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Powszechne stosowanie protez naczyniowych spowo-
dowato zwiekszenie liczby infekcji zwigzanych z uzyciem
sztucznych materiatow. Jest to powazny problem dla chi-
rurgow, gdyz zakazenia syntetycznych przeszczepéw na-
czyniowych
niejednokrotnie prowadzg do zgonu chorego lub sg powo-
dem amputacji konczyny. Dotychczasowe badania nad uzy-
skaniem ochrony przeciwbakteryjnej wszczepianych bioma-
teriatbw obejmujg unieruchamianie antybiotykéw na drodze
adsorpcji lub sg zwigzane z wytwarzaniem stabych wigzan
jonowych pomiedzy lekiem a materiatem wszczepiennym
(Kinney 1991; Gahtan 1995; Haverich 1998).

Gtéwnym celem pracy byto nadanie wtasciwosci antybak-
teryjnych zelatynowanym protezom naczyniowym wykona-
nym z politereftalanu etylenu (gel-PET) poprzez ich kowa-
lentne zwigzanie z gentamycyng, antybiotykiem aminogli-
kozydowym.

Procedura immobilizacji wymienionego leku zostata prze-
prowadzona wedtug zgtoszenia patentowego naszego au-
torstwa (Ginalska 2003). llo§¢ gentamycyny zwigzanej z
protezg gel-PET, wydajnos¢ procesu immobilizacji oraz
poziom elucji leku z materiatu do buforu okreslano technikg
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) wedtug
zoptymalizowanej metody farmakopealnej (Farmakopea
Brytyjska 1998). Uzyskane wyniki prezentuje TABELA I.
Stwierdzono, ze kazda z form gentamycyny wigze sie z bio-
materiatem, a catkowita ilo$¢ leku na protezie wynosi po-
nad 12000 mg/kg biomateriatu. Trwato$¢ wigzan kowalen-
cyjnych utworzonych miedzy antybiotykiem a protezg gel-
PET sprawdzono przez wytrzgsanie protez w buforowanym
roztworze soli (PBS) i okreslano w czasie ilosci uwalniane-
go leku. Stwierdzono, ze po 30 dniach trwania doswiadcze-
nia na protezach pozostato 97.8% antybiotyku w poréwna-
niu z poziomem wyjsciowym (RYS.1). Niski poziom elucji
leku (okoto 3%) Swiadczy o stabilno$ci utworzonego wigza-
nia kowalencyjnego. Ta ilo§¢ gentamycyny uwolniona w
pierwszych 7 dniach doswiadczenia prawdopodobnie byta
wigzana jonowo lub pasywnie.

W dalszym etapie badan sprawdzono dziatanie unierucho-
mionych form gentamycyny na wzrost bakterii. Wykorzy-
stano tu szczepy referencyjne E. coli, S. aureus, P. aerugi-
nosa oraz izolaty kliniczne tych bakterii pochodzace od pa-
cjentéw.

Uzyskane rezultaty (TABELA Il) $wiadczg o hamujgcym
dziataniu immobilizowanej gentamycyny na wzrost bakte-
rii. Dla kazdego ze szczepdw obserwowano wystepowanie
silnego zahamowania wzrostu bakterii - efekt bakteriobdj-
czy, a w przypadku wysokiego miana wyjsciowego bakterii
- efekt bakteriostatyczny. Stwierdzono ponadto, ze modyfi-
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Common use of vascular prostheses provoked an in-
crease of frequency of their infections. This makes a signifi-
cant problem for surgeons because infections of synthetic
vascular grafts frequently lead to patients’ decease or to
limb amputations. Previous research on antibacterial mate-
rial included antibiotics immobilization via adsorption or weak
ionic bonding between the medicine and implanted mate-
rial (Kinney 1991; Gahtan 1995; Haverich 1998). This type
of modification protects vascular prostheses against bacte-
rial infections only up to 5 days because the antibiotic is
being eluted from biomaterial by circulating blood.

Main aim of the research was to protect the gelatinated
vascular prostheses made of poly (ethylene terephthalate)
(gel-PET) by their covalent bonding with gentamicin
(aminoglycoside antibiotic).

