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1. Predmluva

Habilitacni prace je rozd€lena na tii hlavni ¢asti — Givod, klinickou a experimentalni
lokalnim nosi¢um antibiotik po zjisténi spektra patogenti chronické infekce kloubnich
nahrad a jejich citlivosti k antibiotikiim v klinické ¢asti. Spravny vybér a pouziti lokalnich
nosicu antibiotik by nam umoznily dalsi posun vpied v 1é¢bé chronické infekce kloubnich
nahrad, zejména v moznosti indikovat jednodobou reimplantaci u vice pacientil, coz by
ptineslo vyhody jedné operace, jedné hospitalizace, kratsi doby 1éEby a snizeni
ekonomickych nakladu.

Uvod obsahuje sou¢asné poznatky problematiky infekce kloubnich nahrad, které maji
vztah ke klinické i experimentalni ¢asti, a vychazeji z dokumentu International Consensus
Meeting on Musculoskeletal Infection konaného 25. — 27. 7. 2018 ve Philadelphii, USA.
Nebylo tedy cilem podrobné diskutovat jednotlivé diagnostické metody, ale nastinit
soucasny stav, z kterého ve své praxi vychazime, a poukazat na moznosti dal§iho vyvoje.

Klinicka studie vyhodnocuje soubor pacientil vyhradné z Ortopedické kliniky Fakultni
nemocnice a Lékaiské fakulty v Hradci Kralové. Nejprve byla ovéfovana spravnost nasi
diferencialni diagnostiky aseptického a chronického septického uvolnéni totalnich
endoprotéz kycelniho a kolenniho kloubu metodami dostupnymi v dob¢ realizace studie
(zékladni ptedoperacni diagnostika — anamnéza, klinické vySetieni, zobrazovaci metody,
markery zanétu z periferni krve). Pro zlepSeni diagnostiky byl tento proces doplnén
kultivaénimi technikami zalozenymi na prolongované kultivaci vice vzorkt tkani
a sonikaci implantatd. Poté bylo zjisténo spektrum patogent chronické infekce kloubnich

nahrad 1é¢enych na nasem pracovisti a jejich citlivost k antibiotiktim.



Experimentalni studie byla realizovana na pracovistich Fakultni nemocnice a Lékaiské
fakulty v Hradci Kralové, tato ¢ast proSla recenznim fizenim a byla publikovana
v odborném ¢asopise s impact factorem:

KUCERA, T., RYSKOVA, L., SOUKUP, T., MALAKOVA, J., CERMAKOVA, E.,
MERICKA, P., SUCHANEK, J., SPONER, P. Elution Kinetics of vancomycin
and gentamicin from carriers and their effects on mesenchymal stem cell proliferation:
an in vitro study. BMC Musculoskeletal Disorder, 2017, 18(1):381. Impact Factor 1,998.

V této casti byla zjisténd kombinace antibiotik, ke které byla citliva vétSina patogenti
chronickych infekci kloubnich nahrad, testovana z hlediska farmakokinetiky pfi jejich
uvoliovani z nosicl a z hlediska vlivu na proliferaci mezenchymalnich kmenovych bunék.
Byla tedy snaha postihnout zasadni pozadavek na lokdlni nosice antibiotik, uvolnéni
antibiotika v dostate¢né baktericidni koncentraci, ale bez negativniho vlivu na reparaci
tkané.

Habilita¢ni prace je zaloZena na zkuSenostech, které jsem ziskal pfi ptileZitosti vést
oddéleni septické ortopedie Ortopedické kliniky Fakultni nemocnice a Lékatské fakulty
v Hradci Kralové v letech 2007 az 2016 a dale jako primaf kliniky od roku 2017 dosud.
RovnéZ cenné byly poznatky ze staZi na n€kolika evropskych ortopedickych pracovistich
zabyvajich se infekcemi kloubnich nahrad v ramci Travelling Fellowship, The European
Bone and Joint Infection Society (Ankaran, Lausanne, Milan, Barcelona), 2017.

V této &asti bych rad pod&koval doc. MUDr. Pavlu Sponerovi, Ph.D., piednostovi
Ortopedické kliniky Fakultni nemocnice a Lékatské fakulty v Hradci Kralové za umoznéni
vénovat se této problematice, podporu a cenné rady. Také dékuji doc. MUDr. Karlu
Urbanovi, CSc. za podporu v mé medicinské a védecké praxi.

Zvlastni podékovani patii prim. MUDr. Lence Ryskové, Ph.D. z Ustavu klinické

mirkobiologie Fakultni nemocnice a Lékaiské fakulty v Hradci Kralové za pomoc



pii realizaci klinické i experimentalni studie a za revizi prace z pohledu mikrobiologa. Déle
MUDr. Tomasi Soukupovi, Ph.D. z Ustavu histologie a embryologie Lékaiské fakulty
v Hradci Kralové za pomoc pii realizaci experimentalni studie. V neposledni fadé je to
pod&kovani RNDr. Evé Cerméakové z Ustavu 1ékatské biofyziky Lékatské fakulty v Hradci
Kralové za statistické zpracovani.

Rovnéz dékuji své rodin€ za trpelivost, podporu a poskytnuti ¢asu k realizaci této prace.



2. Pouzite zkratky

ATP — adenosintrifosfat

ATB — antibiotikum

BM MSC — mezenchymalni kmenové buiiky z kostni dien¢
C —cement

CFU — colony forming unit

CONTROL — kontrolni skupina

Cor. - Corynebacterium

CRP — C-reaktivni protein

CT — vypocetni tomografie

DNA — deoxyribonukleova kyselina

DPSC — mezenchymalni kmenové burnky ze zubni pulpy

F — alogenni spongiozni kost s fibrinovym lepidlem
FDG-PET/CT — fluorodeoxyglukozova-pozitronova emisni tomografie/vypocetni
tomografie

FW — sedimentace erytrocytii

H — Herafill beads G®

IKN — infekce kloubni nahrady

IL-6 — interleukin 6

KEB - koeficient energetické bilance

Kol. — kolektiv

L — lyofilizovana kost

MALDI-TOF — Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight
MBC — minimalni baktericidni koncentrace

MBEC — minimalni eradika¢ni koncentrace pro biofilm
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MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace

MRI — magnetické rezonance

MRSA — meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus
NGS — sekvenovani nové generace

PCR — polymeréazova fetézova reakce

gRT-PCR — kvantitativni polymerazova fetézova reakce
S — alogenni spongidzni kost

SC — Septocoll®

Sp. — species

St. — Staphylococcus

TEP — totalni endoprotéza

V — trikalcium fosfat (Vitoss)



3. Uvod do problematiky

Bolest v oblasti implantované endoprotézy mize mit fadu pii¢in jak extraartikularnich,
tak intraartikularnich. V pfipad¢ intraartikularni patologie je jednou z moznosti 1écby
revizni operace s vyménou implantati. Tato operace je nejcastéji provadéna pro uvolnéni
endoprotézy. Diferencidlni diagnostika aseptického uvolnéni endoprotézy a chronické
infekce kloubni nahrady (IKN) je velmi dulezita.

Uskali chronické IKN spoéivaji V jeji nejednotné definici a ¢asto obtizné, zejména

predoperacni diagnostice.

