobile segments with poly([R,S]-3-
hydroxybutyrate) migrated to the polymer surface, what was
the probably reason of microorganisms growth restrain.
The obtained results not clearly suggested the biocidal or
biostatic properties of resultant polyurethanes, but the future
determination of bacterial adhesion onto polymer surface
might help to estimate their bactericidal or bacteriostatic
properties.

Taking under consideration the previous results of hemo-
compatibility estimation of obtained polyurethanes, and their
influence on growth of pathogenic microorganisms it could
be concluded that PURs with poly([R,S]-hydroxybutyrate)
are the promising material for medical application.
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