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Abstrakt

Przeciwbakteryjny cewnik moczowy poddany
dziataniu tosufloksacyny (TOS) otrzymano przez im-
mobilizacje TOS na powierzchni cewnika, uprzednio
pokrytego chitozanem, z uzyciem aldehydowego
tacznika. Catkowitg iloS¢ antybiotyku przytgczonego
do chitozanowej warstwy oceniono na podstawie
réznicy w stezeniu lekéw, przed i po immobilizacji,
zmierzonych metodg HPLC. Jak udowodnity bada-
nia uwalniania in vitro, antybiotyk zostat potgczony
Z matrycg cewnika na dwa sposoby: stosunkowo
stabilne wigzanie kowalencyjne i stabe wigzanie nie-
kowalencyjne. Aktywno$c¢ przeciwbakteryjng cewnika
modyfikowanego antybiotykiem wobec szczepéw S.
aureus i E. coli oceniono stosujgc test hamowania
stref i test liczenia kolonii. Przeprowadzone badania
wykazaty, ze immobilizacja TOS na powierzchni
cewnika stanowi stabilng przeciwbakteryjng ochrone
przez co najmniej 30 dni.

Stowa kluczowe: przeciwbakteryjna ochrona, cewnik
moczowy, tosufloksacyna, badanie uwalniania

[Inzynieria Biomateriatéw, 106-108, (2011), 50-53]

Wprowadzenie

Zakazenia uktadu moczowego s3g najczesciej zgtasza-
nymi zakazeniami szpitalnymi liczagcymi do 40% [1,2].
Znaczacy procent tych zakazen jest zwigzany z cewnikami
moczowymi. Stosowanie cewnikdw moze zakidcac fizjolo-
giczny system obronny uktadu moczowego umozliwiajgac
kolonizacje bakterii, ktora prowadzi do tworzenia biofiimu
i rozwoju infekcji trudnych do zwalczenia z uzyciem anty-
biotykow [3].

Z punktu widzenia prewencji, nadrzedng potrzebg jest
otrzymanie cewnika z substancja, ktéra zapobiega po-
wstawaniu biofilmu. Uprzednio donosiliSmy o opracowaniu
takiego przeciwbakteryjnego cewnika urologicznego ze
sparfloksacyna przytaczona do heparynowego filmu umiesz-
czonego na jego powierzchni [4].

Celem prezentowanej pracy byta ocena immobilizacji
TOS na powierzchni nowego przeciwbakteryjnego cewnika
moczowego.
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Abstract

Antimicrobial tosufloxacin (TOS)-treated urinary
catheter was developed by the immobilization of TOS
on the catheter xc vvvvsurface, previously coated with
chitosan, by use of aldehyde as linker (according to
the patented method). The total amount of the anti-
biotic attached to the chitosan layer was evaluated on
the basis of the difference in the drug concentration
before and after immobilization measured by HPLC
method. As demonstrated by in vitro release studies,
the antibiotic was coupled with the catheter matrix
in two modes: relatively stable covalent binding and
weak non-covalent binding. Antimicrobial activity of
the antibiotic-modified catheter against S. aureus
and E. coli strains was assessed using the zone of
inhibition and colony count assays. The performed
research indicated that the immobilization of TOS on
the catheter surface resulted in the stable antibacterial
protection for at least 30 days.

Keywords: antimicrobial protection, urinary catheter,
tosufloxacin, release study
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Introduction

Urinary tract infections are the most frequently reported
nosocomial infections, accounting for up to 40%. A signifi-
cant percentage of these infections is associated with urinary
catheters [1,2]. The use of catheters can interfere with the
normal defences of urinary tract, allowing the bacterial colo-
nization which lead to the biofilm formation and infections,
which are difficult to eradicate by antibiotics [3].

From a prevention standpoint, the need to develop a
catheter with substance that prevents a biofilm formation
is paramount. We have previously reported the production
of such antimicrobial urological catheter with sparfloxacin
attached to heparin film deposited on its surface [4].

The aim of the present study was to evaluate the immo-
bilization of TOS on the surface of the novel antimicrobial
urinary catheter.
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Metody

Fragmenty cewnika lateksowego (okoto 0,15 g) (Rusch,
Malaysia) modyfikowano wedtug procedury opisanej w
Zgtoszeniu Patentowym [5].