3.1. Definice infekce kloubni ndhrady

Coventryho klasifikace definovala akutni poopera¢ni infekce vznikajici perioperaéni
kontaminaci virulentnimi patogeny, pozdni chronické infekce jako ty, které vznikly
nejméné 8 tydni po primoimplantaci S malo vyjadifenou symptomatikou, a pozdni —
hematogenni infekce, které mohly teoreticky vzniknout kdykoliv po operaci a projevovaly
se jako akutni (Coventry, 1975). Siroce uzivana je rovnéz Fitzgeraldova klasifikace, ktera
jako chronické infekce oznacuje hluboké infekce vzniklé mezi 3 mésici a 2 lety
po primoimplantaci zptisobené mén¢ virulentnimi kmeny. Typicti pacienti udavaji bolesti
trvale od implantace endoprotézy (Fitzgerald et al., 1977). Tato klasifikace je tak zalozena
na dob¢ trvani ptiznakil, coz je Casto obtizné identifikovatelné. Patii sem i tzv. ,,low-grade*
infekce, které se nemusi prezentovat bolesti, ani elevaci zadnétlivych markerti. Mtze byt
pfitomno ¢asné uvolnéni endoprotézy, které je obtizné odlisitelné od aseptického uvolnéni.
Tomsova klasifikace zahrnuje mezi chronické infekce 1 ty, které jsou klinicky nevyrazné
a nemaji jednoznacny Casovy zacatek (Toms et al., 2006). Tsukayama a kolektiv (kol.)
doplnili skupinu pozitivnich peroperacnich kultivaci u ptedpoklddaného aseptického

uvolnéni endoprotézy. Jako pozitivni byl definovan nalez identickych patogeni v nejméné
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dvou vzorcich z celkového poctu nejméné péti odebranych vzorki (Tsukayama et al.,
1996). Zimmerli vyvinul skorovaci systém, ve kterém pouzival také laboratorni
a radiologické parametry. Tento systém m¢l slouzit i pro zhodnoceni vysledki 1écby, ale
nebyl pfili§ akceptovan pro jeho nizkou specificitu (Zimmerli et al., 2003). Schmalzried
a kol. doplnili dalsi typy infekci — piimé rozsiteni infekce z okoli kloubu a rekurentni
infekci (Schmazried et al., 1992). Rekurentni infekce miZze znamenat jak recidivu
pfedchozi infekce, tak novou infekci — reinfekci. Oba typy rekurentni infekce by byly
rozliSitelné genetickou shodou/neshodou mezi jejich puvodci (Landor et al., 2012).
Prognostické klasifikace IKN se opiraji o komplexni popis pacienta — naptiklad klasifikace
navrzend McPhersonem a kol. Autofi provadéji infekéni staging urcenim typu IKN,
klinickym odhadem stavu imunity pacienta a zhodnocenim lokalniho néalezu (McPherson
etal., 2002).

Soucasny pohled nedoporucuje délit IKN na akutni a chronické na zékladé casového
obdobi od primoimplantace. Obecné se infekce v oblasti endoprotézy vyviji od svého
zacatku s pfechodem do chronicity, vytvaii se a zraje biofilm. Rychlost tohoto procesu
a klinicka symptomatika zavisi na mnoha faktorech, pfedevs§im typu, mnoZzstvi a virulenci
patogena, obranyschopnosti organismu, stabilit¢ implantatu. V pfitomnosti obrannych
mechanisml imunitniho systému se zraly biofilm vytvaii béhem 2 az 6 tydnh (Vidlak
etal., 2016).

Na zaklad¢ vzajemné interakce typ patogena — antibioticka profylaxe — imunitni stav
hostitele a schopnost zanétové odpoveédi lze rozlisit 4 klinické scénafe u pacienta
s implantatem a pfitomnym adherujicim patogenem tvoficim biofilm:

1. Subklinicka prezentace — bakterie a biofilm neovliviiuji funkci implantatu, nejsou

ptitomny symptomy infekce a markery infekce nejsou zvysené.
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2. Malfunkce implantatu — bakterie a biofilm indukuji jen minimalni symptomy,
markery infekce zastavaji nezvysené. Pro diagnostiku pomalu rostoucich patogent
je tieba prolongovana kultivace, metody zaméfené na detekci biofilmu, genetické
metody.

3. Low-grade infekce — indukce mirnych klinickych symptomt a lehké zvySeni
markerti infekce. Diagnostika je zaloZena na prolongované kultivaci a metodach
zamétenych na detekci biofilmu.

4. High-grade infekce — klasické pfiznaky infekce a elevace markerd. Diagnostika
muze byt provedena tradi¢nimi mikrobiologickymi technikami. Prolongovana
kultivace a metody zaméfené na detekci biofilmu mohou byt napomocné v piipadé
pfedchozi antibiotické 1é¢by (Drago et al., 2017).

Z klinického hlediska je dulezité odliSeni akutni a chronické infekce pro rozhodnuti

o lé¢ebném postupu a odhad Uspésnosti 1é€by — debridement, antibiotika a ponechani

komponent u akutni infekce nebo extrakce komponent u chronické infekce.

3.2. Diagnostika infekce kloubni ndhrady

K diagnostice IKN nelze pouzit jeden samostatny test, ale je zaloZena na syntéze klinického
nalezu, zobrazovacich metod, laboratornich vysledkd z periferni krve a synovialni
tekutiny, vysledki kultivaci a histologického vysetieni periprotetické tkdné€, peroperacniho

nalezu.

3.2.1. Anamnéza a klinicky obraz

Z anamnestickych dat je nejdiilezitéjsi idaj o bolesti. Klinicky obraz je u akutni infekce
nahly, po pfedchozim asymptomatickém obdobi, projevuje se bolesti a/nebo otokem.

Chronicka infekce je charakteristicka mirnou az sttedni bolestivosti, jejiz presny zacatek

12



nelze jednoznacéné urcit. S timto tvrzenim pon¢kud nekoresponduje ,,bolest od implantace*
jako charakteristika chronické IKN podle Fitzgeralda (Fitzgerald et al., 1977). Ruazné
vyjadiena klinickd symptomatika je ovlivnéna vyse uvedenymi faktory, IKN muize byt
vyloucena az po zhodnoceni komplexniho vySetieni. Pecliva anamnéza a klinické vySetieni
muze rovnéz pomoci k odliSeni extraartikularniho, nejcastéji vertebrogenniho, zdroje
potizi.

Jednim z jistych ptiznakli IKN obsaZzenym ve vSech dosavadnich konsensech (Parvizi
et al., 2011, Parvizi et al., 2013, Parvizi et al., 2018) je ptfitomnost piStéle komunikujici
s endoprotézou. Je definovana jako abnormalni kanal ptes mékkeé tkané, ktery umoziuje
komunikaci endoprotézy s vnéjSim prostiedim, je kolonizovany bakteriemi a je moZzno tuto
komunikaci potvrdit bud’ pfimou vizualizaci implantadtu nebo zobrazovacimi vySetfenimi
(fistulografie, ultrazvukové vysSetfeni, CT, MRI). Zaroven je nutné odlisit pfitomnost
piStéle jako jisté zndmky infektu a na druhé stran€ skute¢nost, Ze jeji mikrobidlni flora
velmi ¢asto nekoresponduje s kauzalnimi patogeny IKN (Tetreault et al., 2013).

