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Аннотация
Введение. Проблема имплантат-ассоциированных инфекций в артропластике, остеосинтезе переломов и патологии позвоночника далека 
от своего разрешения. Перспективной является разработка биоразлагаемых имплантатов с биоактивными свойствами. Цель. Оценить in vitro 
бактерицидную активность имплантатов, изготовленных из разлагаемого материала (поликапролактона), пропитанного гидроксиапатитом 
и антибиотиком. Материалы и методы. Для изучения доступности антибиотиков цилиндрические образцы из PCL, импрегнированные 
антибиотиком (n = 6), инкубировали в дистиллированной воде при температуре 37 °С. Для оценки антибактериальных свойств использовали 
образцы в виде пористых дисков: контроль – образцы из PCL; 1 – образцы из PCL, покрытые антибиотиком и гидроксиапатитом; 2 – образцы 
из PCL, покрытые только антибиотиком; 3 – образцы из PCL, покрытые только гидроксиапатитом (n = 6 на каждый вид тестируемых образцов). 
Применяли диско-диффузионный метод определения чувствительности микроорганизмов к антибиотикам. Использовали штаммы микробов 
S. aureus ATCC 25923, P. aeruginosa ATCC 27853 и E. coli АТСС 25922. Тест-микроорганизмы культивировали на говяжье-пептонном агаре 
(МПА) при 37 °С в течение 24 часов. Количественные данные подвергали статистической обработке. Результаты. Определили, что 82,6 % 
антибиотика выделяется в течение первых суток инкубации и 8,2 % – на вторые сутки. Контрольные образцы не оказали бактерицидного 
действия. У образцов 3 выявлен антибактериальный эффект в отношении культуры E. coli. Образцы 1 и 2 в равной степени продемонстрировали 
значительное ингибирование роста S. aureus, P. aeruginosa, E. coli. Обсуждение. Большая часть антибиотика выделяется в гидролизат 
в течение первых двух суток инкубации. Пористые имплантаты, изготовленные из PCL и пропитанные антибиотиком, обладают выраженной 
антимикробной активностью в отношении наиболее распространенных грамотрицательных и грамположительных бактерий, вызывающих 
гнойные осложнения в хирургической практике. Наноструктурированный гидроксиапатит на поверхности имплантата не снижает 
бактерицидную активность. Заключение. Имплантаты из пористого поликапролактона, наполненные гидроксиапатитом и антибиотиками, 
будут способствовать стимуляции регенерации кости и одновременно обеспечивать антимикробный эффект. Наноструктурированный 
гидроксиапатит на поверхности имплантата не снижает бактерицидную активность.
Ключевые слова: биоактивный имплантат, поликапролактон, гидроксиапатит, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, 
Escherichia coli, антимикробная активность, гидролитическая деградация
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Abstract
Introduction The problem of implant-associated infections is far from being solved in arthroplasty, osteosynthesis of fractures, and spinal pathology. 
The development of biodegradable implants with bioactive properties is a promising direction. The purpose of this study was to evaluate the in vitro 
bactericidal activity of implants made from a degradable material polycaprolactone (PCL) impregnated with hydroxyapatite and an antibiotic. 
Material and methods To study antibiotic availability, antibiotic-impregnated PCL cylindrical samples (n = 6) were incubated in distilled water 
at 37 °C. To evaluate the antibacterial properties, samples in the form of porous disks were used: control samples from PCL; 1) PCL samples coated 
with antibiotic and hydroxyapatite; 2) PCL samples coated only with antibiotic; 3) PCL samples coated only with hydroxyapatite; (n = 6 for each 
type of tested samples). The disk diffusion method was used to determine the sensitivity of microorganisms to antibiotics. The microbial strains 
used were S. aureus ATCC 25923, P. aeruginosa ATCC 27853 and E. coli ATCC 25922. Test microorganisms were cultivated on beef peptone agar 
(MPA) at 37 °C for 24 hours. Quantitative data were subjected to statistical processing. Results It was determined that 82.6 % of the antibiotic was 
released during the first day of incubation and 8.2 % on the second day. Control samples did not show a bactericidal effect. Samples 3 showed an 
antibacterial effect against E. coli culture. Samples 1 and 2 equally demonstrated significant inhibition of the growth of S. aureus, P. aeruginosa, 
and E. coli. Discussion Most of the antibiotic is released into the hydrolyzate during the first two days of incubation. Porous implants made of PCL 
and impregnated with an antibiotic have pronounced antimicrobial activity against the most common gram-negative and gram-positive bacteria that 
cause purulent complications in surgical practice. Nanostructured hydroxyapatite on the surface of the implant does not reduce bactericidal activity. 
Conclusions Porous polycaprolactone implants filled with hydroxyapatite and antibiotics are targeted to stimulate bone regeneration and simultaneously 
ensure antimicrobial activity. Nanostructured hydroxyapatite on the implant surface does not decrease bactericidal activity.
Keywords: bioactive implant, polycaprolactone, hydroxyapatite, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, antimicrobial 
activity, hydrolytic degradation
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ВВЕДЕНИЕ