Immobilization procedure of this medicine was performed
according to our Patent pending (Ginalska 2003). Amount
of gentamicin bound to prosthesis gel-PET, yield of immo-
bilization and level of antiobiotic eluted from prosthesis to
buffer were determined by HPLC technique (high pressure
liquid chromatography) according to British Pharmacopoeia
(1998). The results were presented in Table I.

It was found that each of gentamicin form bound to the bio-
material. Total amount of antibiotic on prosthesis exceeded
12000 mg/kg of biomaterial. Stability of covalent bonds cre-
ated between antibiotic and gel-PET prosthesis was tested
by shaking of prosthesis with buffered saline solution (PBS).
Amount of antibiotic released to buffer was estimated at
time intervals. After 30 days of experiment duration, 97.8%
of initial amount of antibiotic remained on prostheses (FIG.1).
Such a low level of antibiotic elution (about 3%) confirms
the stability of such created covalent bonds. This amount of
gentamicin eluted from prostheses during first 7 days of
experiment suggests that it was bound passively or via ionic
bonds. Activity of gentamicin immobilized on prostheses was
tested against reference strains of E. coli, S. aureus, P.
aeruginosa and also against clinical isolates of these strains
from hospital patients.

The results (TABLE 1) testify that immobilized gentamicin
exerts inhibitory effect on bacterial growth. Strong inhibition
of bacterial propagation - bactericidal effect - was observed
for each bacterial strain; in a case of high cfu/ml this effect
was bacteriostatic. Moreover, gentamicin-modified vascu-
lar prostheses reveal antibacterial effect during subsequent
multiple infections of environment surrounding this bioma-
terial by fresh doses of bacterial cells (TABLE 1.

In vitro experiment included also growth of bovine aorta
endothelial cells on gentamicin-modified biomaterial.
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Ste enie gentamycyny
Concentration of gentamicin
[mg/ml]

Calkowita ilo&

Wydajno&
immobilizacii
Immobilization

Gentamycyna
Zwigzana z
protezag
Gentamicin

bound to
prosthesis
(ma/kg)

gentamycyny
Total amount of
gentamicin

yield
(%)

40.15 12 620

TABELA |. Rezultaty immobilizacji gentamycyny na protezach naczyniowych PET uszczelnianych zelatyna.
C1, C1a, C2a, C2 - formy gentamycyny , A-stezenie sktadnikéw gentamycyny przed immobilizacja, B-stezenie

sktadnikow gentamycyny po immobilizacji

TABLE I. Results of gentamicin immobilization on gelatinated vascular prostheses PET.
C1, C1a, C2a, C2 - gentamicin forms, A-concentration of gentamicin components before immobilization, B-
concentration of gentamicin components after immobilization

Szczep / Strain

Escherichia coli
izolat z ucha / isolated from ear

izolat z uktadu moczowego / isolated from urinal system
ATCC 25922

MIC
ug/mi

% zahamowania wzrostu bakterii
Percent of bacterial
growth inhibition

Wyijsiowe miano bakterii
Cell density
cfu/ml

4x10°
4x10°
4x10°
4x10°

Staphvlococcus aureus
izolat z gardta / isolated form throat

izolat z katu / isolated from stools
ATCC 25923

1,9 x 10
1,9 x 10
1,9 x 10
1,9 x 10°

Pseudomonas aeruaginosa
izolat ze skory powieki / isolated from evelids
ATCC 27853

5,9 x 10°
5,9 x 10°
5,9 x 10°

TABELA Il. Hamujace dziatanie immobilizowanej gentamycyny na wzrost bakterii wytrzgsanych w pozywce

Luria-Bertani w temp. 37°C przez 28 dni.

TABLE Il. Inhibitory effect of immobilized gentamicin on bacteria growth during shaking in Luria-Bertani medium

at 37°C during 28 days.

kowane gentamycyng protezy naczyniowe wykazujg sku-
tecznos¢ hamowania wzrostu bakterii w warunkach wielo-
krotnego zakazania srodowiska otaczajgcego biomateriat
Swiezymi dawkami bakterii (TABELA III).

