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korozyjnych oraz pradéw korozyjnych. Dla probek pod-

® o o o o o o danych pasywacji chemicznej srednie wartosci potencjatow

korozyjnych wynosity E.,=150mV, natomiast dla probek
pasywowanych elektrochemicznie byty nizsze i wynosity
E.. =-88 mV. Natomiast dla probek pasywowanych che-
micznie oraz elektrochemicznie $rednie wartosci gestosci
pradu korozyjnego wynosity odpowiednio i., =231 nA/cm?
oraz i, =223 nA/cm?.

Whioski

Wyniki przeprowadzonych badan wskazujg na mozliwosé
zastosowania zabiegéw pasywacji do uszlachetniania
powierzchni implantatéw ze stopow NiTi. Modyfikacja za-
stosowanych parametrow proceséw pasywacji, zaréwno
chemicznej, jak réwniez elektrochemicznej nie wptywa
istotnie na odpornos¢ korozyjng badanego stopu. Z uwagi
na tatwo$¢ obrébki oraz ze wzgledu na uzyskiwang jako$é
powierzchni po obrébce zaleca sie przeprowadzenie pro-
cesu pasywacji metodami chemicznymi.

Podziekowania

Praca naukowa finansowana ze $rodkéw na nauke w
latach 2010-2012 jako projekt badawczy N N507 464538.

Conclusions

The results of the research showed that the proposed
passivation methods can be applied as surface treatment
of implants made of NiTi alloys. Modification of the applied
parameters of passivation, both chemical and electrochemi-
cal, does not significantly influence the corrosion resistance
of the investigated alloy. Due to the ease of the surface
treatment and the obtained surface quality, passivation of
the NiTi alloy should be carried out with the use of chemi-
cal methods.
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Abstrakt

Przeciwbakteryjng proteze naczyniowg otrzymano
przez kowalencyjne wigzanie sparfloksacyny (SPA) lub
tosufloksacyny (TOS) z jej zelatynowang powierzchnig
z uzyciem aldehydowego i aminowego tgcznika. llosci
obydwu antybiotykéw zwigzanych z zelatynowg war-
stwg oceniono na podstawie réznic w stezeniu lekow,
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Abstract

Antimicrobial gelatine-sealed vascular prosthesis
was developed by the covalent bonding of sparfloxacin
(SPA) or tosufloxacin (TOS) to their surface by using
of aldehyde and amine linkers. The amounts of both
antibiotics bound to the gelatine layer were evaluated
on the basis of the differences in drug concentrations
before and after immobilization measured by HPLC
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przed i po immobilizacji, okreslanych metodg HPLC.
Aktywnosc¢ przeciwbakteryjng protezy modyfikowanej
antybiotykiem wobec szczepow oceniono stosujgc
test hamowania stref wzrostu i test liczenia kolonii.
Przeprowadzone z uzyciem szczepow Staphylococ-
cus aureus i Echerichia coli badania wykazaty, ze
kowalencyjna immobilizacja SPA i TOS na powierzchni
implantu stanowi stabilng przeciwbakteryjng ochrone
przez co najmniej 2 tygodnie.

[Inzynieria Biomateriatow, 99, (2010), 34-37]

Wprowadzenie

W przypadku stosowania syntetycznych materiatow
implantacyjnych, nalezy zawsze liczy¢ sie z ryzykiem poope-
racyjnych infekcji powszczepiennych. Infekcja wszczepionej
protezy naczyniowej sama w sobie jest rzadka, ale powazng
komplikacjg chirurgii naczyniowej. Przypadki zakazenia
wszczepionych protez notowano zmiennie od 1% do 6%
[1,2]. Z punktu widzenia prewencji, nadrzedng potrzebg
jest otrzymanie protezy z substancjg, ktéra zapobiega
powstawaniu biofilmu.

Celem prezentowanej pracy byto otrzymanie przeciwbak-
teryjnej protezy naczyniowej z kowalencyjnie zwigzanymi
antybiotykami fluorochinolonowymi (sparfloksacyng lub
tosufloksacyng), uzywajgc homobifunkcjonalnego aldehydu
i multi-aminy jako tgcznikéw, w celu redukcji pooperacyjnych
infekgcji.