За последние десять лет достигнут значительный 
прогресс в разработке хирургических технологий ре-
конструкции кости с использованием биорезорбиру-
емых имплантатов, обладающих остеоиндуктивной 
активностью. Первые фиксирующие устройства, из-
готовленные из биоразлагаемых материалов, стали до-
ступны с начала 1980-х годов [1, 2]. Они до сих пор 
используются в травматологии в качестве штифтов 
и винтов и позволяют избежать операции по удалению 
имплантата [3-7]. Такие штифты в основном изготов-
лены из полимолочной кислоты и не обладают осте-
огенной активностью, а заживление перелома проис-
ходит в обычные сроки [4, 8].

Риски септических осложнений после внутреннего 
остеосинтеза не являются незначительными. Иссле-
дования, направленные на повышение биоактивности 
полимерных имплантатов, наполненных антибиотика-
ми (Биоматрикс, Алломатрикс-имплант, Остеоматрикс, 

КоллаПан G, КоллаПан L), продемонстрировали эф-
фективность данного подхода [9, 10]. Однако матрица 
таких имплантатов имеет форму мелкозернистого ма-
териала или тонкой волокнистой пленки. Таким обра-
зом, они не обеспечивают стабильного остеосинтеза. 
В моделировании методом наплавления [11] для печати 
имплантатов с 3D-структурой в настоящее время ис-
пользуются нити из линейных биорезорбируемых по-
лиэфиров, таких как полимолочная кислота (PLLA), 
поликапролактон (PCL), полигликолевая кислота 
(PGA) и их сополимеры. Насыщение этих импланта-
тов антибиотиками может обеспечить антимикробную 
активность, связанную со структурной целостностью 
и контролируемой резорбцией имплантата.

Цель – оценить in vitro бактерицидную активность 
имплантатов, изготовленных из разлагаемого материа-
ла (поликапролактона), пропитанного гидроксиапати-
том и антибиотиком.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Два типа образцов имплантатов были изучены in vitro. 
Тип 1 имел форму интрамедуллярной спицы, использу-
емой в ортопедической хирургии (цилиндрические об-
разцы PCL длиной 10,0 мм и шириной 2,4 мм). С его ис-
пользованием оценивалась доступность антибиотиков. 
Для изучения бактерицидной активности использовали 
диски диаметром 10 мм и толщиной 1 мм, изготовленные 
из PCL с помощью технологии 3D-печати. Диски имели 
ячейки диаметром 1-1,5 мм, ограниченные перекладина-
ми диаметром 1 мм (как имплантаты, предназначенные 
для лечения дефектов кости). Поверхность всех имплан-
татов была пропитана цефотаксимом, который относится 
к антибиотикам широкого спектра действия.

Имплантаты были разработаны и изготовлены 
в Томском политехническом университете. Компонен-
тами для приготовления композиционных материалов 
служили ε-поликапролактон (Sigma-Aldrich, США; 
Mn 80000) и гидроксиапатит (Fluidinova, Португалия; 
10 ± 5 мкм). Для приготовления композита PCL рас-
творяли в ацетоне особой чистоты («ЭКОС-1», Рос-
сия) в концентрации 15 мас. %. Гидроксиапатит (ГА) 
предварительно измельчали в шаровой мельнице в ке-
рамической камере с керамическими мелющими тела-
ми с добавкой ацетона в массовом соотношении 1,5:1 
при скорости вращения 72 об/мин в течение 12 часов. 
После измельчения ГА в камеру добавляли раствор PCL 
и перемешивали в шаровой мельнице. После сушки 
полученный композит измельчали в низкоскоростной 
полимерной дробилке (Shini SG-1621N, Тайвань). Из-
мельченные композиты экструдировали с помощью 
одношнекового экструдера Filabot EX2 (Filabot, США) 
с получением нитей диаметром 4 мм. Кроме того, ча-
стицы ГА наносились на поверхность имплантата пу-
тем погружения в суспензию порошка ГА и антибиоти-
ка цефотаксима в растворителе, а затем высушивались 
для удаления остатков растворителя.

