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antimicrobiche per applicazioni chirurgiche

af Luigi Botta, Roberto Scaffaro, Francesco Paolo La Mantia™

La contaminazione batterica & un problema
che investe una grande varieta di materiali
utilizzati per le applicazioni biomedical.
Molli di questi manulatti polimeric vengono
sterilizzati per il boro utilizzo finale ma, clo-
nonostante, & comunque elevata la possi-
bilith di una contaminazione batterica una
violla esposti all'atmosfera. Inolire, l'inseri-
mento di materiale estraneo nell'organismo
suscita sempre una reazione immunitaria
efo infiammatoria pill o meno intensa.

I fili da sutura, per esempio, si ricoprono di
fluidi molto ricchi di proteine creandao I'am-
biente perfetto per la proliferazione batte-
rica. Una volta che ka sutura & contaminata,
il sistema immunitario innesca sistemi di
disinfeziona locali che risullang spesso
mefficaci & causano Iinsorgere di reazioni
infiammatorie pit 0 meno gravi. Con queste
premesse, risulta evidente 'interesse cre-
scente e la necessita di realizzare fili da su-
tura con proprieta antimicrobiche.

Metodi di produzione

Il conferimento di proprieta antibatteriche
al filo da sutura pub essere effettuato at-
traverso diversi metodi e ped madificare o
mena la struttura del polimero. Bisogna,

comungue, verificare che |'introduzione
dall'antimicrobico non modifichi significati-
vamente le proprietd meccaniche del ma-
teriale. | metodi altualmente utilizzati per Ia
produzione di fili con proprieta antibatteri-
che sono essenzialmente il coating e |l
grafting, e molto pid raramente |'incorpo-
razione da fuso, del-
I'agente antibatterico.

La tecnica del coating
viene effettuata immer-
gendo il materiale in una
soluzione che contiene
la sostanza che si desi-
dera depositare sulla
superficie del filo poli-
merico. In questo modo

L'incorporazione da fuso, infine, consiste
nel miscelare la sostanza antimicrobica con
la matrice polimerica allo stato fuso. £ owio
che, in questo processo, il rischio di degra-
dazione dell'antibatterico sia molto mag-
giore rispetto alle altre tecniche, in quanto
le temperature di lavorazione del materiale

PCL + CHX
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Il filo risultera ricoperto gy 2. fest d'inibizione in terreno salido contro M. uteus per le fibre
da un film sottile, il cul i PEL & PCL con clorexiding. Alaumentare dell’attivita antimicro-
spessore dipende da  bica, aumenta lalong intorne al filo

numercsi fattori ra cui

la viscosita della soluzione, la velocita di
esfrazione, la tensione superficiale e I'ac-
celerazione di gravita. In letteratura sono ri-
portati diversi casi di preparazione di fil
antimicrobici per mezzo del coating, in cui
il filo da sutura viene immersa in una solu-
zione contenente I"antimécrobico.

I grafting consiste
invece nell'introdu-
Zione di particolari
gruppi chimici nella
catena polimerica, in
modo tale da confe-
rire al materiale pro-
prieta che prima non
aveva, Solitamente
l'innesto si realizza
introducendo il poli-
mera in una solu-
zione, in condizioni di
temperatura e di pH
tali da favarire l'inne-
sto dei gruppi funzio-
nali desiderati nella
catena polimerica. La
percentuale di inne-
sto pud essere con-

Fig. 1 - La nuova apparecehiatura Spinfheo {idealnsty, ftalia) permetle trollata facilmente

ef misurare fe proprieta reclogiche in fusso elongazionale ron isoterma
&, confemporaneamente, preparare le miscele e raccongliere e fibve pro-

dolle a diversi valor del rapporto of stiro

variando le condi-
Zioni operative.

s0n0 decisamente elevate per molti antimi-
crabici. Tuttavia, una volta trovato il giusto
accoppiamento tra polimero e antimicro-
bico, il processo offre senza dubbio enormi
vantaggi economici e applicativi, in quanto
consente di inserire la sostanza anfimicro-
bica direttamente nella fase di estrusione e
non richiede |'utilizzo di solventi, per cui |
costi di produziona risultano notevolmenle
riclotti.

La realizzazione di fili con proprieth antimi-
crobiche & tuttora oggetto di studio. La dif-
ficolta maggiore sta nel trovare un buon
compromesso tra I'efficacia antimicrobica
del filo, la facilita di produzione e il suo
costo, aspetto certamente da non trascu-
rare. e, da un lato, 'utilizzo di fili antimi-
crobici ridurrebbe o eliminerebbe del tutto
e spese dei farmaci da assumere durante
il periocdo post operatorio (senza, owia-
mente, considerare | costi umani), dall’altro
| costi di produzione devono essere tali da
garantire un prezzo accessibile.

