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Streszczenie

Wstep: Celem pracy byta ocena przyczepnosci bakterii Escherichia coli do najcze$ciej uzywanych na
rynku amerykanskim stentéw urologicznych w dynamicznym uktadzie przeptywowym.

Materiat i metody: Uzyto nastepujgcych stentéw urologicznych: 1. Silicone Stent® (Cook Urological)
— stent z czystego silikonu, 2. Tecoflex® (Circon ACMI) — stent ze zmodyfikowanego poliuretanu,
3. Percuflex® (Boston Scientific) — stent wykonany z materiatu chronionego patentem skfadajacego sie
z polietylenu i polipropylenu z zewnetrzng warstwg heparynizowana. Do$wiadczenia przeprowadzono
w oryginalnej komorze przeptywowej wedfug pomystu autoréw. Stenty umieszczano w moczu zakazo-
nym E. coli po wyznaczeniu optymalnej koncentracji bakterii w inokulacie, a nastepnie rolowano na aga-
rze. Enumeracje bakteryjna przeprowadzano na podstawie na sonifikacji, metodach enzymatycznych (ak-
tywnos$¢ -galaktozydazy) i fluorescencyjnych (odczynniki BacLight LIVE/DEATH).

Wyniki: Oceniano liczebno$é i przezywalno$¢ bakterii, wyznaczono czas osiggniecia rownowagi dyna-
micznej tworzenia biofilmu, optymalne stezenie bakterii w inokulacie i optymalny czas sonifikacji oraz
przyczepnos$¢ pateczki okreznicy do badanych stentéw. Poréwnano standardowe metody enumeracji
bakteryjnej z metodyka opartg na aktywnos$ci enzymatycznej -galaktozydazy.

Whioski: Stent Tecoflex® cechowat sie prawie 3-krotnie (2,6) mniejszg przyczepnosécig bakteryjna, nato-
miast stent Percuflex® miat najwyzsza liczbe bakterii w biofilmie na jednostke diugosci stentu. Nie stwier-
dzono statystycznie istotnej réznicy w przyczepnosci pateczki okreznicy do stentu silikonowego i stentu
Percuflex®.

Stowa kluczowe: przyczepno$¢ bakteryjna, dynamiczny ukfad przeptywowy, stenty urologiczne, pafeczka okreznicy

Abstract

Background: The aim of this study was an assessment of the adhesion of the E. coli bacterium to urolog-
ical stents most often used on the American market in dynamic flow systems.

Materials and methods: The following urological stents were examined: 1. Silicone Stent® Cook Urolo-
gical — a pure silicone stent, 2. Tecoflex® (Circon ACMI) — a modified polyurethane stent, 3. Percuflex®
(Boston Scientific) — a stent made of a patent-protected material consisting of polythene and polypropy-
lene with a heparinized outer layer. The experiment was carried out in an original flow chamber according
to the authors’ design. The stents were put in urine infected with E. coli after establishing the optimal
bacterium concentration in the inoculate, and were then rolled on agar. A bacterial enumeration was
performed on the base of sonification, enzymatic (8-galactozydase activity) and fluorescent methods (Bac-
Light LIVE/DEAD reagents).
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Results: The time taken to achieve the dynamic balance in creating the biofilm, the optimal bacterial concen-
tration in the inoculate as well as the optimal time of sonification were established. The number and survival
rate of the bacteria and bacterial adhesion to the examined stents were assessed. Standard methods of bacte-
rial enumeration were compared, the methodology being based on the enzymatic activity of 8-galactozydase.
Conclusions: A Tecoflex® stent was characterized by three times (2.6) less bacterial adhesion, while the
Percuflex stent had the highest number of bacteria on the biofilm per length of unit of the stent. A statis-
tically significant difference in the adhesion of the E.coli bacterium between the silicone and Percuflex

stents was not found.

Key words: bacterial adhesion, dynamic flow system, urological stents, Escherichia coli

Wstep

Ze wzgledu na przynajmniej tréjfazowy proces two-
rzenia biofilmu, nie mozna go opisa¢ jednym modelem
matematycznym, dlatego badania in vitro z jak najdoktad-
niejszym odtworzeniem warunkdw /in vivo sg najlepsza
metodg badania biofilmu [1].

Uktady doswiadczalne uzywane w badaniu biofilmu
mozna podzieli¢ na statyczne i dynamiczne.

1. Uktady statyczne

Materiat badany jest zanurzony w roztworze ptynu
tkankowego i po ustalonym czasie doswiadczenia utwo-
rzony biofilm podlega dalszej ocenie ilosciowej i jako-
$ciowej. Model ten jest wystarczajgcy do badania ukta-
déw, w ktorych biomateriaf nie jest narazony na sity tar-
cia mechanicznego lub przeptywowego [2], nie pozwala
jednak na utrzymanie statych warunkéw fizykochemicz-
nych i biologicznych [3]. Ukfady statyczne sa uzywane
do wstepnego badania materiatéw stosowanych w prze-
mysle (kontenery do przechowania paliw i wody, etc.),
nie powinny jednak by¢ stosowane do badania materia-
téw uzywanych w organizmach zywych, gdzie sity napre-
zen i tarcie przyczyniaja sie do modelowania biofilmu [4].

2. Uktady dynamiczne (przeptywowe)

W takim uktadzie biofilm jest poddany:

a. sitom tarcia mechanicznego, odtwarzajacym sity dzia-
fajagce w uktadzie biologicznym (na przyktad tarcie
zebow w badaniu biofilmu jamy ustnej);

b. sifom tarcia przeptywowego pomigdzy ptynami biolo-
gicznymi (krew, mocz) a powierzchnig biomateriatu;

c. stosunkowo statej koncentracji substancji odzyw-
czych i statym warunkom fizykochemicznym (mocz
przeptywajac przez moczowdd, dostarcza $wiezych
sktadnikow);

d. statemu usuwaniu produktéw ubocznych metaboli-
zmu (przeptywajacy mocz).

Niezaleznie od budowy i rodzaju uktadu badawcze-
go, kazdy eksperyment badajgcy biofilm wymaga:

a. materiatu biomedycznego (czesto na podtozu statym);

b. roztworu ptynu tkankowego;

c. badanego mikroorganizmu.

Warunki fizykochemiczne w ukfadzie moczowym
obejmuja:

a. dtugos$é¢ moczowodu: 25-30 cm;

b. $érednica moczowodu: 0,2-0,3 cm;

Introduction

Because of at least a triphase process in creating
a biofilm, it is not possible to describe it with a single
mathematical model, therefore in vitro examinations with
the most precise reconstruction of /n vivo conditions is
the best method of examining a biofilm [1].

The experimental systems used in examining a biofilm
can be static or dynamic.

1. Static systems

The examined material is dipped into solution of tis-
sue liquid and the created biofilm is subject to a further
quantitative and qualitative assessments after the estab-
lished time. This model is good enough to study the sys-
tems in which the biomaterial is not exposed to mechani-
cal or flow friction forces [2]. However, it does not allow
one to keep constant physicochemical and biological
conditions [3]. Static systems which are used in the pre-
liminary studies of materials applied in industry (contain-
ers to keep fuels and water, etc.), should not however,
be taken to examine materials used in living organisms,
where the forces of tension and friction contribute to
modelling the biofilm [4].

2. Dynamic systems (flow)

In this kind of system the biofilm is subjected to:

a. mechanical friction forces, resembling the forces ac-
tive in a biological system (for example: rubbing teeth
in testing a biofilm for the oral cavity);

b. the forces of flow friction between biological liquids
(blood, urine) and the surface of the biomaterial;

c. therelatively constant concentration of nutritious sub-
stances and constant physicochemical conditions
(urine flowing through the ureter provides fresh com-
ponents;

d. the constant removal of by-products from the me-
tabolism (flowing urine).

Regardless of the construction and kind of research
system, each experiment for examining a biofilm requires:
a. biomedical material (often on solid ground);

b. a solution of tissue liquid;

c. examined microorganisms.

Physicochemical conditions of the urinary tract:

a. length of the ureter: 25-30 cm.

b. diameter of the ureter: 0.2-0.3 cm.

c. frequency of peristaltic wave 2-6 Hz.
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czestotliwos¢ fali perystaltycznej: 2-6 Hz;
predko$c¢ fali perystaltycznej: 2-5 cm/s;
temperatura: 37°C.
pH moczu: 5-6,5;
predkos$é przeptywu moczu przez moczowdd: 0,5-
-1,5 cm¥/s.
Zaktadajgc produkcje 24-godzinng moczu na 1500 ml
i dzielgc jg na dwa moczowody, otrzymamy objetos$¢ prze-
ptywu moczu przez moczowdd okoto 750 ml na 24 godzi-
ny. Mocz przeptywa przez moczowadd dzieki fali perystal-
tycznej, a predkos$c¢ przeptywu nie jest stafa. Opierajac sie
na pomiarach dos$wiadczalnych i teoretycznym modelu
otwartej rurki, mozna zatozy¢, ze predkosé przeptywu
moczu przez moczowdd wynosi 0,5-1,5 cm?/s (lub ml) [5].
Moczowdéd zbudowany jest z miesnidwki i Sluzéwki,
ktérg pokrywa nabtonek przejsciowy. W nabtonku tym
znajduja sie takze makrofagii mastocyty. Ciato obce (stent)
w moczowodzie poddane jest nie tylko dziataniu moczu
Z jego organicznymi i nieorganicznymi sktadnikami, ale
takze dziataniu substancji i biatek produkowanych przez
biate i czerwone ciatka, ptytki krwi oraz produkty lokalnej
odpowiedzi tkankowej. Dlatego eksperyment badajacy in-
terakcje pomiedzy biomaterialem a moczowodem musi
uwzgledni¢ skomplikowane warunki tarcia wynikajace
z dynamiki ptynéw (moczu), warunki fizygkochemiczne mo-
czu, a takze wptyw komérek w moczowodzie.