Для изучения гидролитической деградации каждый 
цилиндрический образец из PCL (n = 6), импрегниро-
ванный антибиотиком, помещали в отдельную изме-
рительную ячейку, заполненную дистиллированной 

водой, объем которой определялся из расчета 4 мл на 
1 см2 поверхности образца. Далее образцы инкубиро-
вали в термостате при температуре 37 °С. Инкубаци-
онную среду меняли ежедневно. Гидролизат подверга-
ли химическому анализу на содержание антибиотика, 
которое определяли на спектрофотометре по интен-
сивности поглощения на длине волны 243 нм относи-
тельно стандартной калибровочной кривой. Продол-
жительность инкубации составила 7 дней.

Для выявления бактерицидной активности при-
меняли диско-диффузионный метод определения чув-
ствительности микроорганизмов к антибиотикам [12].

Для оценки антибактериальных свойств исполь-
зовали следующие штаммы микробов: Staphylococcus 
aureus ATCC 25923 (грамположительные бактерии), 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (грамотрица-
тельные бактерии) и Escherichia coli АТСС 25922 
(кишечные бактерии). Условия культивирования 
тест-микроорганизмов: тест-микроорганизмы культи-
вировали на говяжье-пептонном агаре (МПА) при 37 °С 
в течение 24 часов. Рабочую суспензию тест-культур 
готовили из культуры данного тест-штамма, выращен-
ной на плотной питательной среде (МПА) при 37 °С 
в течение 24 часов. Питательной средой для оценки 
бактерицидных свойств продуктов служил агар Мюл-
лера-Хинтона. Для приготовления инокулята использо-
вали метод прямого суспендирования колоний чистой 
культуры бактерий в стерильном изотоническом рас-
творе 18-24-часовой, выращенных на плотной неселек-
тивной питательной среде (МПА). Плотность суспен-
зии составляла 0,5 стандарта мутности МакФарланда.

На суточную свежую среду микробной тест-культуры 
наносили диски тестируемых продуктов. Время между 
подготовкой микробного культурного газона и нанесени-
ем на него дисков составляло не более 15 минут.

Контролем служили диски без покрытия фосфатом 
кальция и без антибиотиков. Другими типами были ди-
ски, покрытые гидроксиапатитом и антибиотиком (1), 
диски, покрытые только антибиотиком без гидроксиапа-
тита (2), диски, покрытые только гидроксиапатитом (3).
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Инкубация после наложения дисков проводилась 
при температуре 35 ± 1 °С и продолжалась 18 часов. 
Всего проведено 36 исследований (n = 6 на каждый вид 
тестируемых образцов).

Бактерицидную активность имплантата оценивали 
по зоне задержки роста тестируемых микроорганизмов 
вокруг дисков. Проверка проводилась в отраженном 
свете. При измерении зоны задержки роста ориенти-
ровались на зону полного подавления видимого роста. 

Бактерицидную активность препаратов считали значи-
мой, если зона задержки роста вокруг дисков составля-
ла более 1 мм.

Статистический анализ проводился с использовани-
ем программы AtteStat 13.1 (Россия). Определяли ме-
дианные значения (Me), стандартное отклонение (SD), 
а также нижний и верхний квартили (Q1-Q3). Оценку 
нормального распределения выборок проводили с по-
мощью критерия Шапиро – Уилка.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Исследование показало, что 82,6 % антибиотика 
высвободилось в первый день инкубации (табл. 1). 
За этот период незначительно увеличилась масса об-
разцов, что можно объяснить поглощением воды поли-
мером. В остальные дни периода наблюдения значимо-
го изменения массы проб не происходило. Целостность 
всех образцов за весь период инкубации сохранялась.

Контрольные диски, нанесенные на газоны от всех 
видов бактерий, не оказали бактерицидного действия. 
Вокруг дисков наблюдался непрерывный рост микроб-
ных культур (рис. 1). У всех образцов зона задержки ро-

ста вокруг дисков не определялась (табл. 2). Эта серия 
подтвердила, что матрица имплантата из чистого поли-
капролактона не оказывает бактерицидного действия.