Otazka, kdy se prolongovana sekrece z pooperacni rany stava Casnou pistéli, neni
dosud spolehlivé zodpovézena, je vSak ziejmé, Ze signifikantn€ zvySuje pravdépodobnost
IKN. Saleh a kol. ve své praci uvadeji, ze tato sekrece trvajici vice jak 5 dni zvySuje riziko

IKN 12,5x (Saleh et al., 2002).

3.2.2. Zobrazovaci metody

Zobrazovaci metody jsou vyuzivany jako pomocné metody nejen k diferencialni
diagnostice aseptického/septického uvolnéni endoprotézy, ale i pii diagnostikovaném
septickém uvolnéni k uréeni rozsahu postizeni tkani infekci, a tedy nutného debridementu.

RTG snimky: Patii mezi zdkladni vySetfeni v diagnostickém procesu, maji vSak malou

senzitivitu, i v piipadé IKN muze byt nalez zcela v normé. Na druhou stranu srovnavani
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rentgenovych snimku v ¢ase s tvorbou progresivnich radiolucentnich linii, nepravidelnych
erozi, periostalni reakce, migraci implantatu, ¢asnym uvolnénim podporuje tuto diagnozu.
Stumpe a kol. uvadéji ve své studii senzitivitu tohoto vysetfeni 84 %, ale na druhé stran¢
specificitu 57 % (Stumpe et al., 2004).

CT vySetieni: Také toto vySetfeni samo o sob¢ nevede k diagndze IKN. Na rozdil
od prostého rentgenového snimku miize zobrazit i abnormality mékkych tkani (tekutinova
kolekce ve svalech, tuku, naplnény kloub, burzy), coz vede k podezieni na IKN (Kapadia
et al., 2016). Miize byt také voditkem pro diagnostickou punkei.

UZ vySetieni: VyuZiti ma zejména v oblasti kycelniho kloubu pro detekci
tekutinovych kolekci v hloubé&ji ulozenych tkanich obtizné klinicky vysettitelnych, nez je
napiiklad népln kolenniho kloubu. Muze byt také voditkem pro diagnostickou punkci.

MRI vySetfeni: V soucasné dob¢ je MRI vhodna metoda k diagnostice osteomyelitidy
bez ptitomnosti kovovych implantati, podobnou senzitivitu a specificitu maji
scintigrafické metody (Termaat et al., 2005). I pfes nové metody redukujici kovové
artefakty, neni k dispozici dostatek studii dokumentujicich vyuziti MRI v pfitomnosti
kovovych implantatd.

Vysetiovaci metody nuklearni mediciny: Tato vySetfeni nejsou indikovana v prvni
linii. Jsou vétSinou indikovana u pacientt, kdy trva suspekce na IKN a dosavadni vySetfeni
jsou neprukazna, naptiklad ,,sucha punkce®. Ttifazova scintigrafie musi byt provedena
minimélné jeden rok od primoimplantace, jeji negativni vysledek prakticky vylucuje
infekt, pfi pozitivit€ musi byt provedena dalsi vySetieni k potvrzeni nebo vylouceni infekce
(prvni volbou je vysetieni znacenymi leukocyty) (Ouyang et al., 2014). Nazory na vyuziti
FDG-PET/CT (fluorodeoxyglucose-positron emission tomography/computed
tomography) se lisi. Evropska spole¢nost nuklearni mediciny ve svych doporucenich udava

senzitivitu 95 % a specificitu 98 % pro FDG-PET u IKN ky¢elniho a kolenniho kloubu
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(Jamar et al., 2013). Kwee a kol. hodnotili ptfinos FDG-PET/CT ve srovnani
s radiologickym vySetienim, sérovymi markery a synovialnimi testy, se zavérem, Ze
piinost tohoto vySetfeni je sporny (Kwee et al., 2018). Negativni roli pro vyuziti FDG-

PET/CT rovnéz hraje obtiznd dostupnost a vysoka cena tohoto vySetieni.

3.2.3. VysSetteni markert z periferni krve

Vyhodou je snadnost odbéru a moznost jeho opakovani. Nevyhodou je ovlivnéni jejich
hodnot operacnim vykonem, typem patogena, soubéZznou antibiotickou 1écbou
a komorbiditami — zanétlivymi onemocnénimi, malignitami, jinymi infekcemi. Zalezi
rovnéz na zvolené hrani¢ni hodnot¢ u jednotlivych markeri (Alijanipour et al., 2013).

V prvni linii vySetieni je doporuCovano stanoveni sedimentace erytrocytt (FW)
a hodnot C-reaktivniho proteinu (CRP), mezni hodnoty jsou 30 mm/hod pro FW a 10 mg/1
pro CRP. Huerfano a kol. uvadéji senzitivitu 86 % a specificitu 72,3 % pro FW, respektive
86,9 % a 78,6 % pro CRP. Z jejich meta-analyzy vyplyva, Ze negativita obou testt vylucuje
pfitomnost infekce pted revizni operaci (Huerfano et al., 2017). Na druhou stranu negativni
hodnoty markeri mohou byt pfitomny v piipadé IKN zplsobené pomalu rostoucimi
patogeny jako jsou Cutibacterium acnes nebo koagulazanegativnimi stafylokoky
(McArthur et al., 2015). Vzhledem k elevaci CRP v poopera¢nim obdobi a postupnému
poklesu, je mezni hodnota CRP pro akutni poopera¢ni infekci stanovena dle konsensu
z roku 2013 na 100 mg/l (Parvizi et al., 2014).

Leukocytéza a neutrofilie maji pro diagnostiku IKN podle studie Berbariho a kol.
senzitivitu 45 % a specificitu 87 % a nedoporucuji se k tomuto ucelu (Berbari et al., 2010).

Vyhodou interleukinu 6 (IL-6) je rychlé nastoupani hladin a rychly navrat k normé,
muze byt vyuzit k diagnostice akutni poopera¢ni infekce nebo k monitoraci infekce

pied reimplantaci endoprotézy (Di Cesare et al., 2005). Hladina IL-6 muze byt zvySena
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rovnéz u polyetylénového otéru bez pritomnosti infekce (Bottner et al., 2007). Xie a kol.
provedli meta-analyzu 17 studii tykajicich se hladin IL-6 Vv séru a zjistili pro diagnostiku
IKN senzitivitu vySetfeni 72 % a specificitu 89 % (Xie et al., 2017). Tyto hodnoty jsou
srovnatelné s hodnotami pro FW a CRP a stanoveni IL-6 neni zatim doporuc¢eno pro rutinni
diagnostiku IKN.

Vyuziti prokalcitoninu v diagnostice IKN bylo analyzovano Xie a kol., byla zjisténa
senzitivita vySetfeni 53 % a specificita 92 % (Xie et al., 2017). Pro nizkou senzitivitu neni
toto vySetfeni v diagnostice IKN indikovano.

Slibnym testem v diagnostice IKN se jevi stanoveni hladiny D-dimeru. Shahi a kol.
prokazali senzitivitu vySetieni 89 % a specificitu 93 %, coZ prevysuje hodnoty u FW a CRP
(Shahi et al., 2017).