@ o ao

Materialy

Stenty
W prezentowanej pracy autorzy badali najczesciej

uzywane, powszechnie dostepne na rynku materiaty do

produkcji stentow urologicznych [6]:

1. Stentsilikonowy (Silicone Stent®), produkowany przez
firme Cook Urological, z siedzibg w Spencer, IN, Sta-
ny Zjednoczone — stent z czystego silikonu;

2. Tecoflex®, stent produkowany przez firme Circon
ACMI, z siedzibg w Stamford, CT, Stany Zjednoczo-
ne — stent ze zmodyfikowanego poliuretanu;

3. Percuflex®, stent produkowany przez firme Boston
Scientific z siedzibg w Natik, MA, Stany Zjednoczone
— stent wykonany z materiatu chronionego paten-
tem sktadajacego sie z polietylenu i polipropylenu
z zewnetrzng warstwa heparynizowang HydroPlus®.
Stenty zostaty zakupione z $rodkéw wtasnych i prze-

chowywane w oryginalnych sterylnych opakowaniach.

Mocz

Mocz od zdrowego ochotnika zostat zebrany na lo-
dzie, a nastepnie prébke o objetosci 10 ml odwirowano
w wiréwce laboratoryjnej z predkoscig 2,500 obr./min
przez 5 minut. Supernatant usunieto, a opad zawieszono
w kropli moczu i przygotowano preparat. Preparat swie-
zego moczu badano przy uzyciu mikroskopu $wietlnego
pod powiekszeniem 400 X. Do badan uzyto wytgcznie
moczu z negatywnym wynikiem badania na obecnos¢
azotanéw, biatych i czerwonych ciatek krwi. Wykonano
takze posiewy 5 ml moczu z kazdej prébki na obecnosé
bakterii i grzybow przez 5 dni. Jezeli posiew byt pozy-

speed of peristaltic wave 2-5 cm/sec.

temperature — 37°C.

pH of urine: 5-6.5.

the speed of urine flow through the ureter: 0.5-1.5 cc/s.
Assuming the 24-hour production of urine to be 1500
ml and dividing it between two ureters, one will obtain
a volume of about 750 ml of urine flowing through one
ureter for 24 hours. Urine runs through the ureter thanks
to a peristaltic wave, and the speed of the flow is not
constant. Being based on experimental measurements
and a theoretical model of the opened tube, the flow
speed of urine through the ureter is estimated to be 0.5-
-1.5 cc/s [B].

The ureter is made of muscles and mucous mem-
brane which is covered with a transcendent epithelium.
Mastocytes and macrophages can be found in this epi-
thelium. A foreign body (stent) in the ureter is subjected
not only to urinary action with its organic and non-or-
ganic elements, but also to the action of substances and
proteins produced by white and red blood cells, plate-
lets and products due to local tissue response.

Therefore, the experiment examining interactions
between a biomaterial and the ureter must consider the
complicated conditions of friction resulting from dyna-
mics of liquids (urine), the physicochemical conditions
of urine as well as influence of cells in the ureter.

@™o

Materials

Stents
We have examined in this study materials widely avail-

able on the market and most often used for the produc-

tion of urological stents [6].

1. Silicone Stent® — produced by the Cook Urological
company, located in Spencer, IN, USA - a stent of
pure silicone.

2. Tecoflex® — produced by the Circon ACMI company,
located in Stamford, CT, USA — a stent of modified
polyurethane.

3. Percuflex® — produced by the Boston Scientific com-
pany, located in Natik, MA, USA — a stent made of
a patent-protected material consisting of polythene
and polypropylene with a heparinized outer layer,
HydroPlus®.

The stents were purchased at the authors’ expense
and were kept in their original sterile wrappings.

Urine

Urine of a healthy volunteer was taken on ice then
a 10ml specimen was spun in the laboratory centrifuge
at a speed of 2.500 turns/min for 5 minutes. The super-
natant was removed, the precipitate was hung in the drop
of urine for the microscope preparation. The prepara-
tion of fresh urine was examined under a lit optical mi-
croscope with 400 X magnification. Only urine with nega-
tive examination results for the presence of nitrates, white
blood cells and red blood cells was used in the study.
Bacterial and fungal cultures were made from 5 ml of
each urine specimen for 5 days. If the culture was posi-
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tywny (niezaleznie od liczby kolonii), prébka nie byfa bra-
na pod uwage w analizie wynikéw.

Materiat zakazny

Pateczke okreznicy (Escherichia coli — E. coli) wy-
brano do badan ze wzgledu na jej znaczenie kliniczne
w zakazeniach uktadu moczowego, a takze duze doswiad-
czenie w jej enzymatologii i biologii. Wszystkie ekspery-
menty przeprowadzono z uzyciem tego samego szcze-
pu bakteryjnego, ktéry uzyskano z pracowni mikrobiolo-
gicznej Wojskowego Szpitala Klinicznego w Portland od
pacjenta z zakazonym stentem po leczeniu kamicy ner-
kowej i septycznym zapaleniu bakteryjnym nerki. Préb-
ka byta zachowana w 30-procentowym glicerolu i zamro-
zona. Przed kazdym nowym eksperymentem prébka byta
hodowana na agarze przez 24 godziny, po czym zawie-
szona i hodowana w medium ptynnym Luria-Bertani (LB)
przez kolejne 24 godziny.

Przygotowanie medium bakteriologicznego

Podtoze LB wybrano ze wzgledu na powszechng do-
stepnos¢, tatwosé przygotowania i modyfikacji oraz do-
bre doswiadczenia w laboratoriach mikrobiologicznych
i genetycznych pracujacych z pateczka okreznicy.

Do przygotowania 1 litra podfoza LB odwazono: 10,0 g
Tryptone (Difco 0123), 5,0 g ekstraktu drozdzy (Yeast
Extract Difco 0127), 10,0 g NaCl i 5,0 g laktozy. Do czy-
stego szklanego pojemnika przeptukanego odjonizowana
wodg dodano: wszystkie odczynniki, 1 litr odjonizowa-
nej wody i 0,5 ml 4N Sodium Hydroxide, a nastepnie
mieszano do rozpuszczenia przy uzyciu mieszadta ma-
gnetycznego w temperaturze 30°C. Podtoze LB rozdzie-
lono do: 20 probéwek (20 ml) po 5 ml, 4 kolb Erlenmey-
era (500 ml) po 100 ml, 1 duzego pojemnika (750 ml) —
500 ml. Naczynia laboratoryjne przykryto plastykiem la-
boratoryjnym i aluminium i wysterylizowano przez 20 min
w autoklawie w temperaturze 121°C, a przechowywano
w temperaturze pokojowej lub chtodziarce.

Do przygotowania 1 litra agaru LB odwazono: 10,0 g
Tryptone (Difco 0123), 5,0 g ekstraktu drozdzy (Yeast
Extract Difco 0127), 10,0 g NaCl, 5,0 g laktozy i 15,0 g
agaru. Do czystego szklanego pojemnika przeptukanego
odjonizowang wodg dodano: wszystkie odczynniki, 1 litr
odjonizowanej wody i 0,5 ml 4N Sodium Hydroxide,
a nastepnie mieszano do rozpuszczenia przy uzyciu mie-
szadfa magnetycznego w temperaturze 30°C z ktebkiem
waty w szyjce kolby Erlenmeyera. Agar LB rozlano do
ptytek Petriego i pozostawiono do zastygniecia, a nastep-
nie ptytki opisano (dzien wylania i numery seryjne uzy-
tych odczynnikow). Ptytki inkubowano w temperaturze
37°C przez 24 godziny, odrzucono ptytki z jakimkolwiek
wzrostem bakteryjnym. Plytki przechowywano w chfo-
dziarce w temperaturze 4°C maks. przez 3 miesigce.

Kontrola zanieczyszczenia bakteriologicznego

Szkto laboratoryjne, odczynniki i komore przepty-
wowg wysterylizowano w autoklawie. Wszystkie ekspe-
rymenty przeprowadzono w laboratoriach Katedry Im-
munologii i Mikrobiologii Molekularnej Uniwersytetu

tive (independent of the number of colonies) the sample
was not taken into consideration in the analysis of the
results.