Celem optymizacji procesu immobilizacji, zmodyfikowa-
ne probki poddano oddziatywaniu roztworom TOS (CHE-
MOS GmbH, Germany) o réznych stezeniach 4,0 mg/ml,
2,0 mg/ml, 1,0 mg/ml, 0,2 mg/ml. Roztwory przygotowane do
immobilizacji i otrzymane po tym procesie, po odpowiednim
rozcienczeniu, oznaczono metodg HPLC z detekcjg UV przy
272 nm (Waters HPLC system).

Badania uwalniania TOS ze zmodyfikowanej powierzchni
cewnika przeprowadzono ptuczac prébki cewnika, w wa-
runkach intensywnego wstrzasania, w réznych roztworach
ptuczacych (chlorek sodu, bufor fosforanowy o pH 3,5;
bufor fosforanowy o pH 8,5) i oznaczajac bezposrednio
(bez rozcienczania) ilo$¢ uwolnionego antybiotyku metodg
UV-HPLC.

Aktywnos¢ przeciwbakteryjng zmodyfikowanych prébek
cewnikow z TOS testowano in vitro wobec szczepow bakte-
ryjnych Staphylococcus aureus ATCC 25923 i Escherichia
coli ATCC 25992, z zastosowaniem badania hamowania
stref wzrostu bakterii (Mueller-Hinton agar) i liczenia koloni
(Mueller-Hinton bulion). Obecnos¢ zywych bakterii kontro-
lowano przyrostem wartosci CFU.

Rezultaty i dyskusja

Przeciwbakteryjne wiasciwosci cewnikéw moczowych
otrzymano przez kowalencyjne i niekowalencyjne wigzanie
TOS do ich powierzchni, uprzednio pokrytej chitozanem za
pomocaq aldehydu jako tacznika.

Methods

Alatex catheter segments (about 0.15 g) (Rusch, Malay-
sia) were modified according to the procedure described in
the Polish Patent Pending [5].

With the aim of optimizing the immobilization process,
the modified samples were subjected to an impact of TOS
(CHEMOS GmbH, Germany) solutions at the different con-
centrations of 4.0 mg/ml, 2.0 mg/ml, 1.0 mg/ml, 0.2 mg/ml.
The solutions prepared for the immobilization and the solu-
tions obtained after this process, adequate diluted, were
determined by HPLC method with UV-detection at 272 nm
(Waters HPLC system).

The release studies of TOS from the modified catheter
surface was carried out washing catheter sample, under
intense stirring, in various washing solutions (sodium chlo-
ride, phosphate buffer at pH 3.5, phosphate buffer at pH 8.5)
and determining directly (without diluting) the amount of the
released antibiotic by UV-HPLC method.

Antimicrobial activity of the modified catheter samples
with TOS was tested in vitro against Staphylococcus aureus
ATCC 25923 and Escherichia coli ATCC 25992 bacterial
strains, using zone of bacterial growth inhibition (Muel-
ler-Hinton agar) and colony count (Mueller-Hinton broth)
assays. The presence of living bacteria in broth medium
was controlled as a CFU value increase.

Results and discussion

Antimicrobial properties of the urinary catheters were
developed by the covalent and non-covalent binding of TOS
to their surface, previously coated with chitosan, by using
aldehyde as linker (according to the patented method).

TABELA 1. Ocena wigzania tosufloksacyny (TOS) na powierzchni zmodyfikowanego cewnika z zastosowaniem
metody HPLC; roztwory przed (roztwory A) i po (roztwory B) immobilizacji.

TABLE 1. Evaluation of tosufloxacin (TOS) binding on the modified catheter surface with using of HPLC method;
solutions before (solutions A) and after (solutions B) immobilization.

Roztwér A Roztwér B

. . przytaczona do cewnika /
Solution A Solution B Amount of TOS attached to catheter Tl s e

to catheter [mg/g + RSD%] [%]

[mg/mi]  [mg/mi] [mg]

42956 | 3.0758 1.2198
2.3849 | 1.4505 0.9344
1.0971 | 0.4852 0.6119
0.2245 | 0.0573 0.1672

llos¢ TOS przytaczona do cewnika /

Catkowita ilos¢ TOS Wydajnos¢
immobilizacji /
Immobilization yield

10.3086 + 27.13 29.31
7.9838 + 34.37 41.99
7.2315 + 38.04 55.77
1.4626 + 8.78 86.36