Z hlediska vyuziti sérovych markerti v diagnostice IKN 1ze konstatovat, Ze stanoveni
FW a CRP je stale dilezitym screeningovym testem pii védomi vySe uvedenych omezeni.
Nicméné budou diilezZité dalsi studie a hledani vhodného markeru a/nebo jejich kombinaci,
které by zptesnily diagnostiku infektu a pomohly se spravnym nacasovanim reimplantace.
Jsou tak zkoumény dal$i markery, ale jejich pfinos pro diagnostiku musi byt jesté
validovan: ICAM-1 (Soluble intercellular adhesion molecule-1), TBARS (thiobarbituric
acid reactive substance), TLR-2 (Toll-Like Receptor 2 in Serum), LBP (lipopolysaccharide

binding protein) a dalsi (Ettinger et al., 2015).

3.2.4. Vysetteni synovidlnich markeri

Kloubni punkce

Kloubni punkce za aseptickych kautel by méla byt provedena ve vSech ptipadech, kdy
je podezieni na IKN. Pii negativnim vysledku a trvajici suspekci na infekt ma byt

opakovéana.
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Zatimco v piipad¢ kolenniho kloubu byvéa technické provedeni punkce snadné,
IKN. V oblasti kycelniho kloubu existuje nékolik technik punkce, vzdy za aseptickych
kautel, nejlépe na operacnim sale, pfipadné na radiologii. Punkce kycelniho kloubu
orientovana dle anatomickych struktur neni vhodnd — je vyssi riziko poranéni nervové
cévniho svazku, TEP kycelniho kloubu nemusi byt ve spravném centru rotace, neni tedy
zaruena punkce kloubu, jsou mozné heterotopické ossifikace branici pruniku jehly
(Leopold et al., 2001).

Punkci je vhodné provést pod navigaci rentgenem, ultrazvukem nebo CT (zejména
Vv ptipad¢ heterotopickych ossifikaci). Za spravnou polohu jehly je povazovan jeji kontakt
se superolateralnim okrajem krcku endoprotézy (Yee et al., 2013). Pfi negativni aspiraci
je mozné aplikovat 10 ml fyziologického roztoku a zpétné aspirovat (Partridge et al., 2018).

Na zavér vySetieni lze v pfipadé TEP kycelniho kloubu provést artrografii, kontrastni
latka mize zatékat do abscesovych kavit nebo zobrazi piStél v mekkych tkanich, ktera jeste
neusti na povrch.

Alternativnim feSenim je provedeni peroperacni punkce se statim vySetienim punktatu,
podle Spangehla a kol. ma toto vySetieni senzitivitu 94 % a specificitu 97 % (Spangehl
etal., 1999). I ptes spravné provedeni punkce nemusi byt ziskano zadné nebo nedostatecné
mnozstvi synovidlni tekutiny, naptiklad Ali a kol. uvadéji az 32 % ptipadd (Al et al.,
2006). Rizikem jsou rovnéz falesné€ pozitivni nebo falesné negativni nalezy. Samoziejmosti
je absence antibiotické 1écby minimaln€ 2 tydny pied provedenim punkce (Della Valle
et al., 2010). Podle doporuceni Infectious Diseases Society of America je nutné punktat
transportovat co nejdiive ke zpracovani do mikrobiologické laboratote ve sterilni nadobé
pii pokojové teploté, pokud je ho dostate¢né mnozstvi, je doporuceno Cast transportovat

Vv aerobni hemokultivac¢ni lahvi¢ce (Osmon et al., 2013).
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Miihlhofer a kol. provedli analyzu praci publikovanych v letech 1990-2015 na téma
IKN kycelniho a kolenniho kloubu. Ve zhodnocenych publikacich senzitivita vySetfeni
aspirované tekutiny v obou oblastech byla uvadéna v Sirokém rozsahu 12 % — 89 %,

specificita 50 % - 100 % (Miihlhofer et al., 2017).

Hodnoceni aspirované tekutiny

Kultivace

Kauzalni patogen IKN byl v Miihlhoferem analyzovanych studiich ziskan v 44 % - 80
%, negativni Vliv vytéznost méla kratka doba kultivace (48 hod), v nékterych studiich
nebyla 2 tydny pied punkci vysazena antibiotika (Miihlhofer et al., 2017).

Biomarkery

Biomarkery v synovialni tekutiné reflektuji reakci organismu na pifitomnost patogent
v kloubu.

NejdulezitéjsSim parametrem se jevi stanoveni poctu leukocytii a procentualni
zastoupeni polymorfonuklearnich neutrofili Vv synovialni tekutiné. Senzitivita
a specificita vySetfeni zavisi na stanovenych meznich hodnotach, tyto hodnoty se méni
podle typu infektu — akutni/chronicky, podle typu Kloubu — ky¢elni kloub/kolenni kloub,
podle komorbidit (zanétliva systémova onemocnéni, krystalové artropatie, na druhé strané
imunokompromitovani pacienti s leukopenii a/nebo neutropenii). U TEP kolenniho kloubu
je udavana za signifikantni pro bakterialni infekci hodnota pro leukocyty > 1700
leukocytt/ul (senzitivita 94 %, specificita 88 %), pro granulocyty > 65 % (senzitivita
97 %, specificita 98 %). U TEP kycelniho kloubu pro leukocyty > 4200 leukocytt/ul
(senzitivita 84 %, specificita 93 %), pro granulocyty > 80 % (senzitivita 84 %, specificita
82 %). Parvizi a kol. ve své recentni praci udavaji pro chronickou IKN spole¢né hodnoty

> 3000 leukocyti/ul a > 80 % granulocytt (Parvizi et al., 2018).
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V poslednich letech byla zkouména tfada biomarkera pro diagnostiku IKN:

- cytokiny (interleukiny 1, 6, 8, 10, 17, TNF-a, Interferon-v, resistin, thrombospondin),

- reaktivni proteiny (CRP),

- baktericidni leukocytarni enzymy obsazené v polymorfonuklearnich leukocytech

(esteraza, clastaza, bactericidal/permeability-increasing protein, gelatinase-associated

lipocalin, lactoferrin),

- markery angiogeneze (vascular endothelial growth factor),

- antimikrobialni proteiny (a-defensin, B-defensin, cathelicidin LL-37) (Patel et al.,
2016).

Hladina synovidlniho CRP ma4 podle studie Parviziho a kol. pro stanoveni diagnozy
IKN senzitivitu 85 % a specificitu 95 % (cut-off 6,9 mg/l) (Parvizi et al., 2012). Naopak
De Vecchi a kol. udavaji v&tsi senzitivitu a specificitu vySetieni leukocytarni esterazy
ve srovnani s CRP (De Vecchi et al., 2016). Deirmengian a kol. uvadgji, ze vySetfeni
synovialniho CRP nemusi byt spolehlivé v ptipadé méné virulentnich kment, jako je
Staphylococcus (St.) epidermidis, Corynebacterium (Cor.) species (sp.) (Deirmengian et
al., 2016).

Levnym a spolehlivym vySetfenim je test leukocytarni esterazy (produkovéna
aktivovanymi neutrofily), které je mozné provést pomoci kolorimetického papirku
standardné pouzivaného pro vysetfeni moci. Senzitivita vySetfeni je udavana v meta-
analyze 81 %, specificita 97 % (Wyatt et al., 2016). V piipad¢ kontaminace krvi je tieba
provést centrifugaci tekutiny (Aggarwal et al., 2013).