Contagious material

Escherichia coli was chosen for this study because
of its clinical significance in infections of the urinary tract,
as well as for the wide experience already gained in its
enzymatology and biology. All experiments were carried
out with use of the same bacterial strain obtained from
the microbiological laboratory of the Military Clinical
Hospital in Portland, from a patient with an infected stent
after being treated for nephrolithiasis and septic bacte-
rial nephritis. The sample was preserved in 30% glyc-
erol and frozen. Before every new experiment, the sample
was bred on agar for 24 hours, then hung and bred in
a Luria-Bertani (LB) fluid medium for the following 24 hours.

Preparing the bacteriological medium

The LB base was chosen because it is widely avail-
able, easy to prepare and modify and because of the good
experience in microbiological and genetic laboratories
of working with Escherichia coli.

10.0 g of Tryptone (Difco 0123), 5.0 g of yeast extract
(Yeast Extract Difco 0127), 10.0 g of NaCl and 5.0 g of the
Lactose were weighed out to prepare 1 litre of the LB
base. All reagents, 1 litre of deionised water and 0.5 ml
of 4N Sodium Hydroxide were added to a clean glass
container rinsed out with deionised water and mixed up
until dissolving in at 30°C using a magnetic mixer. The
LB base was divided among: 20 test tubes (20 ml) each
with 5 ml, 4 Erlenmeyer tubes (500 ml) each with 100 ml
and one big container (750 ml) with 500 ml. The labora-
tory vessels were covered with laboratory plastic and
aluminium and were sterilized for 20 min in an autoclave
at a temperature of 121°C, and were stored at room tem-
perature or in the refrigerator.

10.0 g of Tryptone (Difco 0123), 5.0 g of yeast extract
(Yeast Extract Difco 0127), 10.0 g of NaCl and 5.0 g of the
lactose were weighed out to prepare 1 litre of the LB
base. All reagents, 1 litre of deionised water and 0.5 ml
of 4N Sodium Hydroxide were added to a clean glass
container rinsed out with deionised water and mixed up
until dissolving in at 30°C using a magnetic mixer with
a cotton wool ball in the Erlenmeyer tube neck.

LB agar was poured out into petri dishes and left un-
til it solidified into a gel. Then the dishes were labelled
with the date of pouring and the serial numbers of the
reagents used. The dishes were incubated at 37°C for 24
hours and dishes with any bacterial growth were dis-
posed of. The remaining dishes were stored in a refrig-
erator in at a maximum temperature of 4°C for 3 months.

Control of bacteriological pollution

The laboratory glassware, reagents and the flow
chamber were sterilized in an autoclave. All experiments
were carried out in the laboratories of the Chair of Im-
munology and Molecular Microbiology of the University
of Health Sciences in Portland, Oregon, under the direc-
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Nauk Medycznych Stanu Oregon w Portland, w pracowni
Profesora Freda Heffrona, w latach 1999-2000. Materiat
zakazny opracowano i niszczono zgodnie z zaleceniami
Narodowego Instytutu Zdrowia (NIH, National Institute of
Health) i wewnetrznymi przepisami katedry. Praca ta zo-
stata w cafosci sfinansowana z funduszy Katedry Immuno-
logii i Mikrobiologii Molekularnej oraz funduszy wtasnych
autoréw bez jakiegokolwiek finansowania ze strony przemy-
stu farmaceutycznego. Ze wzgledu na czysto eksperymen-
talny charakter badan praca nie podlegafa ocenie Komisji
Etyki Badan Naukowych, poza wymogami Komisji dotycza-
cymi stosowania bezpiecznych metod laboratoryjnych.

Metody

Komora przeptywowa

Do budowy komory przeptywowe;j (ryc. 1) uzyto: rurki
szklanej o dtugosci 30 cm i wewnetrznej srednicy 7 mm
(Pyrex®), 2 strzykawek polietylenowych (Luer) o objeto$ci
3 ml, platynizowanej rurki silikonowej o wewnetrznej $red-
nicy 4 mm (Cole-Palmer®, nr katalogowy P-95802-07),
ztgcz polietylenowych o wewnetrznej srednicy 4 mm
(Cole-Palmer®) oraz kleju silikonowego medycznego (Ge-
neral Electrics®, nr katalogowy RTV 118).

Opis budowy komory

Strzykawki przecieto w potowie dtugosci i jedng z nich
(dolng) sklejono ze szklang rurka. Druga strzykawke do-
klejono po zawieszeniu stentéw w komorze. Do kazdej
komory przeptywowej dodano tréjramienny podzielnik
przeptywu z dodatkowym portem do pobierania prébek.
Sterylny mocz umieszczono w dwulitrowych pojemni-
kach z korkiem silikonowym, odpowietrznikiem z filtrem
bawetnianym i rurkg polietylenowg, ktérag pofaczono przez

'|‘
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Rycina 1. Strzykawka: 1) koniec strzykawki Luer, 2) stent,
3) nié chirurgiczna, 4) rurka szklana Pyrex, 5) uszczel-
ka silikonowa

Figure 1. Syringe: 1) end of the Luer syringe, 2) stent, 3) surgical
suture, 4) Pyrex glass pipe, 5) silicone gasket

tion of Professor Fred Heffron during the years 1999-
-2000. Any contagious material was found and destroyed
according to the recommendations of the National Insti-
tute of Health (NIH) and internal regulations of the Chair.

This work was financed from the funds of the Chair
of Immunology and Molecular Microbiology and the au-
thors’ own resources without any financial support from
the pharmaceutical industry.

Due to the purely experimental character of this study,
it was not evaluated by the Committee of Research Eth-
ics, apart from following the Committee’s requirements
regarding the application of safe laboratory methods.

Methods

Flow chamber

The following parts were used in the construction of
flow chamber (Fig. 1): a glass pipe of 30 cm in length and
an internal diameter of 7 mm (Pyrex®), 2 polyethylene sy-
ringes (Luer lock) of 3 ml volume, a platinium-covered sili-
cone pipe with an internal diameter of 4 mm (Cole-Palmer®,
catalogue no. P-95802-07), polyethylene junctions with
an internal diameter of 4 mm (Cole-Palmer®), silicone
medical glue (General Electrics®, catalogue no. RTV 118).

Description of the chamber construction

The syringes were cut in the middle in two and the
lower part was glued to the glass pipe. The second sy-
ringe was glued after the stents were hung in the cham-
ber. A three-arm flow distributor with an additional port
for taking samples was added to each flow chamber.
Sterile urine was collected in two-litre containers with
a silicone cork, with a cotton filter and a silicone pipe
which was connected via the pulsating pump to the flow
chamber by the silicone tube. A sonographic-laser gauge
was placed on the tube. Refuse from the flow chamber
was carried to a two-litre container, and next to the Mi-
crobiology Chair’s contagious refuse collector. Each flow
chamber was built with a microbiological air-blower with
positive pressure. The experiments were carried out in
the microbiological chamber at room temperature.

Description of experiment

1. Preparation of stents

Stents were cut into 1.5 cm length pieces with sterile
scissors and were hung on sterile nylon thread. In order
to get similar physicochemical conditions they were ar-
ranged according to 1-2-3-1-2-3... pattern and were
placed in the sterile flow chamber vertically.

2. Method of infecting (inoculating) the flow chamber

The flow chamber was filled up with 10 ml of bacte-
rial suspension (4 x 10° bacterium/ml) in a fluid LB me-
dium with 5% lactose (GIBCO 12795084), and after the
incubation period sterile urine with the medium (in a 5:1
proportion) was put through the flow chamber with use
of a pulsating pump with 12 impulses/minute and a mean
speed 0.8 ml/min for 24 hours (Fig. 2).
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pompe pulsacyjng z komorg przeptywowa wezykiem siliko-
nowym. Na wezyku umieszczono sonograficzno-laserowy
miernik przeptywu. Odpadki z komory przeptywowej zlewa-
no do 2-litrowego pojemnika, a nastepnie do zbiornika na
odpadki zakazne Katedry Mikrobiologii. Kazdg komore prze-
ptywowa budowano w nawiewie mikrobiologicznym z do-
datnim ci$nieniem. Eksperymenty przeprowadzano w ko-
morze mikrobiologicznej w temperaturze pokojowe;j.

Opis eksperymentu

1. Przygotowanie stentow

Stenty pociete sterylnymi nozyczkami na 1,5-centy-
metrowe kawatki zawieszono na sterylnej nici nylonowe;.
Aby uzyska¢ podobne warunki fizykochemiczne, ufozo-
no je wedtug wzoru 1-2-3-1-2-3... i umieszczono pio-
nowo w sterylnej komorze przeptywowe;.

2. Metodyka zakazenia (inokulacji) komory przeptywowej

Komore przeptywowa wypetniano 10 ml zawiesiny
bakteryjnej (4 x 108 bakterii/ml) w medium ptynnym LB
z 5-procentowg laktozg (GIBCO 12795084), a po okresie
inkubacji sterylny mocz z medium (w proporcji 5:1)
przepuszczano przez komore przeptywowg za pomoca
pompy pulsacyjnej z 12 impulsami na minute i predko-
$cig $rednig 0,8 ml/min przez 24 godziny (ryc. 2).