W doswiadczeniach in vitro przeprowadzono hodowle ko-
morek $rédbtonka aorty wotowej na zmodyfikowanym gen-
tamycyng biomateriale. llos¢ komodrek srodbtonka stwier-
dzona na protezach gel-PET-genta byta poréwnywalna z

10900 10870 10870 10850 10850

1 7 14 21 30

time (days)

RYS. 1. Uwalnianie gentamycyny z protez
naczyniowych gel-PET wytrzagsanych przez 30 dni
w PBS w temp. 37°C.

FIG. 1. Release of gentamicin from vascular
prosthesis gel-PET during 30 days of continuous
shaking in PBS at 37°C.

Amount of endothelial cells found on gel-PET-genta pros-
theses was comparable with their number on control pros-
theses (FIG. 2).

Therefore, it was found that chemical modification of gel-
PET prosthesis by the antibiotic did not exert any toxic ef-
fect on growth of endothelial cells.

To sum up: covalent immobilization of gentamicin on sur-
face of vascular prostheses provides a stable antibacterial
protection of biomaterial as the antibiotic remains on pros-
thesis surface at appropriate concentration for a long time.
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RYS. 2. Ocena wzrostu komoérek srodbtonka na
protezach naczyniowych zwiazanych =z
gentamycyna.

FIG. 2. Evaluation of endothelial cells growth on
vascular prostheses with immobilized gentamicin.

iloscig komorek zasiedlajgcych protezy kontrolne (RYS.2).
Stwierdzono wiec, ze modyfikacja chemiczna protez gel-
PET podczas immobilizacji antybiotyku nie wptywa toksycz-
nie na wzrost komorek srodbtonka.

Reasumujgc: immobilizacja kowalencyjna gentamycyny
na powierzchni protez naczyniowych doprowadzita do uzy-
skania stabilnej ochrony antybakteryjnej biomateriatu ze
wzgledu na utrzymanie antybiotyku na powierzchni w od-
powiednim stezeniu przez dtugi czas.

% OD s50nm 0znaczany w dniu:
% OD s50nm measured at day:

szczep/proteza
strain/prosthesis

14 21

Escherichia coli
ATCC 25922

Pseudomonas
aeruaqinosa
ATCC 27853

Staphvlococcus

TABELA lll. Ocena wzrostu bakterii w obecnosci
protez: kontrolnych (PK) i zawierajacych
zwiazang gentamycyne (PG). Protezy zakazano
co 7 dni Swieza dawka inokulum bakterii (1x 106
cfu/ml).

TABLE lll Estimation of bacterial growth by OD
550 nm measurement in presence of control (CP)
and gentamicin -bound (GP) prostheses. Fresh
bacterial cells (1x 106 cfu/ml) were added to the
medium with prosthesis every 7 days.
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Streszczenie

W pracy przedstawiono kompozyty polietylen -
poli(kwas asparginowy) oraz wyniki badan fizyko -
mechanicznych i analize tych wiaSciwosci po znuze-
niu w ptynie imitujgcym dziatanie ptynow ustrojowych

Stowa kluczowe: poli(kwas aspraginowy), poliety-
len, wtasciwo$ci fizyko - mechaniczne.

[Inzynieria Biomateriatow, 38-43, (2004), 99-102]

Wprowadzenie

Polietylen o wysokiej gestosci (HD PE), obok innych two-
rzyw termoplastycznych tj. polilaktyd (PL), polisulfon (PS),
jest podstawowym materiatem polimerowym stosowanym

©00000000000000000000000000000000000000000 —
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Abstract

This paper presents polyethylene - poly(aspartic
acid) composites and its phisyco - mechanical prop-
erties after exposure to model liquid, imitating the ef-
fect of body fluids.

Key words: poly(aspartic acid), polyethylene,
phisyco - mechanical properties.

[Engineering of Biomaterials, 38-43, (2004), 99-102]

Introduction

High density polyethylene HDPE, like polylactide (PL)
and polysulphone (PS) is a thermoplastic material used to
manufacture orthopedic implants, especially pelvic joints,
where the material is exposed to high loud. Its advantage is
high mechanical durability, good biological toleration, bio-
degradability resistance and low price [1, 2]. Unfortunately,
there are also some disadvantages which appear after long
time exploitation in a human body, such as excessively fast
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