Диски образца 3, покрытые только гидроксиапати-
том (без антибиотика), показали бактерицидное дей-
ствие только в отношении культуры Escherichia coli 
(рис. 2, в). Зона задержки роста у этих образцов в сред-
нем превышала 4 мм (табл. 2).

Диски с антибиотиком или антибиотиком в сочета-
нии с гидроксиапатитом продемонстрировали значи-
тельное ингибирование роста бактерий (рис. 3).

Таблица 1
Средние значения содержания цефотаксима в гидролизате и средний вес образцов

Сутки инкубации САНТ, мг/см2, М ± SD ВАНТ, V Масса, мг % изменения массы 
от исходного уровня (0)

0 0 0 66,2 ± 2,9 0
1 0,534 ± 0,074 82,6 66,5 ± 3,0 100,5
2 0,044 ± 0,009 8,2 66,4 ± 2,8 99,8
3 0,019 ± 0,012 3,6 66,3 ± 2,9 99,8
4 0,022 ± 0,008 4,0 66,0 ± 3,0 99,6
5 0,004 ± 0,001 0,8 66,0 ± 3,0 99,6
6 0,002 ± 0,001 0,4 65,9 ± 3,0 99,6
7 0,002 ± 0,001 0,4 65,5 ± 2,9 99,3

Итого за 7 дней 0,627 ± 0,050 100 – –
Примечания: САНТ – концентрация антибиотика в гидролизате; ВАНТ – выход антибиотика (в %) относительно итогового значения.

Рис. 1. Модифицированный диско-диффузионный метод определения чувствительности микроорганизмов к антибиотикам, отсут-
ствие зоны ингибирования роста: а – S. aureus; б — P. aeruginosa; в – E. colli

Таблица 2
Бактерицидные свойства тестовых образцов имплантатов по отношению к микробным тест-культурам (Mе (Q1-Q3))

Штаммы микробов
Зона задержки роста, мм

Контрольный образец Образец 1 Образец 2 Образец 3
PCL Антибиотик ГA+ антибиотик HA

Staphylococcus aureus 0 21,25 (20,54-21,56) 23,11 (22,77-23,41) 0
Pseudomonas aeruginosa 0 15,85 (15,33-16,0) 17,23 (15,88-17,47) 0
Escherichia colli 0 22,37 (21,12-23,08) 23,80 (23,10-25,77) 4,27 (2,89-4,94)
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Рис. 2. Модифицированный диско-диффузионный метод определения чувствительности микроорганизмов к антибиотикам: а – от-
сутствие ингибирования роста культуры S. aureus; б – отсутствие угнетения роста культуры P. aeruginosa; в – зона значительной 
задержки роста E. colli – 4,27 (2,89-4,94) мм

Рис. 3. Значительная зона задержки роста: а – культура 
S. aureus (образец 1, слева; образец 2, справа); б – куль-
тура культуры P. aeruginosa (образец 1, слева; образец 2, 
справа); в – культура E. coli (образец 1, слева; образец 2, 
справа)

Экспериментальное исследование выявило высокую 
активность имплантатов с антибиотиком в отношении 
культуры P. aeruginosa, S. aureus и E. coli. Зона полно-
го подавления роста бактерий составляла 15,5-23,0 мм 

в образцах 1 и 15,8-25,7 мм в образцах 2 (табл. 2). Следу-
ет подчеркнуть, что нанесение на поверхность имплан-
тата наноструктурированного гидроксиапатита (образ-
цы 2) не снижает бактерицидное действие антибиотика.

ОБСУЖДЕНИЕ

Наиболее перспективными синтетическими поли-
мерами для медицины являются алифатические поли-
эфиры на основе гидроксиалканокарбоновых кислот: 
полилактид, полигликолид, полигидроксибутират. Их 
способность к разложению под воздействием биоло-
гических факторов может быть использована в новых 
устройствах и имплантатах. Биоинертные имплантаты 
следует отличать от биорезорбируемых полимеров, ис-
пользуемых в реконструктивной хирургии. Резорбиру-
емые полимеры обеспечивают необходимую функцию 
и структуру в период регенерации тканей организма. 
Они должны иметь возможность разлагаться под воз-
действием жидкостей организма с образованием не-

токсичных продуктов. Скорость распада твердых 
биорезорбируемых полимеров имплантата на жидкие 
продукты должна быть контролируемой и не превы-
шать скорость регенерации тканей (при костной реге-
нерации это период месяцев) [13, 14].