3. Opracowanie materiatu

Po 24 godzinach stenty wyjmowano z komory i prze-
ptukiwano dwukrotnie roztworem NaCl (PBS, phosphate buf-
fered saline; Life Technologies 14190151), aby usungé mocz.
Stenty podzielono na dwie grupy w celu dalszej obrébki.

4. Metoda rolowania stentéw w celu policzenia
(enumeracji) bakterii

Stenty rolowano na LB agarze, a ptytki agarowe inku-
bowano w temperaturze 37°C przez 24 godziny. Kolonie
bakterii liczono na kazdej z ptytek.

5. Enumeracja bakteryjna — sonifikacja

Stenty umieszczano na lodzie w sterylnych 2-milili-
trowych probdéwkach z przykrywka, dodawano 1,5 ml
roztworu roboczego lub 1,5 ml PBS i umieszczano w ka-
pieli sonifikacyjnej. Sonifikatora laboratoryjnego (60 Hz,
1,5 W) uzywano przez 30 s.

6. Pomiar aktywnosci S-galaktozydazy przy uiyciu
o-Nitrofenylo-3-galaktopyranozydu

Roztwdr roboczy sktadat sie z 40 ml 1M dithiothreito-
lu w 100 ml buforu enzymatycznego (61 mM Na,HPO,,
39 mM NaH,PO,, 10 mM KCI, 10 mM MgS0O,*7H,0
w 1000 ml H,0). Do kazdej probéwki dodawano 4 krople
chloroformu i 2 krople 0,1-procentowego siarczanu sod-
ku dodecylu (SDS, sodium dodecyl/ sulfate), a nastepnie
probéwki worteksowano przez 15 s. Po wyjeciu z roz-
tworu stenty niszczono, a prébki inkubowano przez
10 min w temperaturze pokojowej. Do kazdej prébki do-
dawano 0,4 ml roztworu ONPG (o-nitrofenyl-BD-galak-
topiranozyd), mieszano, a nastepnie inkubowano w 27°C

3. Processing of the material

The stents were taken out of the chamber after 24
hours and were rinsed twice with phosphate buffered
saline (PBS, Life Technologies 14190151) in order to re-
move the urine. The stents were then divided in two
groups for further processing.

4. Method of rolling the stents in order to count
(enumerate) the bacteria

The stents were rolled in LB agar and the agar dishes
were incubated at a temperature of 37°C for 24 hours.
Bacteria colonies were then counted in each dish.

5. Bacterial enumeration — sonification

Stents were put on ice in sterile 2 ml test tubes with lids,
to which 1.5 ml of working solution (RR) or 1.5 ml of PBS
were added and next were put in the sonic bath. A labora-
tory sonificator (60 Hz, 1.5 in) was used for 30 sec.

6. Measurement of the 8-galactozydase activity using
o-nitrofenyl-3-galactopyranozyd

Working solution consisted of 40 ml of 1M dithiothreitol
in 100 ml enzymatic buffer (61 mM Na,HPO,, 39 mM
NaH,PO,, 10 mM KCI, 10 mM MgS0O,*7H,0 mm in 1000 ml
of H,0). 4 drops of chloroform and 2 drops of 0.1% so-
dium dodecyl sulphate (SDS) were added to every test
tube, then the test tubes were vortexed for 15 secs. After
taking them out from the solution the stents were then
destroyed, and the samples were incubated for 10 min. at
room temperature. 0.4 ml of ONPG solution was added to
every sample, mixed up and incubated at 27°C. RR and
the E. coli suspension were used as the negative and posi-
tive control. The reaction was stopped after 2 hours of
incubation by adding 1 ml of 1 M sodium carbonate and
the samples were brought to the spectrophotometric
room. The absorbance of every sample was measured in
light distances of 420 nm (OD420) and 550 nm (OD550),
using disposable spectrophotometric trays. Assuming that

2
—
—
]
1 3 4 5 6

Rycina 2. Schemat przeptywu: 1) sterylny mocz, 2) przewody
silikonowe platynizowane, 3) pompa pulsacyjna, 4)
zbiornik ze $Swiezg kulturg E. coli, 5) komora
przeptywowa, 6) zbiornik na zuzyty mocz i zawie-
sine bakterii

Figure 2. Diagram of the flow: 1) sterile urine, 2) silicone plat-
inized tubes, 3) pulsating pump, 4) container with
fresh E. coli culture, 5) flow chamber, 6) container
for used urine and suspension of bacteria
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roztworu roboczego i zawiesiny E. coli uzywano jako
negatywnej i pozytywnej kontroli. Reakcje przerywano
po 2 godzinach inkubacji, dodajac 1 ml 1M weglanu sodu,
a prébki przenoszono do pokoju spektrofotometryczne-
go. Absorbancje kazdej probki mierzono przy dtugosciach
$wiatta 420 nm (OD420) i 550 nm (OD550), uzywajac jed-
norazowych kuwet spektrofotometrycznych. Zaktadajac,
ze aktywno$c $-galaktozydazy jest proporcjonalna do licz-
by bakterii w jednostce objetosci w modelu permeabili-
zowanym (otwarte pory btony komdrkowej), catkowitg
aktywnos¢ g-galaktozydazy w probce obliczano wedtug
wzoru: aktywnos$¢ probki = 100 x [OD420 - (1,75 X
0D550)]. Kazdy z eksperymentéw powtarzano 3-krotnie,
a uzyskane wartosci usredniano.

7. Metody fluorescencyjne

Stenty umieszczano w sterylnych polietylenowych
probéwkach (Corning Cryogenic 2,0 ml) z 1,5 ml PBS
i poddawano sonifikacji przez 30 s. w sonifikatorze labo-
ratoryjnym (60 Hz, 1,5 W). Do oznaczenia liczebnosci
i metabolizmu bakteryjnego uzyto zestawu odczynnikdw
BacLight LIVE/DEATH. Preparat przygotowywano, mie-
szajgc b ul zawiesiny bakteryjnej ze stentu (po sonifika-
cji) z b ul roztworu BacLight. Preparaty (trzy z kazdej prob-
ki) analizowano w mikroskopie epifluorescencyjnym
(NIKON) z filtrem Omega-5717 lub spekrofotometrem flu-
orescencyjnym (BioRad). Notowano catkowitg liczbe
i procent zywych bakterii.

8. Ustalenie negatywnych i pozytywnych
kontroli dla doswiadczen

Zawiesine bakterii £. coli przenoszono do 10-milili-
trowej probowki i pod kontrolg spektrofotometru roz-
cienczano sterylnym medium LB do gestosci optycznej
réwnej koncentracji 4 x 10° bakterii/ml. Nastepnie po-
przez seryjne rozcienczenia 1:10 uzyskano rézne stezenia
bakterii. Rozciefczenia i pomiary spektrofotometryczne
przeprowadzono w temperaturze 4°C (na lodzie). Po 5 ul
z kazdego rozcieczenia przenoszono na szkietko i bar-
wiono metodg Grama. Nastepnie okreslono liczebnos$é
bakterii na ml w kazdym rozciefczeniu w mikroskopie
$wietlnym (X 1000). Tych samych roztworéw uzyto do
ustalenia krzywych aktywnosci 8-galaktozydazy i kontro-
li metod fluorescencyjnych.

9. Ustalenie optymalnych warunkéw
tworzenia biofilmu

W fazie wstepnej badan ustalono krzywe przyczep-
nosci bakteryjnej poprzez manipulacje czasu trwania eks-
perymentu, a takze badajgc rozne koncentracje bakterii
w inokulacie.

10. Optymalny czas eksperymentu
(dynamiczna réwnowaga biofilmu)

W tym eksperymencie uzyto stentu silikonowego
pocietego na 1,5-centymetrowe kawatki. Komore prze-
ptywowa wypetniono 10 ml zawiesiny bakteryjnej
(4 x 108 bakterii/ml) w medium ptynnym LB z 5-procen-
towg laktozg (GIBCO 12795084). Po okresie inkubac;ji ste-

the s-galactozydase activity is proportional to the number
of bacteria in a volume unit of the permeabilised model
(open pores of the cell membrane) the total activity of
p-galactozydase in the sample was calculated according
to the following equation: the activity of the sample = 100 X
[OD420-(1.75 x OD550)]. Every experiment was repeated
three times and the mean values were accepted.

7. Fluorescent methods

The stents were put into sterile polyethylene test tubes
(Corning Cryogenic 2.0 ml) with 1.5 ml of PBS and un-
derwent 30 sec sonification in the laboratory sonificator
(60 Hz, 1.5 W). The number of bacteria and their metabo-
lism were measured with use of the BacLight LIVE/DEAD
reagents set. A preparation was made of 5 ul of bacterial
suspension of the stent (after sonification) mixed with
5 ul of BacLight solution. Preparations (three of each
sample) were analyzed in an epifluorescent microscope
(NIKON) with an Omega-5717 filter or fluorescent
spectrosmeter (BioRad). The total number and percent-
age of living bacteria were counted.