Doporu¢ovanym markerem pro diagnostiku periprotetické infekce je a-defensin —
antimikrobialni peptid uvolnény aktivovanymi neutrofily a plsobici na membranu
patogena, jeho senzitivita neni ovlivnéna ptedchozi antibiotickou 1écbou. V meta—analyze

je udavana senzitivita 100 % a specificita 96 % vysetfeni metodou ELISA v laboratofi
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(Wyatt et al., 2016). Bonanzinga a kol. ve své¢ studii uvadéji senzitivitu 97 % a specificitu
97 %, falesné pozitivni byl vysledek u metaldzy a polyetylénového otéru, falesné negativni
u drénujici se pistéle (Bonanzinga et al., 2016). Gehrke a kol. vySetfovali a-defensin
pomoci Synovasure® Alpha Defensin Lateral Flow testu (Zimmer Biomet, USA), coz je
chromatograficky test, jehoz vysledek je mozné stanovit za 10 minut, senzitivita testu byla
stanovena na 92,1 % a specificita na 100 % (Gehrke et al., 2018). Suen a kol. ve své
metaanalyze upfednostiuji vySetieni a-defensinu v laboratofi metodou ELISA (Suen et al.,
2018).

Dal$im synovialnim markerem muze byt calprotectin. Je pfitomny v cytoplazmé
neutrofilii, uvoliuje se pfi jejich aktivaci a ma antimikrobidlni G¢inky. Lze ho kvantitativné
relativné rychle stanovit imunochromatografickou metodou na testovacim papirku
podobné jako a-defensin (lateral flow immunoassay), ale vySetfeni je levngjsi
(Wouthuyzen-Bakker et al., 2018).

Potencionalnim synovialnim markerem obsazenym v neutrofilech je NGAL -
neutrophil gelatinase-associated lipocalin, oznatovany také jako lipocalin-2. V boji
s bakteridlni infekci interferuje s vychytavanim Zeleza bakteriemi. Verdara a kol. stanovili
cut-off mezi infekci a aseptickym uvolnénim pfi nejvyssi senzitivité (86,3%) a specificité
(77,2%) na 152 ng/ml v synovialni tekutiné pfi vySetfeni modifikovanym enzymovym
imunotestem spojenym s chemiluminiscenci (Verdara et al., 2019).

Karbysheva a kol. zkoumali vyuZziti D-laktitu jako synovidlniho markeru
Vv diagnostice IKN a uspésnosti operacni 1é€by na 224 pacientech (137 s aseptickym
uvolnénim endoprotézy, 87 s IKN). Cut-off D-laktatu byla stanovena na 1,2 mmol/Il
pii senzitivit¢ 98% aspecificité 84%, pii uspésné 1é€bé IKN byl zaznamenan pokles
D-laktatu pod cut-off za 4 tydny od operace (Karbysheva et al., 2017). D-laktat 1ze stanovit

spektrofotometricky, fluorimetricky nebo chromatograficky (HySpler et al., 2015).
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Dalsi zatim teoretickou moZznosti je stanoveni cytologického slozeni synovialni
tekutiny a koeficientu energetické bilance (KEB) zavislého na produkci

adenosintrifosfatu (ATP) podle Kelbicha a kol. (Kelbich et al., 2017).

2.2.5. Histologické vysetieni periprotetické tkané

Morawietz a kol. publikovali histologickou klasifikaci 4 typa periprotetické tkané
zaloZenou na ptitomnosti cizich télisek, granula¢ni tkané€ a polymorfonukleart (typ I — otér,
typ 1l — infekce, typ 1l — kombinace, typ IV — neurceny), pticemz typy II a Il znamenaji
IKN (Morawietz et al., 2006). Infekce je prokazovana na podkladé¢ pfitomnosti neutrofilii.
Jednotlivi autofi se li§i v udavané mezni hodnoté polymorfonuklearti v poli pro prikaz
infekce. Ve vydanych kritériich pro priikkaz IKN na podkladé konsenst je za pozitivni
histologicky ndlez povazovano > 5 neutrofilii na pole s vysokym rozliSenim, v 5 polich,
pii zvétSeni 400X (Parvizi et al., 2011, Parvizi et al., 2013, Parvizi et al., 2018).

Odbér vzorkt tkdné k vySeteni by mél byt ze stejné oblasti, odkud se odebiraji vzorky
tkan¢ na kultivaci. Specificita tohoto vySetfeni je udavana mezi 89,5 % az 100 %, zatimco
senzitivita mezi 18 % az 100 % (Cor, 2012). Pro vysokou specificitu negativni vysledek
histologie prakticky vylucuje pfitomnost infekce, naopak pozitivni histologie diky mozné

nizké senzitivit€¢ neznamena jeji potvrzeni.

3.2.6. Mikrobiologické vySetteni periproteticke tkané

Mikrobiologické vySetfeni periprotetické tkané¢ je povaZzovéno za zlaty standard
k potvrzeni nebo vylouéeni IKN (Bauer et al., 2006).

Odbér vzorku tkani k mikrobiologickému vySeti‘eni

Optimalné se peroperacné na mikrobiologické vySetieni odesila 3-5 vzorka

periprotetické tkan¢ (idealné tkan mezi endoprotézou a kosti), synovialni tekutina
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a komponenty endoprotézy. Kazdy vzorek tkané by mél byt odebran samostatnymi
sterilnimi néstroji, aby se zabranilo kontaminaci, a ihned odeslan do laboratote k vysetieni.

Nemély by se provadét stéry, ale odesilat ¢asti tkané (Drago et al., 2017).

Doba kultivace

Schéfer a kol. vyhodnotili kultivace po 14 dnech od 284 pacientli. Medidn doby
do izolace patogena byl 4 dny. Stafylokoky, streptokoky, enterokoky a enterobakterie byly
detekovany béhem prvnich sedmi dni. Cutibacterium sp., Peptostreptococcus sp. a aecrobni
grampozitivni ty€inky rostly béhem 7 az 14 dni (Schifer et al, 2008).
Na druhou stranu Portillo a kol. ve své studii vyjadfili obavu, Ze delsi doba kultivace je
rizikem pro kontaminaci vzorkd, kterd vede k fale$né pozitivnim vysledkiim (Portillo
et al., 2014). Podle International Consensus on Musculoskeletal Infection 2018 by méla
byt standardni doba kultivace 5 az 7 dni. Pokud je podezieni na infekci malo virulentnim
patogenem nebo pfi tomto podezieni byla pfedoperacni kultivace negativni, kultivaci je
tteba prolongovat na 14 az 21 dni.

Barveni podle Grama

Tato diagnostickd technika je sice vysoce specificka, ale malo senzitivni, proto se jeji
vyuziti k zjiSténi periprotetické infekce u revizni artroplastiky nedoporucuje (Bauer et al.,
2006).

Kritérium pozitivity pro periprotetickou infekci

Atkins a kolektiv stanovili pozadavek 2 a vice pozitivnich nalezt identickych kment

patogenti pro potvrzeni IKN (Atkins et al., 1998).
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3.2.7. Vysetteni extrahovanych komponent pro priikaz biofilmu

Biofilm

Biofilm je mozné definovat jako heterogenni spoleCenstvi bakterii kooperujicich

Vv extraceluldrni matrix vykazujici zménény fenotyp s ohledem na riist, genovou expresi

a produkeci proteint (Donlan et al., 2002).