Metody

Fragmenty protez naczyniowych (10x5 mm) pokrytych
zelatyng (Vascutek® Gelsoft) aktywowano glutaraldehydem
wedtug procedury zawartej w patencie [3]. Zaktywowang
powierzchni¢ poddano dziataniu dietylenotriaminy (tgcznik
aminowy) i ponownie glutaraldehydu (tgcznik aldehydowy),
a nastcépnie tak zmodyfikowanf powierzchni¢ potgczono
ze SPA (Rhéne-Poulenc Rorer, France) lub TOS (Chemos
GmbH, Niemcy) w srodowisku dimetylosulfotlenku (DMSO).
Celem zwigkszenia trwatosci wigzania, ugrupowania imino-
we zredukowano wodorem ,in statu nascendi” z uzyciem
borowodorku sodu do ugrupowan aminowych.

Celem optymalizacji procesu immobilizacji, zmodyfiko-
wane probki poddano oddziatywaniu roztworom SPA lub
TOS o réznych stezeniach 2 mg/ml, 1 mg/ml, 0,5 mg/ml,
0,2 mg/mli 0,1 mg/ml przygotowanych w DMSO. Roztwory
przygotowane do immobilizacji i otrzymane po tym procesie,
po odpowiednim rozcienczeniu, oznaczono metodg HPLC
z detekcjg UV (Waters HPLC system) dla oceny catkowitej
ilosci leku zwigzanego z powierzchnig zmodyfikowane;j
probki.

Aktywnos¢ przeciwbakteryjng protez naczyniowych ze
zwigzanym chemioterapeutykiem testowano in vitro wo-
bec szczepdw bakteryjnych Staphylococcus aureus ATCC
25923 i Escherichia coli ATCC 25992, odpowiedzialnych
za infekcje pooperacyjne, z zastosowaniem badania hamo-
wania stref wzrostu bakterii (Mueller-Hinton agar) i liczenia
koloni (Mueller-Hinton bulion). Obecnos¢ zywych bakterii
kontrolowano przyrostem wartosci CFU.

Rezultaty

Do otrzymania przeciwbakteryjnych protez naczyniowych
zastosowano sparfloksacyne i tosufloksacyne. Fluorochi-
nolonowe antybiotyki zostaty wybrane ze wzgledu na ich
szerokie spektrum dziatania przeciwbakteryjnego wobec
bakterii gram-dodatnich i gram-ujemnych.

Przeciwbakteryjne witasciwos$ci powierzchni protezy

method. Antimicrobial activity of antibiotic-modified
prosthesis against Staphylococcus aureus and
Escherichia coli strains was assessed using zone of
inhibition and colony count assays. The performed
researches indicated that the covalent immobilization
of SPA and TOS on the graft surface resulted in stable
antibacterial protection for at least of 2 weaks.
[Engineering of Biomaterials, 99, (2010), 34-37]

Introduction

The risk of postoperative graft infections must be taken
into account when these synthetic materials are applied.
Infection of the prosthetic vascular graft itself is a rare but
serious complication of vascular surgery. The incidence of
prosthetic graft infections has been reported to vary from
1% to 6% [1,2]. From a prevention standpoint, the need to
develop a prosthesis with substance that prevents a biofilm
formation is paramount.

The aim of the present paper was to obtain antibacterial
vascular prosthesis with a covalent binding of a fluoroqui-
nolone antibiotics (sparfloxacin or tosufloxacin), using of
homobifunctional aldehyde and multi-amine as linkers, in
order to reduce postoperative infections.

Methods

A vascular prosthesis segments (10x5 mm) gelatine-
sealed (Vascutek® Gelsoft) were activated with glutaral-
dehyde according to the procedure described in the Polish
Patent [3]. The activated surface was subjected to impact
of diethylenetriamine (amine linker) and again of glutaral-
dehyde (aldehyde linker), and then such modified surface
was linked to SPA (Rhéne-Poulenc Rorer, France) or TOS
(Chemos GmbH, Germany) in dimethyl sulfoxide (DMSO)
medium. In order to an increase of the bond stability, the
imine group was reduced with hydrogen ,in statu nascendi”
to amine group using sodium borohydride. With the aim of
optimizing the immobilization process, the modified samples
were subjected to impact solutions of SPA or TOS at the
different concentrations of 2.0 mg/ml, 1.0 mg/ml, 0.5 mg/ml,
0.2 mg/ml and 0.1 mg/ml prepared in DMSO. The solutions
prepared for the immobilization and the solutions obtained
after this process, adequate diluted, were determined by
HPLC method with UV-detection (Waters HPLC system)
for the evaluation of the total amount of drug linked with
surface of the modified sample.