Parte sperimentale:
preparazione di fibre

di PCL antimicrobiche

Una volta introdotto "antibatterico nel filo,
con uno dei metodi llustrati precedente-
mente, & necessario: verificare che il ma-



teriale sia rimasto filabile nonostante I'in-
froduzione della carica; testare le proprieta
meccaniche del materiale, in particolare il
carico di rottura; verificare le proprieta an-
timicrobiche del filo; studiare la cinetica di
rilascio defla sostanza. Nei laboratori del di-
partimento di Ingegneria dei Materiali del-
|'Universita di Palermo @ stata studiata la
possibilita di preparare libre di policapro-
lattone (PCL) con proprieta antimicrobiche
per applicazioni in fili da sutura. In partico-
lare, i fili sono stali dotati di proprieta anti-
microbiche incorporando da fuso la
clorexidina nella matrice palimerica durante
un'operazione di estrusione [1].

Il policaprolattone & un poliestere alifatico
sintetico biodegradabile molto usato per
applicazioni biomadicali, quali: sistemi per
il rilascio controlkato dei farmacd, fili da su-
tura assorbibili e strutture per applicazioni
in Ingegneria tissutale [2]. La clorexidina
(CHX) & un agente battericida ad ampio
spettro d'aziona, attive varso Gram posilivi,
Gram negativi @ anche verso miceti. Viena
impiegata principalmente per la sua azione
disinfetlante e antisettica nella disinfezione
delle ferite, in diversi prodathi per ligiene
orale e, in generale, in varie applicazioni
pdontoiatriche [3]. Sia la clorexidina (solto-
forma di diacetato) sia il PCL utilizzati in
guesto lavoro sono materiali commerciali
fornili dalla societa Sigma Aldrich.

La clorexiding & stata incorporata nel PCL a
diverse concentrazioni (1%, 2% e 4% in
peso) durante 'operazione di estrusione ef-
fetluata con un estrusore bivite controro-
fante e un profilo di temperatura di
40-50-70-100 *C. Le fibre sono state pro-
dotte in linea usanda una nuova apparec-
chiatura - SpinRheo (idealnstr, lalia) - posta
a valle dell'estrusore, costituendo cosi un
VEID & proprio impianto pilota per la produ-
Zione di fibre. L'apparecchiatura, mostrata
in figura 1, & composta da un sistema di
pulegge che afferra il filamento e ko convo-
qlia verso un rullo, rotante a velocita co-
stante o ad accelerazione costante, su cul
viene awolto il filamento stesso. Quindi,
variando opporiunamente la velocita di ay-
volgimento della bobina & la portata del-
Festrusore & possibile ottenere fibre del
diametro desicerato. Le fibre prodotte in
Questo lavoro hanno un diametro medio di
250 pm,

La caratterizzazions in flusso elongazionale
non isotermo & stata condotta utilizzando la
slessa apparecchiatura, che & dotata, in-
fatti, di una cella di carico che permetie di
misurare |a forza agente sul filamento. Alla
Foftura del filo, viene quindi registrata la
farza (MS: Melt Strength) e la velocita a cui
€ awwenuta Ja rottura, |l rapporto fra tale ve-
l0cité & [a velocit di estrusione (BSR: Brea-
King Stretching Ratic) & 'allungamento
Mmassimo che il fuso pud subire in quelle

determinate  condli-
zioni sperimentali.
L'apparecchiatura
permette quindi di
misurare le proprieta
reologiche in flusso
glongazionale  non
isotermo e, contem-
poraneamenta, i
preparare le miscele
e raccogliere le fibre
prodotte a diverst va-
lori del rapporto di
glirn. Le proprietd
meccaniche  delle
fibre sono state valu-
fate mediante prove
di frazione eseguite
con un dinamometro
Instron  (ITW, To-
ring).

|'attivita antibatte-
rica dei fili prodotti
& stata verificata at-
traverso lest di dif-
fusione iIn agar.
Linibizione nei con-
fronti di due Gram
positivi (M. luleus e
B. subtilis) e di un
Gram negativo (E.
coli)y & stata stu- 02
diata valutando la

zona d'inibizione 0
attorno alle fibre.
Questa tipologia di
test prevede I'alle-
stimento di piastre
con idoneo terreno
solido, inoculate con una quantita di batteri
sufficiente a dare uno sviluppo confluente
che provochi una patina uniforme sul ter-
rend. Subito dopo l'inoculo, si depone sulla
superficie della piasira una serie di dischetti
ritagliati dai materiali di cui si desidera te-
stare 'attivita antimicrobica. Si pongono le
piastre in incubatore a 37°C per 18-24 ore,
Se il microrganismo cresce normalmente
significa che & resistente, se invece & sen-
sibile si rende wisibile attorno al disco un
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Fig. 3 - Test dinibiziona in terrene liguido condre M. lteus per le fitve
i PCL & PCL con clorexiding. Al cresceve doll'athivita anlibatferica, dj-

mymisee fa torbidita del sistema
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Fig. 4 - Rilascio cumlative df CHX in acqua distillata in fkinzione del

alone di inibizionea.

sono state condotte inoftre prove di inibi-
zione alla crescita batterica in un terreno li-
quide. Il rilascio di CHX dalle fibre in acqua
distillata & slato valutalo attraverso uno
gpettrofotometro UV-visibile,