8. Establishing negative and positive controls for
experiments

The suspension of the E. coli bacterium was put into
a 10 ml test tube and under control of spectrophotom-
eter was dissloved with a sterile LB medium to the opti-
cal thickness equal to a 4 x 10® bacterium/ml concentra-
tion. Next different concentrations of the bacteria were
created through serial solutions 1:10 . Solutions and spec-
trophotometric measurements were carried at at a tem-
perature of 4°C (on ice). 5 ul of each solution was put
onto glass and prepared by Gram’s method. The num-
ber of the bacteria in ml in each solution was counted
under a lit opitical microscope (x 1000). The same solu-
tions were used to establish levels of g-galactozydase
activity and as a control of the fluorescent methods.

9. Establishing optimal conditions
for creating the biofilm

Levels of bacterial adhesion were established in the
preliminary phase of study through manipulation of the
time of experiment, as well as examining different con-
centrations of the bacterium in the inoculate.

10. Optimal time of experiment
(dynamic balance of the biofilm)

A silicone stent cut into 1.5 cm pieces was used in
this experiment. The flow chamber was filled with 10 ml
of the bacterial suspension (4 X 10 bacterium/ml) in
a liquid LB medium with 5% lactose (GIBCO 12795084).
After incubation, sterile urine with the medium (5:1) was
put through the flow chamber with use of the pulsating
pump with 0.8 ml/min speed for 24 hours. After intervals
of 1,2,4,8,12, 18, 24 hours, the stents were taken out of
the chamber and were rinsed twice with phosphate buff-
ered saline (PBS, Life Technologies 14190151). Stents
were prepared $-galactozydase activity levels were es-
tablished as described in part 6.
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rylny mocz z medium (5:1) przepuszczono przez komore
przeptywowa za pomoca pompy pulsacyjnej z predkos-
cig 0,8 ml/min przez 24 godziny. Po 1, 2, 4, 8, 12, 18,
24 godzinach stenty wyjmowano z komory i ptukano
2-krotnie roztworem zbuforowanego NaCl (PBS, Life Tech-
nologies 14190151). Stenty opracowywano wedfug po-
danego powyzej protokotu sonifikacji. Mierzono aktywnos$é
p-galaktozydazy i wyznaczano krzywe jak w punkcie 6.

11. Wyznaczenie optymalnej koncentracji
bakterii w inokulacie

Po zakazeniu komory 10 ml zawiesiny bakteryjnej o ste-
zeniach: 1 x 10% 4 x 108, 1 x 10" pobrano 1 ml miesza-
niny moczu i bakterii z odptywu komory przeptywowe;j.
Objeto$¢ 1 ml rozcienczonej 1:10 zawiesiny kazdej préb-
ki wylewano na LB agar, inkubowano w temperaturze
37°C i okreslono po 12 i 24 godzinach. Do oznaczenia
aktywnosci g-galaktozydazy metodg ONPG opisang po-
wyzej uzywano 1 ml rozcienczonej prébki. Nastepnie wy-
znaczono krzywe stezenia bakterii w odptywie w zalez-
nosci od koncentracji bakterii w inokulacie.

12. Wyznaczenie optymalnego czasu sonifikacji

Kawatki stentéw (1,5 cm) umieszczono w komorze prze-
ptywowej i po 24 godzinach wyjeto i przeptukano 2-krotnie
roztworem zbuforowanego NaCl (PBS, Life Technologies
14190151). Stenty umieszczono na lodzie w sterylnych
2-mililitrowych mikroprobéwkach z przykrywka. Do probé-
wek dodano 1,5 ml roztworu roboczego lub PBS i umiesz-
czono w kapieli sonifikacyjnej. Sonifikatora uzywano przez
10, 20, 30, 60 i 120 sekund. Supernatant opracowano we-
dtug opisanej powyzej metody mierzenia aktywnosci -ga-
laktozydazy lub wylano na LB agar i inkubowano przez
24 godziny w celu wyznaczenia wplywu czasu sonifikacji
na aktywno$¢ g-galaktozydazy i przezywalnosc¢ bakterii.

Analiza statystyczna

Dane wprowadzono do arkusza kalkulacyjnego Excel
2000, a nastepnie opracowano przy uzyciu programu sta-
tystycznego SPSS v. 11.0.1. (test ¢-Studenta, test ANO-
VA i modut graficzny, minimalne p < 0,05).

Wyniki

1. Ocena liczebnosci bakterii (enumeracja) metodg ro-
lowania na ptytce agarowe;.
Analiza 10 ptytek po 12 i 24 godzinach inkubacji nie
pozwolita na numeracje, poniewaz kolonie zlewaty sie
ze sobg. W celu potwierdzenia hipotezy, iz rolowanie
pozostawia znaczng liczbe bakterii na powierzchni
stentu, 10 kawatkéw stentu po 24 godzinach ekspe-
rymentu rolowano jednorazowo na ptytkach agaro-
wych, a materiat biologiczny poddawano sonifikacji
w 1 cm?® PBS i ponownemu rolowaniu. Po sonifikacji
materiatf rozcienczano i posiewano na ptytki, a wzrost
liczono po 24 godzinach inkubacji w temperaturze
37°C. Stenty ponownie rolowano na ptytkach i liczo-
no kolonie (ryc. 3, tab. I).

11. Establishing the optimal bacterium
concentration in the inoculate

After infecting the chamber with 10 ml of the bacte-
rial suspension with the following concentrations; 1 X
105, 4 x 108 1 x 10,1 ml of the mixture of urine and
bacterium was taken from the outflow of the flow cham-
ber. 1 ml of each sample suspension solute 1:10 was
poured out on the LB agar, incubated at 37°C and counted
after 12 and 24 hours. 1ml of the solute sample was used
to mark the g-galactozydase activity using the ONPG
method described above. Levels of the bacterium con-
centration in the outflow depending on the bacterium
concentration in inoculate were then established.

12. Establishing the optimal time of sonification

Pieces of the stents (1.5 cm) were placed in the flow
chamber and then taken out and rinsed out twice with
a solution of phosphate buffered saline (PBS, Life Tech-
nologies 14190151). Stents were placed on ice in sterile
2 ml microtubes with lids. 1.5 ml of working solution or
PBS was added to test tubes and they were placed in the
sonic bath. A sonificator was used for 10, 20, 30, 60 and
120 seconds. The supernatant was prepared according
to the 8-galaktozydase activity measurement method de-
scribed above or was poured out on LB agar and incu-
bated for 24 hours in order to establish the influence on
the time of sonification of g-galaktozydase activity as well
as the survival of the bacteria.

Statistical analysis

Data were calculated using Excel 2000, and were then
worked out using the statistical program SPSS v. 11.0.1.
(t-Student test, ANOVA and the graphical module, the
p minimum < 0.05).

Results

1. An assessment of the number of bacteria number us-
ing the method of rolling on an agar dish.
An analysis of 10 dishes after 12 and 24 hours of incuba-
tion did not permit enumeration because the colonies
had already merged with each other. In order to prove
the hypothesis that rolling leaves a considerable num-
ber of bacteria on the stent’s surface, 10 pieces of stent
were rolled once on the agar dishes after 24 hours of the
experiment. The biological material was then submitted
to sonification in 1 cc of PBS and rolled again. After
sonification, the material was dissolved and poured into
dishes, and the growth was counted after 24 hours incu-
bation at 37°C. Stents were rolled on petri dishes once
more and colonies were counted (Fig. 3 and Table I).

2. The establishment of the time of reaching the dynamic
balance in creating the biofilm with the use of a pulsat-
ing pump with an average speed of 0.8 ml/min (Fig. 4).

3. The establishment the optimal bacterium concentra-
tion in the inoculate (Fig. ).

4. The establishment the optimal time of sonification
(Fig. 6).
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2. Wyznaczenie czasu osiagniecia rownowagi dynamicz-
nej tworzenia biofilmu przy uzyciu pompy pulsacyj-
nej ze $rednig predkoscia 0,8 ml/min (ryc. 4).

3. Wyznaczenie optymalnego stezenia bakterii w inoku-
lacie (ryc. 5).

4. Wyznaczenie optymalnego czasu sonifikacji (ryc. 6).

5. Pordéwnanie standardowych metod enumeracji bak-
teryjnej z metodyka opartg na aktywnosci enzyma-
tycznej B-galaktozydazy (ryc. 7).

6. Ocena liczebnosci i przezywalnosci E. coli przy uzy-
ciu fluorochroméw BacLight LIVE/DEATH (ryc. 8).

7. Przyczepno$é pateczki okreznicy do badanych sten-
tow (ryc. 9).

Stent Tecoflex® cechowat sie prawie 3-krotnie (2,6)
mniejszg przyczepnoscia bakteryjng, natomiast stent Per-
cuflex® miat najwyzsza liczbe bakterii w biofilmie na jed-
nostke dtugosci stentu. Nie stwierdzono statystycznie
istotnej réznicy miedzy przyczepnoscia pateczki okrezni-
cy do stentu silikonowego i stentu Percuflex®.