Catkowitg ilos¢ TOS zwigzang ze zmodyfikowang
powierzchnig cewnika obliczono na podstawie réznic w
stezeniach TOS, przed i po immobilizacji, oznaczonych
metodg UV-HPLC (TABELA 1). llosci TOS przytaczone
do biomateriatu byty rozne w zaleznosci od jej stezenia w
roztworach uzytych do immobilizacji. Ze wzrostem poczat-
kowego stezenia leku, wigzanie TOS z nosnikiem stopniowo
rosto (RYS. 1), podczas gdy wydajnosé immobilizacji malata
(RYS. 2). Stezenie antybiotyku w zakresie 2-1 mg/ml zostato
wybrane jako optymalne do immobilizacji TOS biorac pod
uwage wydajnosc¢ tego procesu (okoto 40-50%) i aktywnos¢é
przeciwbakteryjng tak zmodyfikowanego cewnika.

Badania uwalniania pokazaty, ze stosunkowo niewiel-
ka czes¢ catkowitej, poczatkowo przytaczonej ilosci TOS
zostata wymyta (TABELA 2). Uwalnianie TOS stopniowo
malato z kazdym kolejnym ptukaniem. Sumaryczna ilo$¢
TOS uwolniona do roztwordéw ptuczacych zmieniata sie w
zakresie od 0,76 do 4,50%. Stad mozna wyciaggna¢ wnio-
sek, ze przytaczenie TOS do zmodyfikowanej powierzchni
cewnika jest stosunkowo stabilne.

The total amount of the drug bound to the modified cath-
eter surface was calculated on the basis of the differences
in TOS concentrations, before and after immobilization,
determined by UV-HPLC method (TABLE 1). The quantity
of TOS attached to biomaterial was altered by changing its
concentration in the solutions used for immobilization. The
TOS binding with the carrier was progressively increased
(FIG. 1), whereas the immobilization yield was decreased
(FIG. 2) as the initial concentration of drug was increased.
The antibiotic concentration in the range of 2-1 mg/ml was
selected as optimal for immobilization of TOS, taking into
account the yield of this process (about 40-50%) and anti-
microbial activity of such modified catheter.

The release studies showed that the relatively inconsid-
erable fraction of the total amount of the initially attached
TOS was washed (TABLE 2). The release of TOS was
gradually decreased with each successive washing. It was
found that the totally added amount of TOS released to
washing solvents varied from 0.76 to 4.50%. Hence it can
be concluded that TOS attachment to the modified surface
of catheter is relatively stable.
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RYS. 1. Wptyw stezenia TOS w roztworach
uzytych do immobilizacji na ilos¢ TOS zwigzana
z powierzchnig cewnika.

FIG. 1. Influence of TOS concentration in the solu-
tions used for immobilization on the TOS amount
attached to the catheter surface.

RYS. 2. Wydajnos¢ procesu immobilizacji wobec
poczatkowych stezen TOS.
FIG. 2. The yield of immobilization process versus
initial TOS concentrations.

TABELA 2. Badanie uwalniania tosufloksacyny (TOS), immobilizowanej na cewniku, do réznych roztworéw

ptuczacych z zastosowaniem metody UV-HPLC.

TABLE 2. The release study of tosufloxacin (TOS), immobilized on the catheter, to the different washing solu-

tions using UV-HPLC method.

Calkowita ilos¢ TOS
zwigzana z cewnikiem /
Total amount of TOS
attached to catheter

Roztwér ptuczacy /

Washing solution

llo$¢ TOS uwolniona
z cewnika /
Amount of TOS
released from catheter

llos¢ TOS pozostajaca
na cewniku /
Amount of TOS
remained on catheter

lagle]| [mg] [%] [mg] [%]
NaCl 0.25 0.0065 2.49 0.2475 97.51
Bufor fosforanowy 8,5
Phosphate buffer 8.5 0.22 0.0020 0.76 0.2168 99.24
Bufor fosforanowy 3,5
Phosphate buffer 3.5 0.23 0.0117 4.50 0.2145 95.50

Zmodyfikowane prébki z TOS zbadano pod wzgledem
ich dziatania wobec szczepdéw S. aureus i E. coli stosujac
test ptytkowy. Strefy zahamowania wzrostu bakterii wokot
prébek z TOS otrzymanych po immobilizacji w roztworze
o stezeniu 0,2 mg/ml wynosity 15-20 mm, a dla probek z
TOS otrzymanych po immobilizacji w roztworze o stezeniu
2,0 mg/ml wynosity 30-40 mm. Prébki niemodyfikowane
(bez antybiotyku) nie wykazaty stref zahamowania wobec
wszystkich badanych szczepéw. Obecnos¢ stref zahamo-
wania wokét probek zawierajacych antybiotyk demonstruje,
ze proces immobilizacji nie zmienit aktywnosci przeciwbak-
teryjnej TOS.