Antimicrobial activity of the vascular prosthesis with the
bound chemotherapeutic agent was tested in vitro against
Staphylococcus aureus ATCC 25923 and Escherichia coli
ATCC 25992 bacterial strains, responsible for postoperative
infections, 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

To obtain the antimicrobial vascular prosthesis, spar-
floxacin and tosufloxacin was used. This fluoroquinolone
antibiotics were selected because of their broad-spectrum
antimicrobial activity against gram-positive and gram-nega-
tive microorganisms.

Antimicrobial properties of prosthesis surface was ob-
tained by an alternatively activation with glutaraldehyde and
diethylenetriamine, and then by coupling with SPA or TOS
in organic medium to form a relatively stable Schiff base
following by hydrogen reduction.
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RYS.1. Przyktadowe chromatogramy otrzymane
dla roztworow przed (A) i po (B) immobilizacji przy
stezeniu poczatkowym TOS 1.0 mg/ml.

FIG.1. The exemplary chromatograms obtained for
the solutions before (A) and after (B) immobilization
at initial TOS concentration of 1.0 mg/ml.

otrzymano przez naprzemienng aktywacje glutaraldehydem
i dietylenotriaming, a nastepnie przez potaczenie ze SPA
lub TOS w organicznym srodowisku tworzgc stosunkowo
trwatg zasade Schiff'a, w kolejnym etapie zredukowang
wodorem.

llosci lekéw zwigzanych ze zmodyfikowang powierzchnig
protezy obliczono na podstawie roznic w stezeniach SPA
lub TOS, przed i po immobilizacji, oznaczonych metodg
HPLC (RYSUNEK 1). llosci antybiotykéw przytgczonych do
biomateriatu byty r6zne w zaleznosci od ich stezen w roztwo-
rach uzytych do immobilizacji. Ze wzrostem poczatkowego
stezenia lekdw, ilosci tych lekdéw zwigzane z nosnikiem rosty,
ale wydajnos$¢ immobilizacji malata. Stezenie antybiotyku
w zakresie 2 - 1 mg/ml zostato wybrane jako optymalne do
immobilizacji obydwu lekéw biorgc pod uwage wydajnosé
tego procesu (ok. 50%) i aktywno$¢ przeciwbakteryjng tak
otrzymanego implantacyjnego materiatu.

Zmodyfikowane probki ze SPA lub TOS zbadano pod
wzgledem ich dziatania wobec szczepow Staphylococcus
aureus ATCC 25923 i Escherichia coli ATCC 25992 stosujac
test ptytkowy. Jak pokazano (RYSUNEK 2), strefy zaha-
mowania wzrostu bakterii wokét probek ze SPA lub TOS
otrzymanych po immobilizacji w roztworze o stezeniu 0.2
mg/ml wynosity 10-15 mm, a dla prébek ze SPA lub TOS
otrzymanych po immobilizacji w roztworze o stezeniu 2.0
mg/ml wynosity 25-30 mm. Prébki nie modyfikowane anty-
biotykiem nie wykazaty stref zahamowania wobec wszyst-
kich badanych szczepdw, podobnie jak prébki aktywowane
tylko glutaraldehydowym i aminowym tgcznikiem. Obecno$c¢
stref zahamowania wzrostu bakterii wokot probek zawiera-
jgcych antybiotyk demonstruje, ze proces immobilizacji nie
zmienit aktywnosci przeciwbakteryjnej SPAi TOS.

Aktywnos¢ przeciwbakteryjng zmodyfikowanych probek
ze SPAlub TOS otrzymanych przy stezeniu 1 mg/ml potwier-
dzono przy uzyciu testu cieczowego wobec tych samych
szczepow bakteryjnych, jak rdwniez w badaniu ptytkowym.
Brak wzrostu bakterii moze sugerowac, ze antybiotyk byt
zdolny dyfundowac do bulionu i byt aktywny. Jak pokazano
(TABELA 1), prébka zmodyfikowana SPA byta chroniona
przed kolonizacjg mikroorganizmoéw przez 17 dni (E.coli)
i 16 dni (S. aureus), podczas gdy probka zmodyfikowana
TOS byta chroniona przed kolonizacjg mikrobow przez 16
dni (E. coli) i 9 dni (S. aureus).