Dyskusja

Pomimo wagi problemu, w pi$§miennictwie mozna
spotkac¢ niewiele prac analizujacych interakcje pomiedzy
biomateriatem i mikroorganizmem w ukfadzie moczo-
wym [6, 7]. Wiekszo$¢ autoréw postuzyta sie statycznym
modelem, w ktérym stenty zanurzone sg w roztworze
sztucznego moczu zmieszanego z bakteriami [8]. Nie
odtwarza on nawet w przyblizeniu warunkdw panujgcych
in vivo, poniewaz nie istniejg w nim sity tarcia i przepty-
wu modelujgce powstanie biofilmu. Dlatego jednym
z celéw autordéw niniejszej pracy byto opracowanie mode-
lu przeptywowego odtwarzajacego warunki fizjologicz-
ne. Zastosowana w opisywanym modelu pompa pulsa-
cyjna spowodowata sinusoidalng zmianeg predkosci prze-
ptywu moczu, zblizong do warunkéw w moczowodzie,
gdzie perystaltyka sciany moczowodu powoduje od 6 do
12 zmian predkos$ci na minute. Zalety modelu dynamicz-
nego w badaniu biofilmu sg dobrze udokumentowane
w literaturze medycznej [9]. Jansen i wsp. badajac bio-
film w drogach zétciowych, wykazali, ze eksperymenty
przeprowadzone w modelu dynamicznym moga daé
wyniki przyczepnosci bakteryjnej istotnie rozne od mo-
delu statycznego [10].

W wielu doswiadczeniach biomateriat byt rolowany
na agarze i autorzy liczyli pojedyncze kolonie bakteryj-
ne [11]. Metody tej nie powinno sie stosowa¢ w bada-
niach naukowych nad biofilmem w uktadach z wysoka

5. A comparison of the standard methods of bacterial
enumeration with g-galaktozydase enzymatic activity
based methodology (Fig. 7).

6. An assessment of the total number and surviving
number of E. coli bacterium using BacLight LIVE/
/DEATH fluorochroms (Fig. 8).

7. The adhesion of the E. coli bacterium to the exa-
mined stents (Fig. 9).

The Tecoflex® stent showed almost three times (2.6)
less bacterial adhesion, while Percuflex stent had the
highest number of bacteria on the biofilm per length of
unit of the stent. A statistically significant difference was
not found between adhesion of the E. coli bacterium to
the silicone stent and the Percuflex stent.

Discussion

In spite of the importance of the problem, there is
a limited number of reports in the literature analysing
interactions between biomaterial and microorganisms in
the urinary tract [6, 7]. The majority of authors have used

Kolonie bakterii po rolowaniu
i sonifikacji dwoéch stentow !

Rycina 3. Zdjecie ptytki Petriego po 24 godzinach inkubaciji.
Control — wzrost kolonii po jednorazowym rolowa-
niu. U dotu: wzrost z tego samego stentu po dwu-
krotnym rolowaniu i sonifikacji

Figure 3. Photo of the Petri dish after 24 hours incubation.
Control — growth of the colony after single rolling.
At the bottom: growth from the same stent after roll-
ing twice and sonification

Tabela I. Poréwnanie liczebnosci bakterii (enumeracja) okreslonej metoda rolowania na ptytce agarowej i sonifikacji (p < 0,05)
Table I. Comparison of the number of bacteria (enumeration) counted by rolling on agar dish and by sonification (p < 0.05)

Liczba kolonii Po jednorazowym rolowaniu Po sonifikacji (roztwor), stent nierolowany Po sonifikacji (roztwar), stent rolowany Po sonifikacji (rolowanie)
Number of colonies After sonification (solution), rolled Sonification (solution), non-rolled stent Sonification (solution), stent After sonification (rolling)
Srednia — 1,085 x 10°(SS) 0,89 x 10° 14

Avarage

(0S)/(SD) — 0,07 x 10° 0,04 x 10° (2)

SS (statistically significant) — statystycznie znamienne
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Rycina 4. Liczebnos¢ bakterii przypadajaca na stent w zaleznosci od czasu eksperymentu. Po 12 godzinach od rozpoczecia ekspe-
rymentu nie byto statystycznie znamiennej réznicy w liczebnosci bakterii przy danej predkosci przeptywu (test ANOVA,

p < 0,05)

Figure 4. Number of bacteria on stent depending on the time of experiment. There was no statistically significant difference in the
number of bacteria at the given speed of flow after 12 hours since the beginning of the experiment (ANOVA, p < 0.05)
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Rycina 5. Liczba bakterii w upuscie komory przeptywowej
w zaleznosci od stezenia inokulum

Figure 5. Number of bacteria in the release of the flow chamber
depending on the inoculum concentration

koncentracjag bakterii, gdyz biofilm jest struktura tréjwy-
miarowg i rolowanie przenosi na podtoze tylko najbar-
dziej zewnetrzng warstwe bakterii. Rolowanie nie jest tak-
ze doktadne ze wzgledu na zmienno$¢ metaboliczng w
kolonii biofilmu. Znaczna liczba bakterii moze by¢ w da-
nym momencie zywa, jednak nie dzieli sie (viable but
not-culturable phenomenon), a wiec liczba bakterii oce-
niona metodg agarowa jest mniejsza niz w rzeczywisto-
sci. Wyniki autoréw potwierdzity dane z pismiennictwa,
ze rolowanie przenosi tylko 1/4 ogdlnej liczby bakterii i
dlatego nie powinno by¢ uzywane do oceny przyczep-
nosci bakteryjnej [12].

Sposrod metod przenoszenia filmu do enumeracji
sonifikacja wydawata sie autorom najlepszg metoda dla
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Rycina 6. Liczebnos$é i przezywalnos¢ bakterii podczas sonifi-
kacji

Figure 6. Number and survival rate of the bacteria during son-
ification

the static model, in which stents are dipped into solution
of artificial urine mixed with bacteria [8]. This does not
even approximately reconstruct the conditions /in vivo,
since forces of the friction and flow modelling the cre-
ation of the biofilm do not exist in it. Therefore, inventing
a flow model reconstructing the physiological conditions
was one our priorities. The pulsating pump applied in
our model gave a sinusoidal change in the speed of the
urine flow similar to the conditions in ureter where wall
peristalsis causes from 6 to 12 changes in the speed per
minute. The merits of the dynamic model in examining
the biofilm are well documented in the literature [9].
Jansen, examining the biofilm in bile ducts, has demon-
strated that the results of bacterial adhesion obtained in
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Wsp6tczynnik korelacji: =0,9856 p=0,0003

5 -—Correfationcoefficent:

1 2 3 4 5
Liczba bakterii X 10° [ml] — metoda enzymatyczna
Number of bacteria x 10°/cc — enzymatic method

Liczba bakterii X 10° [ml] — metoda posiewu
Number of bacteria x 10°/cc — culture method

Rycina 7. Poréwnanie standardowych metod enumeraciji bak-
teryjnej z metodyka oparta na aktywnosci enzyma-
tycznej 8-galaktozydazy dla znanych stezen bakterii

Figure 7. Comparison of standard methods of bacterial enu-
meration with methodology based on enzymatic
B-galaktozydase activity for known concentrations
of the bacteria
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Rycina 8. Model liniowy liczebnosci bakterii ocenianej przy
uzyciu fluorochroméw BacLight a metoda enzyma-
tyczna (ONPG) (p < 0,05 dla modelu liniowego)

Figure 8. Linear model of the number of bacteria assessed with
the use of BacLight fluorochroms and the enzymatic
method (ONPG) (p < 0.05 for the linear model)

stentow. Sonifikacja byta stosowana przez innych auto-
row i nie wptyneta w istotny sposéb na aktywno$¢ enzy-
matyczng bakterii (aspekt nieoceniany przez autorow ni-
niejszej pracy) [13, 14], a umozliwita 2-3-krotny wzrost
wykrywalnosci bakterii w materiatach zakazonych (za-
stawki serca, cewniki dozylne) [15, 16]. Zastosowano
30-sekundowg sonifikacje, chociaz wiekszo$¢ badaczy
wydtuzata jg do 2 minut, co w ocenie autoréw mogto
znacznie zmniejszy¢ przezywalnosé bakterii.

Poniewaz rolowanie okazato sie niedoktadne i oba-
wiajac sie, ze sonifikacja moze do pewnego stopnia za-
burzy¢ integralnos¢ btony i sciany komérkowej bakterii
oraz zmniejszy¢ przezywalnos$¢ koloni na agarze, auto-
rzy zdecydowali sie uzy¢ do enumeracji metod enzyma-
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Rycina 9. Poréwnanie przyczepnosci pateczki okreznicy do ba-
danych stentow. Liczebno$¢ oceniona metoda enzy-
matyczng z uzyciem ONPG

Figure 9. Comparison of adhesion of E. coli bacteria to exam-
ined stents. Number evaluated by the enzymatic
method with the use of ONPG

experiments carried out in the dynamic model are sig-
nificantly different from the static model [10].