Risultati

Tutte e fibre contenenti clorexiding hanno
mostrato un chiaro alone d'inibizione nei
confronti di entrambi i tipi di batteri, Cio si-

Fig. 5 - Micrografie SEM delfa superficie delfe fibre di: a) PGL + 1% CHX: b} PCL + 4% CHX
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gnifica che la proliferazione microbica viene
fermata dalla presenza della clorexidina. Al
contrario, le fibre di PCL tal quale, come al-
tesn, non hanno mastrato nassuna atlivila
antibatterica, come & visibile in figura 2,

bico (1% in peso) mostra una marcata zona
d'inibiziona alla crescita batterica. Anche i
lest d'inibizione in terreno lguido hanno
confermato la chiara attivitd antibatterica
espletata dai fili preparati con clorexidina,
come si pud consta-
tare osservando la

| figura 3.
' Lo sludio del rilascio
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Fig. & - Melf Strength (MS) in funzione della porfaia volumetrica
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' di clorexidina dalle
fibre ha mostrato,
come previsto, che
all'aumentare delia
—PEL quantita di agente
i POLHINCHA antibatlerico incor-

= POLAFREHK
& POLAMCHA poralo aumenta la
s il i quantitd rilasciata (fi-

qura 4}- Inoltre, al-
l'aumentare della
concentrazione di

per il PCL & il PCL con CHX CHXincomorats. a
menta il rilascio im-
10 T mecdiato (effelto burst)
160 i POL + 13CHY cli agente antimicro-
o = Egt::ﬁ bico. Cid e _Iegatn
o dd molto probabilmente
- alla maggiore dispo-
& ; nibilite: i clorexidina
o sulla superficie delle
s fiwe & maggiore con-
40 centrazione, come &
» evidenziato dalle mi-
b g, | crografie SEM ripor-
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Fig. 7 - Breaking Stretehing Ratio (BSR) in funziong della portata

valumeirica per il PCL g il POL con CHY

nel caso di un test condotto contro il M. lu-
teus, L'alone d'inibizione cresce all'aumen-
tara della quantita di CHX incorporata nel
PCL, anche se gid la fibra conlenente la pid
bassa concentrazione di agente antimicro-

tate in figura 5.

| materiali prodofti
sono stati caratleriz-
zati in flusso elonga-
Zionale nan isotermo
per studiare gli effetli delintroduzione della
carica sulla filabilith del materiale. In figura
6 sono riportati i valori di MS in funzione
della portata volumetrica (cm®/s) per tutti i
materiali prodotti. All'aumentare della per-
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Fig. 8 - Madulo elastico (E), tensione a rottura (TS) e allungamento a roftura (EB) delie fibre df PCL

2 PEL con CHY

centuale di antimicrobico introdotto si nota
un lieve aumento della melt strength, la cui
entitd & cosi bassa da potersi considerare
trascurahbile.

La figura 7 mostra il valore di BSR degli
stessi materiali in funzione defla porata vo-
lumetrica. | valori di BSR diminuiscono lie-
vemente all' aumentare della concentrazione
dell’agente antimicrobico introdotio. Co-
munque, anche per lo stiro, le variazioni
dovute all'incorporazione dell'agente anti-
microbico possong considerarsi trascura-
bili.

Infine, al fine di verificare se 'incorpora-
Zione della CHX abbia modificato le pro-
prieta meccaniche cei materiall prodoti,
inficiandone cosi la possibilith di utilizzo no-
nostante I'acquisita proprieta antibatterica,
ke fibre sono state soltoposte a prove di tra-
Zicne,

L'aggiunta della CHX ({figura 8) non in-
fluenza in maniera rilevante le proprieta a
lrazione delle fibre, nemmeano alla concen-
trazione pit elevata di CHX. Il modulo ela-
stico cresce leggermente all'aumentare
della concentrazione di CHX, invece en-
trambe le proprieta a rotlura diminuiscono
salo molta ievemente e comungue in mado
non significative rispetto alla fibra pura.
Questo risultato € dovulo molto probabil-
mente alla presenza della carica solida in-
corparata, che irrigidisce lievemente il
materiale aumentandone di consequenza il
madulo & riducendo la deformabilith, sep-
pur in modo trascurabile,

Conclusioni

Attraverso l'incorporazione da fuso, & stato
possibile preparare fibre di PCL contenenti
CHX che mostrano un'evidente attivith
anlibatterica. Tale attivita cresce all'au-
mentare della concantrazione di agente an-
timicrobico incorporato. Lo studio del
rilascio di CHX dalle fibre ha mostrato che
all'aumentare della quantita di agente an-
tibatterico incorporato aumenta la quantita
rilasciata. Le proprieta meccaniche e la fi-
labilith della fibre contenenti CHX sona ri-
maste praticamente invariate rispetto a
quelle della fibre tal quali.

*Dipartimento di ingegneria Civile, Ambxien-
tale, Aerospaziale, dei Materiali, Universita
di Palermo
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