Na podstawie testow mikrobiologicznych mozna wyde-

RYS.2. Strefy zahamowania wzrostu jako przejaw
aktywnosci przeciwbakteryjnej modyfikowanych
protez. K - kontrola niemodyfikowana, O - kontrola
modyfikowana tgcznikami, 1- probka ze SPA mody-
fikowana przy stezeniu 2 mg/ml, 2 - probka ze SPA
modyfikowana przy stezeniu 0.2 mg/ml.

FIG.2. Zones of bacterial growth inhibition as a
function of antibacterial effect of the modified
biomaterial; K - unmodified sample, O - sample
modified with linkers, 1- sample with SPA modified
at concentration of 2 mg/ml, 2 — sample with SPA
modified at concentration of 0.2 mg/ml.

The amounts of drugs bound to the modified prosthesis
surface were calculated on the basis of the differences in
SPA or TOS concentrations, before and after immobilization,
determined by HPLC method (FIGURE 1). The quantities of
antibiotics attached to biomaterial were altered by changing
their concentrations in solutions used for immobilization.
With increasing initial concentration of drugs, the amounts of
these drugs associated with the carrier were increased, but
immobilization yield decreased. The antibiotic concentration
in the range of 2 - 1 mg/ml was selected as optimal for im-
mobilization of both drugs, taking into account the yield of
this process (about 50%) and antimicrobial activity of such
obtained implantable material.

The modified samples with SPA or TOS were examined
for their effect against Staphylococcus aureus ATCC 25923
and Escherichia coli ATCC 25992 strains by using of plate
test. As it has been shown (FIGURE 2 ), the zones of bacte-
rial growth inhibition around the samples with SPA or TOS
obtained after immobilization in a solution of 0.2 mg/ml were
10-15 mm, and for the samples with SPA or TOS obtained
after immobilization in a solution of 2.0 mg/ml were 25-30
mm. The unmodified samples without antibiotic showed
no zones of inhibition against all tested strains, similarly
as samples modified only with glutaraldehyde and amine
linkers. The presence of inhibition zones of bacterial growth
around antibiotic-containing samples demonstrated that the
immobilization process did not change the antimicrobial
activity of SPA and TOS.

Antimicrobial activity of the modified samples with SPA or
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. As it has been shown (TABLE 1), the SPA-
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TABELA 1. Hamujacy wplyw immobilizowanego antybiotyku na wzrost E. coli i S. aureus.
TABLE 1. Inhibiting effect of the immobilized antibiotic on growth of E. coli and S. aureus.

Badana préba

Test sample 1

CFU, days

Wzrost
Proba kontrolna A* | zlewny
Control sample A* | Heavy

Control sample B*

Préba ze SPA

growth

Préba kontrolna

B* Heavy ) _ ) ) _ ) _ ) ) ) ) ) ) ) ) )
growth

| Escherichia coli |

8
Sammowithspa | 0 | 0| oo fojofolofolo]ojo]ofol o |of a0
. Heavy
Froba z TOS o |ofloflo|o|lo]o|o|lo|o|lo|o|o|o]| o ]|o]fgo
Sample with TOS with

| Staphylococcus aureus |

Préba ze SPA 6

Sample with SPA g olojofojofo]|o|o]|o]ofo]o0o]| 0| - [30
He-

Proba z TOS .

Sample with TOS 0 0o o jofolojojoljo]| T -|- ) A
wth

*-control sample A - the unmodified sample, control sample B - the sample modified with linkers

dukowaé, ze aktywnos¢ przeciwbakteryjna protez naczy-
niowych zmodyfikowanych SPA i TOS byta spowodowana
zarowno dyfuzjg obydwu antybiotykéw do agaru i bulionu
(niekowalencyjne wigzanie lekéw) jak i obecnoscig oby-
dwu antybiotykéw na powierzchni (kowalencyjne wigzanie
lekow).
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modified sample was protected from microbial colonization
for 17 days (E.coli) and 16 days (S. aureus), whereas the
TOS-modified sample was protected from microbial coloni-
zation for 16 days (E. coli) and 9 days (S. aureus).

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