In many experiments, biomaterial was rolled on agar
and authors counted single bacterial colonies [11]. This
method should not be used in the research on biofilm in
models with a high concentration of the bacterium be-
cause a biofilm is a three-dimensional structure and roll-
ing transfers only the most external layer of the bacte-
rium onto the agar. Rolling is also not accurate because
of the metabolic changeability in a colony on the biofilm.
A considerable number of the bacteria can be alive, al-
though undivided at that particular moment (a viable but
not-culturable phenomenon). Therefore, the number of
bacteria assessed with the agar method is lower than
the real one. Our results confirmed the data from litera-
ture that the rolling transfers only one fourth of the total
number of the bacteria and therefore should not be used
in the assessment of bacterial adhesion [12].

Out of all the methods of transferring the film for
enumeration, sonification seemed for us the best
method for stents. Sonification has been used by other
authors and it did not significantly influence the enzy-
matic activity of the bacterium (an aspect not assessed
by us) [13, 14], and enabled a 2-3 times higher detect-
ability of the bacterium in infected materials (cardiac
valves, intravenous catheters) [15, 16]. We applied
30 second sonification, while the majority of authors
lengthened it at least up to 2 minutes which could in
our opinion significantly decrease the survival rate of
the bacteria.

Since rolling appeared not to be precise and we were
afraid that sonification could upset the integrity of the
membrane and cell wall of the bacterium and decrease
the colonys’ survival on agar, we decided to use enzy-
matic methods for enumeration. The literature data
seemed to confirm that short sonification will not influ-
ence the activity of examined enzymes and that
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tycznych. Dane z pi$miennictwa wydawaty sie potwier-
dzaé, ze krotki czas sonifikacji nie wptynie na aktywno$é
badanych enzyméw oraz ze -galaktozydaza jest stosun-
kowo oporna na uaktywnienie [17]. Zastosowano meto-
de permeabilizacji (otwarcie poréw) przy uzyciu SDS,
dzieki czemu autorzy mieli duze szanse na pomiar wiek-
szos$ci objetosci enzymu, a co za tym idzie — ocene licz-
by bakterii w biofilmie. Pomiar aktywnosci g-galakozy-
dazy przy uzyciu ONPG jako metode enumeracji autorzy
wybrali ze wzgledu na doskonale opracowang technolo-
gie pomiaru, stabilnos¢ enzymu i niski koszt reakcji opar-
tych na ONPG [18]. W niniejszej pracy autorzy wykazali,
ze pomiar aktywnosci g-galaktozydazy oparty na ONPG
i spektrofotometrii pozwala na doktadne i powtarzalne li-
czenie bakterii w biofilmie. Dodatkowe uzycie metod flu-
orescencyjnych opartych na przyczepnosci fluorochromu
do DNA, ktora jest zwykle niezalezna od stanu metabolicz-
nego bakterii, umozliwita naniesienie poprawek na wyniki
uzyskane na podstawie metod enzymatycznych [19].

W opisywanych doswiadczeniach uzywano moczu od
zdrowych osobnikow. Wyniki przyczepnosci bakteryjnej
uzyskane w doswiadczeniach z moczem ludzkim réznig
sie diametralnie od wynikéw badan przeprowadzonych
z uzyciem moczu sztucznego, ktéry nie posiada wielu
sktadnikéw organicznych znajdujgcych sie w moczu ludz-
kim [9]. W poczatkowej fazie doswiadczen autorzy pod-
dawali mocz wyjatowieniu poprzez przepuszczenie przez
filtr 0,22 um. Filtracja 500 cm® moczu (nawet z podcisnie-
niem) trwata 20-26 godzin, ale tak przefiltrowany mocz
nie podtrzymywat wzrostu bakterii na stentach nawet
z dodatkiem 5-procentowej laktozy (dane nieprzedstawio-
ne). Fakt ten potwierdza, jak wazna dla przyczepnosci
bakterii jest obecnos$¢ biatek w ptynie tkankowym.

Stezenie bakterii w inokulacie okreslono empirycznie
i okazato sie, ze tylko stezenie réwne 4 x 10° zapewniato
statg koncentracje bakterii przez 24 godziny trwania eks-
perymentu. Mozna przypuszczaé, ze bardzo wysokie ste-
zenie bakterii powoduje masywny przyrost biomasy,
a co za tym idzie, obnizenie stezenia materiatéw orga-
nicznych i przyrost produktéw przemiany materii, co
moze ogranicza¢ wzrost kolonii i przyczynia sie do po-
wolnego spadku liczebnosci bakterii w odptywie. Z kolei
niska koncentracja bakterii w inokulacie moze powodo-
wac ich ,wymywanie” zkomory przeptywowej, uniemoz-
liwiajac interakcje miedzy bakteriami i materiatem, co
moze powodowa¢ zanizong ocene dynamiki tworzenia bio-
filmu. Dostepne modele matematyczne dynamicznych ukta-
dow biofilmu potwierdzajg hipoteze autoréw. Co ciekawe,
inni badacze uzywali podobnej koncentracji bakterii w in-
okulacie (od 10° do 108) [9, 20]. Czas trwania eksperymentu
wynikat zfaktu, iz po okoto 16 godzinach biofilm osiggat row-
nowage dynamiczng. Réwnowaga ta jest zmienna dla kazde-
go ukfadu eksperymentalnego i zalezy od predkosci przepty-
wu, pH roztworu, a przede wszystkim od bakterii. Wyniki
autorow prezentowanej pracy sg zblizone do wynikéw in-
nych badaczy [21, 22]. Reid i wsp. takze zauwazyli, ze biofilm
powstaje w zywym organizmie w ciggu 24 godzin [23].

W swojej pracy autorzy opracowali metodyke bada-
nia biofilmu w dynamicznym ukfadzie przeptywowym,

p-galaktozydase is relatively resistant to activation [17].
We used the permeabilization method (the opening of
leaks) using SDS, thanks to which we had a chance to
measure the majority of the volume of the enzyme and
to assess the number of bacteria on the biofilm. We chose
measurement of -galaktozydase activity using ONPG as
the method of enumeration due to its perfectly well
worked out technology, the stability of the enzyme and
the low cost of reactions based on ONPG [18]. We have
demonstrated in this paper, that measurement the
B-galaktozydase activity based on ONPG and spectropho-
tometry permits accurate and repeatable enumeration of
the bacterium on the biofilm. Additional use of the fluores-
cent methods based on the adhesion of fluorochrome to
DNA which is usually independent of the metabolic state
of the bacterium, enabled one to correct the results ob-
tained on the base of enzymatic methods [19].

In our experiments we used the urine of healthy indi-
viduals. The results of bacterial adhesion obtained in re-
search on human urine are completely different from the
findings of the research done with artificial urine, which
does not contain many organic ingredients of human
urine [9]. In the initial phase of the experiment we steri-
lized urine by pouring it through a 0.22 um filter. Not only
did the filtration of 500 cc of urine (even under pressure)
last for 20-26 hours, but filtered urine did not maintain
the growth of the bacteria on stents even with the addi-
tion of 5% lactose (not shown in data). This fact con-
firms how important is presence of proteins in tissue lig-
uid for the adhesion of bacterium.

The concentration of the bacteria in the inoculate was
determined empirically and it turned out that only a 4 X
10® concentration ensured a constant concentration of
the bacterium for a 24-hour experiment. It is possible
that a very high concentration of the bacterium causes
the massive growth of biomass and consequently a de-
crease in the organic materials concentration and in-
crease in metabolic products which can limit the colonys’
growth and causes the slow decrease in the number of
bacteria in the outflow. On the other hand, a low con-
centration of bacteria in the inoculate can cause their
flushing from the flow chamber, making the interaction
between the bacterium and the material impossible which
can cause an underestimated assessment of the dynam-
ics of the biofilm’s creation. The available mathematical
models of dynamic biofilm systems confirm our hypoth-
esis. It is interesting that other researchers have used
a similar concentration of bacteria in the inoculate, /.e.
from 10° to 10® [9, 20]. The duration of experiment re-
sulted from the fact that the biofilm achieved the dynamic
balance after approximately 16 hours. This balance is
changeable for every experimental system and depends
on the flow speed, on the solution’s pH, but first of all on
the bacterium. Our results are similar to the results of
other authors [21, 22]. Reid also noticed that the biofilm
was created in the living organism within 24 hours [23].