Rozlisuji se nasledujici obdobi vyvoje biofilmu:

Faze adheze bakterii k povrchu implantatu — nejprve reverzibilni, posléze
ireverzibilni. Adheze planktonickych bakterii je zavisla na schopnosti patogent se
specificky vazat nebo nespecificky interagovat s povrchy a také na fyzikdlné
chemickych vlastnostech substratu. Dilezitou roli hraje velikost bakteridlni naloze
a doba expozice, tato faze trva v fadech hodin. (Clarke et al., 2006).

Faze rustu a zrani biofilmu — bakterie proliferuji a produkuji extracelularni
matrix, tvofi se vnitini komunikacni systém biofilmu a funkéni a morfologicka
specializace jednotlivych bakterii biofilmu. Tvofi se 3D struktura biofilmu. Pomoci
protedz, nukledz, delta hemolysinu a dalSich faktord dochazi rovnéz
ke kontrolované degradaci extracelularni matrix a k moznosti uvolnéni bakterii
a osidleni dalSich lokalit (Le et al., 2014).

Faze expanze biofilmu — uvolnovani jednotlivych bakterii a jejich aglomeratt
Z biofilmu a udrzovani infekce. Subpopulace metabolicky aktivnich planktonickych

bakterii mize byt suprimovana antibiotiky, ale jen po dobu jejich podavani.

IKN je v soucasnosti koncipovana jako komplexni proces zac¢inajici bakterialni adhezi

na implantat a tvorbou biofilmu, nasledovany riznou formou interakce mezi hostitelem,

implantatem, mikroorganismy a jejich produkty, proto je také diagnostika a lécba IKN

obtizna.

23



Lze tedy pojmenovat néktera uskali biofilmu a v ném obsazZenych bakterii:

e Schopnost matrix koncentrovat nutrienty (Beveridge et al., 1997).

e Rezistence Kk antimikrobidlnim faktorim dana nizkou urovni metabolismu

a bakteriemi ve fazi GO, které sidli v hloubce biofilmu (Brown et al., 1993).
e Pisobeni biofilmu jako difuzni Dbariéry, kterd zpomaluje penetraci
antimikrobialnich latek (Xu et al., 2000).

e Moznost uvolnéni a disperze bakterialnich bun¢k.

Biofilm tak zna¢né redukuje moznosti imunitniho systému pro boj s infekei.

Diagnostika periprotetického infektu z izolovaného biofilmu by tak méla zvySovat
senzitivitu mikrobiologického vySetteni zalozeného na analyze periprotetické tkan¢.

Biofilm Ize prokazat ptimo nebo nepiimo na povrchu implantatu.

Piimé zobrazeni biofilmu na povrchu implantatu

Tyto metody nejsou Vv klinické praxi vyuzitelné, zejména pro ¢asovou narocnost
piipravy vzorku k mikroskopickému vySetieni, nutnost technického vybaveni a finan¢ni
naklady na vySetfeni. Jednd se o mikroskopické metody (transmisni elektronova
mikroskopie, rastrovaci elektronova mikroskopie, konfokalni laserova scanovaci
mikroskopie — kombinace s reverzné transkriptizovou PCR, fluorescencni in situ
hybridizace (FISH).

Neprimy prikaz biofilmu na povrchu implantatu

Spociva v Setrném sneseni biofilmu z povrchu endoprotézy v kombinaci s kultivacnim
a PCR prikazem piivodce infekce.

Biofilm lze ziskat zimplantitu mechanickymi, fyzikalnimi nebo chemickymi

metodami.
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1. Mechanické metody

Vortexovani: Uvolnéni biofilmu je zptsobeno generovanymi stfiznymi silami mezi
implantatem a vortexovanou tekutinou na vortexu (tfepaéce). Tyto sily mohou byt zvétSeny
piidanim detergentu nebo antikoagulancii do tekutiny. Samostatné se vortexovani
k diagnostice nepouziva.

2. Fyzikalni metody

Sonikace: Uvolnéni biofilmu pomoci ultrazvuku Vv ultrazvukové lazni. Pro zvyseni
senzitivity vySetfeni je mozné pred sonikaci zaradit vortexovani.

3. Chemické metody

0,1 % roztok dithiothreitolu: Chemicky uvoliiuje biofilm, microDTTect je uzavieny
systém v plastovém obalu zabranujici kontaminaci. Soucasti vySetfeni je rovnéz
vortexovani. Nevyhodou jsou relativné vysoké ekonomické ndklady na vySetteni.

Prvni prace o sonikaci endoprotézy kycelniho kloubu byla publikovdna Tunneyem
a kol. (Tunney et al., 1998), kdy byl demonstrovan vétsi zachyt patogent touto metodou
ve srovnani s kultivaci tkan€ u 120 pacientt. Dalsi studii publikovali Trampuz a kol. v roce
2006, na 78 pacientech prokazal vétsi senzitivitu sonikace nez u kultivace tkani (75 %
versus 54 %), ale menSi specificitu (87 % versus 98 %). Mensi specificita sonikace se
piipisovala zejména kontaminaci vzorkll pfi netésnéni polyetylénovych transportnich
saCkt (Trampuz et al., 2006). V roce 2011 byla publikovana prace Holinky a kol., kde
prave pouziti plastovych kontejnert a vortexovani pfed vlastni sonikaci zvysilo specificitu
na 95 % (Holinka et al., 2011). Meta-analyzu praci na téma sonikace provedli v roce 2014
Zhai a kol. snalezem, Ze sonikace je spolehlivda metoda k detekci patogeni
periprotetického infektu, pti¢emz kultivace prodlouzend na 14 dni v anaerobnim prostiedi
zvySuje senzitivitu metody (82 %) a vortexovani pied vlastni sonikaci specificitu metody
(99 %). Zaroven vSak poukdzali na n€které nedostatky studii: riiznd metodika sonikace,

nedostatek prospektivnich studii (Zhai et al., 2014). Monsen a kol. publikovali praci
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o mozném inhibi¢nim efektu sonikace na gramnegativni bakterie, zejména Escherichia coli
(Monsen et al., 2009). Van Diek a kol. shrnuli dal$i potencionalni rizika snizujici vyznam
sonikace: obtizné porovnani studii pro riiznou metodiku sonikace a kultivace, rizny pocet
vzorkl tkan¢ k porovnani, vliv ptfedchozi 1€Cby antibiotiky, riziko kontaminace (studie bud’
neuvadéji, nebo maji rizné mezni hodnoty colony-forming unit (CFU) ze sonikac¢ni
tekutiny). Autofi pouzili jako signifikantni hodnotu > 50 CFU/ml. Na druhou stranu také
tato prace a jeji vysledky nejsou plné€ porovnatelné s ostatnimi studiemi, protoze je zde
nehomogenni skupina pacientii s vyraznym zastoupenim akutnich infekci, coz mulze
vysvétlovat vyslednou nizkou senzitivitu sonikace 47 % (Van Diek et al., 2017).