Aktywno$¢ przeciwbakteryjng zmodyfikowanych probek
z TOS otrzymanych przy stezeniu 1 mg/ml potwierdzono
przy uzyciu testu cieczowego wobec tych samych szczepow
bakteryjnych jak w badaniu ptytkowym. Brak wzrostu bakterii
moze sugerowac, ze antybiotyk byt zdolny dyfundowaé
do bulionu i byt aktywny. Probki zmodyfikowane TOS byty
chronione przed kolonizacjg mikroboéw przez 30 dni (E. coli)
i 27 dni (S. aureus).

Na podstawie testow mikrobiologicznych mozna wyciag-
na¢ wniosek, ze aktywnos$¢ przeciwbakteryjna cewnikow
zmodyfikowanych TOS byta spowodowana dyfuzjg TOS do
agaru i bulionu (niekowalencyjne wigzanie leku) i obecnos$-
cig TOS na powierzchni (kowalencyjne wigzanie leku).

The samples modified with TOS were examined for their
effect against S. aureus and E. coli strains by using of plate
test. The zones of bacterial growth inhibition around the
samples with TOS obtained after immobilization in a solu-
tion of 0.2 mg/ml were 15-20 mm, and for the samples with
TOS obtained after immobilization in a solution of 2.0 mg/ml
were 30-40 mm. The unmodified samples (without antibiotic)
showed no zones of inhibition against all tested strains. The
presence of inhibition zones around antibiotic-containing
samples demonstrated that the immobilization process did
not change the antimicrobial activity of TOS.

Antimicrobial activity of the modified samples with TOS,
obtained at concentration of 1 mg/ml, was confirmed by use
of the liquid test against the same bacterial strains as in plate
test. The lack of bacterial growth can suggest that antibiotic
was able to diffuse into the culture medium and was active.
The TOS-modified samples were protected from microbial
colonization for 30 days (E. coli) and 27 days (S. aureus).

From microbiological tests, it can be deduced that the
antimicrobial activity of TOS modified catheters was due to
the diffusion of TOS into agar and broth media (non-covalent
attached drug) and to the presence of TOS on the surface
(covalent attached drug).

Z omm® 0000 000000000000 00000000060000000000000000

» 0



Whioski

Biorac pod uwage zapobieganie infekcjom odcewniko-
wym otrzymalismy cewnik z TOS jako substancjg przeciw-
bakteryjng, ktéry chroni przed kolonizacjg mikrobéw przez
co najmniej miesigc. llos¢ TOS zwigzang z matrycg cewnika
oceniono stosujgc metode HPLC. Okazato sig, ze immobili-
zacja TOS z roztworu w zakresie stezen miedzy 2 a 1 mg/ml
zapewnia jak najbardziej zadowalajaca wydajnos¢ i skutecz-
ng aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowg wobec bakterii gram-
dodatnich i gram-ujemnych. Badania uwalniania udowodnity,
ze wigzanie TOS jest stosunkowo trwate. Uwalnianie TOS
ze zmodyfikowanego cewnika przebiegato stopniowo
zachowujgc aktywnos¢ przeciwbakteryjng powierzchni,
poniewaz znaczna czes¢ TOS pozostawata na cewniku. Taki
nosnik zawierajgcy lek unieruchomiony za posrednictwem
mieszanych, kowalencyjnych i niekowalencyjnych wigzan
gwarantuje skuteczng ochrone przeciw infekcjom.
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Conclusions

Taking account of the prevention of the catheter-re-
lated infections, we developed the catheter with TOS as
antibacterial agent that protects from microbial coloniza-
tion for at least month. The amount of TOS bound to the
catheter matrix was evaluated using the HPLC method.
We found that immobilization of TOS from the solution in
the 2-1 mg/ml concentration range assured the most sat-
isfactory yield and effective antimicrobial activity against
gram-negative and gram-positive bacteria. The release
studies proved that the binding of TOS is relatively stable.
The release of TOS from the modified catheter proceeded
gradually maintaining antibacterial activity of the surface
because the significant part of TOS remained on the cath-
eter. This carrier containing the drug immobilized via mixed,
covalent and non-covalent bonds guarantees the effective
protection against infections.
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