In our study we worked out the methodology of exa-
mining the biofilm in the dynamic flow system, trying to
avoid mistakes and problems of other authors. Taking
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starajgc sie unikng¢ bteddw i trudnosci innych autoréw
badajacych biofilm. Uwzglednienie teoretycznych i do-
$wiadczalnych podstaw tworzenia biofilmu i interakcji
biomateriatéw z mikroorganizmami umozliwito wypra-
cowanie szybkiej i powtarzalnej metodyki. Pozwoli to
autorom, a takze innym badaczom kontynuowaé bada-
nia nad wiasciwos$ciami biomateriatow, ktérych modyfi-
kacja umozliwi w przysztosci stworzenie biomateriatéw
z minimalng podatnoscig na powikfania zakazne. Przed-
stawiony model ma takze zastosowanie w badaniach far-
makokinetycznych stentow impregnowanych czynnika-
mi przeciwnowotworowymi, ktére mogtyby zosta¢ uzy-
te do leczenia nowotworow uktadu moczowego.
Jednym z najistotniejszych problemoéw, jakie stojg
przed niezaleznym (niefinansowanym przez producen-
ta) laboratorium badawczym, jest fakt, ze materiaty, z kto-
rych robione sg stenty, a takze modyfikacja ich powierzch-
ni sg chronione prawami patentowymi i wiekszo$¢é pro-
ducentow, nie podaje doktadnych informac;ji o ich skta-
dzie chemicznym. Stanowi to powazng przeszkode
w postepie badan nad biofilmem. Na podstawie wyni-
kow prezentowanych badan mozna stwierdzi¢, ze stent
modyfikowany Tecoflex® charakteryzuje sie najmniejsza
podatnoscig na przyczepnos¢ bakteryjng. Inni autorzy
wykazali weczesniej, ze do modyfikowanych stentéw po-
liuretanowych (z grupami fosforowymi), a takze do sten-
tow z polichlorku winylu przyczepia sie mniej bakterii niz
do stentéw silikonowych [24]. Stenty z poliuretanu sg
takze oporniejsze na mineralizacje w poréwnaniu ze sten-
tami z materiatu Percuflex® [25]. Poniewaz stent Percu-
flex® jest chroniony patentem i producent odmowit do-
starczenia informacji na temat jego sktadu, trudno jest
odpowiedzie¢ na pytanie, dlaczego cechowata go naj-
wyzsza przyczepnosé bakteryjna. By¢é moze spowodo-
wane to byto zwiekszong podatnoscig na mineralizacje
powierzchni zaréwno stentu Percuflex®, jak i stentu z po-
liuretanu z pokrywg heparynowa. Tunney i wsp. wyka-
zali, ze silikon i czysty poliuretan charakteryzujg sie
mniejszg podatno$cig na mineralizacje niz Percuflex® [26].
Przeglad literatury medycznej uwzgledniajacy nie tylko
wiasciwosci mikrobiologiczne, ale takze mechaniczne
i biokompatybilno$¢, wydaje sie potwierdzaé, iz silikon
i poliuretan cechuje najnizsza podatnos$¢ na powikfania.
W chwili obecnej nie mozna odpowiedzieé¢ na pytanie,
ktore z wiasciwosci stentu Tecoflex® sg odpowiedzialne za
powyzsze wyniki do$wiadczalne, jak rowniez nie jest znane
ich znaczenie kliniczne i tylko prospektywne badania klinicz-
ne stentdéw moga te wyniki potwierdzi¢. Wydaje sie jednak,
ze wyniki przedstawionych badan wskazujg jednoznacznie,
ze stentu Tecoflex® powinno sig uzywaé tam, gdzie chce sie
0siggna¢ najnizsze mozliwe ryzyko powikfan zakaznych.

Whioski

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzo-
no, ze:
— masa biofilmu osigga stan dynamicznej réwnowagi
po okoto 8-16 godzinach eksperymentu przy stafej
$redniej predkosci przeptywu (statych sitach tarcia);

into consideration the theoretical and experimental bases
of creating a biofilm and the interactions between
biomaterials and microorganisms, made it possible to
develop fast and repeatable methodology. It will allow
us, as well as other researchers, to continue studies
on the properties of biomaterials whose modification
enables us in the future creation of biomaterials with
minimal susceptibility to contagious complications. Our
model can also be applied in pharmacokinetic exami-
nations of stents impregnated with antineoplasmatic
factors which could be used to treat cancer of the uri-
nary tract.

One of most essential problems faced by indepen-
dent (not financed by producers) research laboratory is
fact that the materials which stents were made of, as well
as any modification of their surface are protected by the
patent laws and majority of producers do not give accu-
rate information on their chemical composition. It cre-
ates a serious obstacle to progress in researching
biofilms. The results of our examinations have shown
that the modified stent Tecoflex® has the lowest suscep-
tibility to bacterial adhesion. Other authors have demon-
strated previously, that modified polyurethane stents
(with phosphoric groups), as well as stents of vinyl
polychloride attach less bacterium than silicone stents [24].
The polyurethane stents are also more resistant to mi-
neralization in comparison with stents made of the
Percuflex® material [25]. Since the Percuflex® stent is
patent-protected and the producer refused to provide in-
formation about its composition, we could not answer
the question why it was characterised by the highest
bacterial adhesion. Perhaps it was caused by the in-
creased susceptibility to the mineralization of the sur-
face of both the Percuflex® stent and the polyurethane
stent with a heparinized outer layer. Tunney has demon-
strated, that both silicone and clean polyurethane are
characterised by a lower susceptibility to mineralization
than Percuflex® [26]. A review of the literature, taking into
consideration not only microbiological but also mechani-
cal properties as well as biocompatibility, seems to con-
firm that silicone and polyurethane have the lowest sus-
ceptibility to complications.

We are not able to answer the question as to which
of the Tecoflex® properties are responsible for above-
obtained experimental results. As well as this, their clini-
cal importance is not known at the present moment and
only further clinical examinations could confirm these
results. However, it seems that our findings clearly show
that the Tecoflex® stent should be used where the low-
est possible risk of contagious complications is required.

Conclusions

It has been confirmed on the basis of the above-per-
formed experiments that:

— the mass of the biofilm achieves a state of the dy-
namic balance after approx. 8-16 hours duration of
the experiment with a constant average speed of the
flow (constant friction forces);
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stezenie 4 X 10° bakterii/ml| byto optymalnym steze-
niem tworzgcym state warunki przy wyjsciu z komo-
ry przeptywowej przy statej predkosci przeptywu;
czysty mocz (filtrowany przez filtr 0,2 um) nie zapew-
niat statych warunkéw do podtrzymania podziatéw
bakteryjnych w temperaturze pokojowej, podczas gdy
mocz z dodatkiem sterylnego LB medium pozwalat
utrzymac¢ stan dynamicznej rownowagi w komorze;
sonifikacja dtuzsza niz 60 s powodowata spadek ak-
tywnosci-galaktozydazy oraz brak jakiegokolwiek wzro-
stu na podfozu agarowym ($Smier¢ komorek bakterii);
rolowanie stentow z biofilmem na agarze powodo-
wato zlewanie sie kolonii ze soba, co uniemozliwiato
ich liczenie. Zauwazono takze, ze po jednorazowym
rolowaniu stentu na agarze znaczna ilo$¢ biofilmu
i bakterii pozostawata przyczepiona na stencie;
sonifikacja stentéw umozliwita przeniesienie biofilmu
ze stentu do roztworu z zachowaniem zywotnosci
bakterii;

metody enzymatyczne sg bardzo doktadnym, powta-
rzalnym i stosunkowo tanim sposobem oceny liczeb-
nosci bakterii w badanym biofilmie;

dodanie barwnikéw fluorescencyjnych pozwolito na
ocene stanu metabolicznego biofilmu (przezywal-
nos$¢), a takze doktadng enumeracje bakteryjna;
sposérdd trzech badanych stentéw stent Tecoflex®
cechowat sie prawie 3-krotnie mniejszg przyczepno-
$cig bakteryjng, natomiast stent Percuflex® miat naj-
wyzszg liczbe bakterii w biofilmie na jednostke dtu-
gosci stentu.

a concentration 4 x 10® bacterium/ml was the opti-
mum concentration creating constant conditions at
the flow chamber entrance with a constant speed of
the flow. Clean urine (filtered with a 0.2 um filter) did
not assure constant conditions to support bacterial
division at room temperature, while urine with the
addition of a sterile LB medium allowed one to keep
a state of dynamic balance in the chamber;
sonification above 60 seconds caused a decrease in
B-galaktozydase activity and the complete lack of
growth on the agar base (death of the bacterium cells);
the rolling of stents with the biofilm on agar caused
the colonies to merge with each other which made
impossible to count them. It was also noticed, that
after a single rolling of the stent on the agar, a con-
siderable amount of the biofilm and the bacterium
stayed attached to the stent;

sonification of the stents enabled one to carry the
biofilm from the stent to the solution while keeping
the vitality of the bacterium;

the enzymatic methods are very accurate, repeatable
and a relatively cheap way to assess the number of
bacteria in the examined biofilm;

the adding of fluorescent dyes allowed one to assess
the metabolic state of the biofilm (survival), as well
as accurate bacterial enumeration;

out of the three stents examined, the Tecoflex® stent
was characterized by three times lower bacterial ad-
hesion, while the Percuflex® stent had the highest
number of bacteria in the biofilm on per length of
unit of the stent.
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