Nicméné nastaveni mezni hodnoty CFU a vlibec metodiky studii vyrazné ovliviiuje
vyslednou senzitivitu a specificitu sonikace ve srovnani s kultivaci vzork tkang. Casto
citovana prace Trampuze a kol. z roku 2007 udavé senzitivitu sonikace 79 % ve srovnani
S vySetfenim tkané¢ 61 % pfi mezni hodnot¢ 5 CFU na naockovanou Petriho misku
S kultivaénim médiem (odpovida hodnoté 50 CFU/ml). V piipadech, kdy byla zjiSténa
kultivacni pozitivita sonikatu (tekutiny, do které se uvolfiuji bakterie z povrchu komponent
pfi sonikace v ultrazvukové lazni; obvykle se pouZiva fyziologicky roztok) a negativita
tkan¢, byl pozitivni kultivacni ndlez potvrzen ndlezem stejného agens v kloubni tekuting
nebo v predchozich tkanovych vzorcich (Trampuz et al., 2007). Puig-Verdié a kol. uvadgji
senzitivitu sonikace 90 %, kultivace tkdn€¢ 67 % pfi stejné mezni hodnoté¢ 5 CFU
na kultivaéni misku, pfi¢emz zdlraznuji vyznam sonikace u chronickych, ale ne u akutnich
IKN (Puig-Verdié et al., 2013). Liu a kol. revidovali 16 recentnich studii ohledn¢ vyznamu
sonikace v diagnostice periprotetické infekce a zjistili senzitivitu sonikace 79 %
a specificitu 95 %, studie se vSak liSily ve svém designu a meznich hodnotdch CFU (Liu

etal., 2017).
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Snahou o zlepSeni laboratorni diagnostiky periprotetické infekce je vysetfovani
sonikatu v hemokultivacnich lahvickach. Portillo a kol. ve své studii zjistili, Ze senzitivita
sonikace klesa z 87 % na 77 % a kultivace tkdn¢ z 59 % na 55 % pfi piedchozi 1écbe
antibiotiky, zatimco senzitivita vySetfeni sonikatu v hemokultiva¢ni lahviéce je v obou
skupinach 100 % (Portillo et al., 2015).

Rak a kol. vySetfovali pomoci PCR piitomnost bakterialni 16S rRNA v periprotetické
tkani (senzitivita 76 %, specificita 93 %) a v sonikatu (senzitivita 95 %, specificita 97 %),
nicméné 1 ptes slibné vysledky problémem dle autorti zistava rozliSeni aseptického
uvolnéni a low-grade infekce pii malém mnozZstvi bakterii v klinickych vzorcich, pod mezi
detekce PCR (Rak et al., 2016). Nevyhodou je rovnéz moznost zachyceni nezivych
bakterialnich kmenti (Renz et al., 2017).

Dal$imi metodami mulze byt mikrokalorimetrie nebo hmotnostni spektrometrie
(MALDI-TOF: Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight), tato metoda
se uplatiluje také v rycheljsi identifikaci patogena a urceni citlivosti k antibiotikim (Harris
et al., 2010). MALDI-TOF umoziuje identifikovat bakteridlni nebo mykoticky
mikroorganismus z jedné narostlé kolonie béhem fadové desitek minut. Z testovaného
mikroorganismu se pfipravi natér na desti¢ku, necha se pisobit matrice (obvykle kyselina
skoficovd) a posléze se vlozi do hmotnostniho spektrometru. Ve vélci vyplnéném vakuem
se laserem ostfeluje povrch natéru a uvoliiuji se z néj proteiny, které putuji k detektoru
riznou rychlosti dle své molekulové hmotnosti. Ziskané Casy doletu vytvoii spektrum
specifické pro konkrétni bakteridlni nebo fungalni druh a porovnanim s databazi jiz
naméfenych spekter je testovany mikroorganismus identifikovan. Podobné Ize
identifikovat agens z pozitivni hemokultury, kdy se pfipravi natér z tekuté ptdy.
V soucasné dob¢ se vyuziva této technologie k rychlému prikazu vybranych fenotypt

rezistence.
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Pivodni mikrobiologické techniky obvykle umoznily identifikovat narostlé kultury
za 24 — 48 hodin, po zavedeni metody MALDI — TOF do rutinni diagnostiky, doslo

k vyraznému urychleni identifikace, do desitek minut.

3.2.8. Molekularni diagnostika

Molekularné biologické metody lze pouzit pro piimy prikaz etiologického agens ve
vzorku. V praxi lze provadét pii omezeném poctu predpokladanych agens cilené PCR
reakce umoziujici detekci konkrétni bakterie. Jinou moznosti je provadéni PCR s primery
cilenymi do oblasti 16S rRNA spole¢né vSem bakteriim s naslednou sekvenaci dle Sangera
(Sanger et al., 1977). Nasleduje automatické vyhodnoceni pomoci identifikacnich
programt, volné dostupnych na internetu (BLAST, SepsiTestTM BLAST). Pomoci téchto
programu je hleddna shoda zjisténé sekvence s referen¢nimi sekvencemi bakterii. Metoda
16S rDNA sekvenovani dle Sangera ma 1 sva omezeni. Je méné citliva nez specifické PCR
reakce. Dal§i mozZnosti je provedeni tzv. multiplex PCR zahrnujici primery pro nejcasté)si
skupiny patogennich mikrobti — napf. komeréné vyrobeny kit Unyvero i60 ITI (Curetis
GmbH, Holzgerlingen, Némecko). Zaroven tato metoda miize poskytnout informace
o pfitomnych genech antibiotické rezistence. Podle Malandaina a kol. je tato metoda
napiiklad vhodna u pacientl 1écenych antibiotiky pfed zacatkem diagnostickych procesii
IKN (Malandain et al., 2018). Nejnové€jSim postupem je sekvenovani nové generace (next
generation sequencing — NGS). Tato technika umoznuje ptecist cely genom (whole genom
sequencing) nebo cilené sekvenovani (targeted sequencing) (Besser et al., 2018).

Molekularné€ biologické metody jsou vhodné predevsim tam, kdy je infekce zplisobena
obtizn¢ kultivovatelnymi nebo nekultivovatelnymi mikroby (napt. borrélie, bartonely,

mykobakteria) nebo tam, kde doslo k odbéru materialu az po nasazeni antibiotik a nasledné
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faleSné kultivacni negativité. Po rozpadu bakteridlnich bunék mize po omezenou dobu
DNA v mist¢ infekce pietrvavat a 1ze tak 1 po 1€cb¢ odhalit ptivodce infekce.

Pfi interpretaci vysledkd je zasadni rozhodnuti, zda identifikovana bakterie je
puvodcem onemocnéni, patogenem nebo se jedna o kontaminantu. Vzhledem k tomu, Ze
se zjistuje pritomnost genu pro 16S rRNA, ktery je spole¢ny témét vSem bakteriim, je
ziejmé, ze metoda je velmi nachylna ke kontaminaci. Rovnéz je nutné zvazit klinické
hledisko (anamnestické idaje, imunita pacienta, pfedchozi ATB terapie). Pii hodnoceni
vysledki sekvenacni analyzy je nutna spoluprace mikrobiologa a oSetfujiciho Iékare.

Gallo a kol. porovnévali u kloubnich punktati odebranych od pacientt s infekci kloubni
nahrady vytéZnost kultivaéni metody a prikaz etiologického agens pomoci sekvenace
a zjistili, Ze senzitivita a specificita u sekvenace dosahla 71 % a 97 %, kdeZto u kultivace
se jednalo 44 % a 94 % (Gallo et al., 2008).