В настоящее время в медицине широко используются 
продукты из полимолочной кислоты и поликапролактона. 
Введение неорганических веществ в состав полимерной 
матрицы позволяет управлять физико-химическими и ме-
ханическими свойствами полилактида [15-17]. Однако их 
применение для фиксации костных отломков не получило 
широкого распространения, поскольку не отвечает требо-
ваниям принципов AO/ASIF [13, 18].
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Новые направления исследований направлены 
на разработку материалов и имплантатов, обеспечи-
вающих остеоинтеграцию имплантата с последующей 
контролируемой резорбцией матрикса [19, 20]. Одна-
ко новое поколение имплантатов не исключает риска 
гнойных осложнений, связанных с хирургическим 
вмешательством [21, 22].

Связь бактериального агента с полимерами или 
с керамической поверхностью имплантатов остается 
неясной. Тем не менее, большой клинический мате-
риал по использованию внутрикостных имплантатов 
в виде спиц с биоактивной поверхностью из гидрок-
сиапатита выявил полное отсутствие воспалительных 
осложнений [23]. Для лечения переломов и псевдоар-
трозов применяется технология интрамедуллярного 
армирования спицами с ГА-покрытием [24, 25].

В качестве матрицы для разлагаемого имплантата 
мы выбрали поликапролактон (PCL) из-за его хими-
ческих свойств, обеспечивающих контроль его трех-
мерной механической структуры (рассасывание 
длится 1,5-4 года) [26, 27]. Композит с ГА на основе 
PCL сохраняет механическую прочность и оказыва-
ет остеоиндуцирующее действие на регенерацию 
кости [28, 29]. Мы предположили, что пропитка им-
плантата PCL антибиотиком придаст антибактериаль-
ный эффект, особенно необходимый в раннем послео-
перационном периоде.

Антибактериальная активность керамических на-
ночастиц (ZnO, TiO2), нанесенных в качестве покрытия 
на металлические имплантаты, была продемонстри-
рована в исследовании Colon J et al. [30]. Это покры-
тие значительно уменьшало адгезию Staphylococcus 
epidermidis на поверхности имплантата. Напротив, 
констатировали повышенную адгезию остеобластов. 
Это открытие позволило сделать вывод, что большие 

площади поверхности нанофазы по сравнению с ми-
крофазой, высокая поверхностная энергия, присут-
ствующая в поверхностных слоях наночастиц, могут 
привести к увеличению скорости растворения керами-
ческой поверхности, что нарушает функционирование 
бактерий. Это исследование позволяет предположить, 
что технология биоактивного покрытия имплантата 
гидроксиапатитом позволяет обеспечить его дополни-
тельное насыщение желаемым антибиотиком широко-
го спектра действия или в соответствии с его антими-
кробной активностью в отношении инфицированных 
тканей пациента. Наши результаты согласуются с этой 
гипотезой, демонстрируя бактерицидное действие на-
ноструктурированного гидроксиапатитного покрытия 
PCL против Escherichia coli.

Мы предлагаем наполнять матрицу биорезорбиру-
емых имплантатов антибиотиками. В сочетании с на-
ноструктурным покрытием из ГА. Эти разлагаемые 
имплантаты обеспечат стабильность остеосинтеза 
(связанную с контролируемой резорбцией), стимуля-
цию регенерации кости и предотвращение гнойных 
осложнений. В нашем экспериментальном исследо-
вании продемонстрирована антибактериальная актив-
ность биоактивной поверхности имплантата в отноше-
нии наиболее распространенных грамотрицательных 
и грамположительных бактерий, вызывающих гнойные 
осложнения в хирургических клиниках: P. aeruginosa, 
S. aureus, E. coli. Исследования показали, что большая 
часть импрегнированного антибиотика высвобожда-
ется из пористых имплантатов из PCL в гидролизат 
в течение первых двух дней инкубации. Нами уста-
новлено, что наноструктурированный гидроксиапатит 
на поверхности биоразлагаемого имплантата в чистом 
составе обладает выраженной бактерицидной активно-
стью только в отношении Escherichia coli.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Имплантаты из пористого поликапролактона, напол-
ненные гидроксиапатитом и антибиотиками, призваны 
стимулировать регенерацию кости и одновременно обе-

спечивать антимикробную активность. Наноструктури-
рованный гидроксиапатит на поверхности имплантата 
не снижает бактерицидную активность.
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