Dalsi potencionalni moZnosti je perioperacni detekce exprese genii nékterych markert
IKN ze vzorku tkané. Fillerova a kol. zjistili, Ze kombinace vySetfeni metodou kvantitativni
polymerazové fetézové reakce (QRT-PCR) exprese geni DEFA1 (kodujici a-defensin),
IL1B (kodujici interleukin 1 B) a LTF (kodujici lactoferrin) odliSila béhem 45 minut
aseptické uvolnéni a IKN se senzitivitou 94,5% a specificitou 95,7% (Fillerova et al.,
2017).

I pfes své limitace maji tyto metody jisté budoucnost, zejména pfi diagnostice low-

grade infekce a u pacientl uZivajicich pied diagnostikou antibiotika.
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3.2.9. Skorovaci systém k diagnostice infekce kloubni ndhrady

Parvizi a kol. navrhli skorovaci systém k diagnostice IKN, viz Tab.1 (Parvizi et al.,
2018). Vyhodou nového skérovaciho systému je usnadnéni predoperacni diagnostiky,
protoze nejsou pouzity ve vedlejSich kritériich peroperacni nalezy (hnis, jedna pozitivni

kultivace, pozitivni histologie), ale sérové a synovialni markery.

Dalsi pozitivni vlastnosti systému je pripusténi nepriikaznych naleza, tzv. ,,Sedé zony*,
se kterymi se setkavame v klinické praxi. Na druhou stranu predkladand kritéria nemusi
byt spolehliva u pacientt s adverse local tissue reaction — nepfiznivou lokalni reakci tkané
na kovy, u krystalovych artropatii, u aktivnich zanétlivych artropatii, u infekci

vyvolanych pomalu rostoucimi mikroorganismy — naptiklad Cutibacterium acnes.
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Tab. 1. Diagnostika periprotetické infekce na podkladé skorovaciho systému pro

chronickou infekci (Parvizi et al., 2018).

Hlavni kritéria (splnéni aspoil jednoho kritéria)

Vysledek

Dvé pozitivni kultivace identického patogena

INFEKCE

endoprotéza

Pistél s prokazanou komunikaci skloubem nebo viditelna

Vedlejsi kritéria

CRP > 10 mg/l nebo
D-Dimery > 860 ng/ml 2

Serum

FW > 30 mm/hod 1

Synovialni leukocyty
> 3000 bunek/pl
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%)

>80 %

Synovialni CRP > 6,9 mg/I

Nepriikazné predoperacni skore Skore

nebo sucha punkce

Ptedoperaéni skore

Pozitivni histologie (> 5 neutrofill na pole

, S . - 3
I S vysokym rozliSenim, v 5 polich, pfi
=l zvétseni 400x
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=]
= Pozitivni nalez hnisu 3
°
=
N
=
>
<
) » :
=9 Jedna pozitivni kultivace 2
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>6
INFEKCE
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0-1

VYLOUCENA
INFEKCE

Vysledek

>6
INFEKCE

4-5
NEPRUKAZNE

<3

VYLOUCENA
INFEKCE
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3.2.10. Telefonni aplikace

V soucasné dobé jsou dostupné aplikace pro Apple i Android pro spocitani rizika

periprotetické infekce — PJI Risk Calculator.

3.3. Antibioticka 1é¢ba v ramci terapeutickych moZnosti
chronické infekce kloubni nahrady

Lécba chronické IKN kycelniho nebo kolenniho kloubu zahrnuje tyto moznosti:

* dvoudoba reimplantace,

* jednodoba reimplantace,

* artrodéza,

* resek¢ni artroplastika,

* trvala antibioticka supresivni terapie,
* amputace.

Soucasti vSech postupti je cilena antibioticka 1éCba, proto je dilezit¢é béhem
diagnostického postupu nejen potvrdit nebo vyloucit IKN, ale také diagnostikovat
kauzalniho patogena/y a urdit citlivost k antibiotiktm.

Antibiotika lze podavat celkové a/nebo lokaln€, nejcastéji na urcitém nosici.

Pro celkové podani je vhodné baktericidni antibiotikum ucinkujici na kauzalni
etiologické agens, s dobrym prinikem do kosti, nejlépe také do biofilmu, v dostatecné
davce a minimalnimi celkovymi a lokalnimi toxickymi ucinky. Pro lokalni podani je
idealni systém resorbovatelného nosiCe s antibiotiky, ktery ma jasnou farmakokinetiku

s uvoliiovanim antibiotika po dostate¢né dlouhou dobu, s udrzovanim jeho baktericidni
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koncentrace tak, aby nedoslo k rozvoji rezistence k antibiotiku. Tato koncentrace antibiotik
nesmi byt rovnéz toxicka pro okolni tkan.

V endoprotetice se jevi jako perspektivni kombinace obou pfistupti. Celkové podéani
antibiotik cili na patogeny perioperacni kontaminace a na patogeny, které mohou plisobit
infekt hematogenni cestou z fokusti. Tento zplisob vSak nevytvofi dostateCnou ochrannou
bariéru kolem implantatu proti vytvoreni biofilmu diky nizsi penetraci do kosti. Na druhé
strané lokalné podanad antibiotika mohou byt G¢inna na bakterie in Situ, zejména
v avaskularnich oblastech (Kuehn et al., 2017). Tato vyhoda se jevi zvlas§t vyznamna
v ptipad¢ 1écby chronické IKN s pfitomnosti planktonickych i sesilnich patogent

v biofilmu.

Pro lokalni podani byla jiz testovana antibiotika jako gentamicin, v soucasnosti jsou
provadény klinické studie na dalsi antibiotika pro pouziti v 16cbé periprotetické infekce,

zejména citliva na jiz rezistentni kmeny (daptomycin, fosfomycin, tigecyclin a dalsi).

Lokalni 1écba antibiotiky nabyvala také na vyznamu ve spojeni s jednodobou
reimplantaci, ktera se stava vice populadrni, kdy podle n€kterych studii pfi srovnatelnych
vysledcich s dvoudobou reimplantaci pfinds$i vyhody pro pacienta i niz8§i naklady

na celkovou 1é¢bu (Tibrewal et al., 2014).

Nejdéle pouzivanym nosi¢em antibiotik je kostni cement. Rozsahla studie Cerpajici
z Norského registru endoprotéz udavala, Ze pouziti cementu s antibiotiky spolu s celkové
od primoimplantace (Engesaeter et al., 2003). Na druhou stranu nevstiebatelny cement
s antibiotiky ptsobi jako cizi téleso, které muze byt kolonizovano bakteriemi. Navic
prolongovana eluce subinhibi¢nich koncentraci antibiotik mutze indukovat bakteridlni
rezistenci (Boo et al., 2015). Neut vySetfil cementové kuli¢ky s gentamicinem odstranéné
V druhé dobé dvoudobé reimplantace pro infekci a identifikoval bakterie na povrchu 18
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z 20 kulicek, navic 19 z 28 bakterialnich kmenti bylo rezistentnich na gentamicin (Neut,

2001).

Resenim problému s cementem jako cizim télesem je vyvoj degradabilnich nosi¢t
antibiotik, zejména téch, které mohou zaroven eradikovat mikroby a podpofit kostni
regeneraci a biologickou inkorporaci implantatu. Winkler pouzival lyofilizovanou kost,
kdy stépy byly inkubovany v roztoku antibiotik po 24 hod, jednalo se tedy o pfipravu
nosice jiz pied operaci. VysuSeny nosi¢ mél vyhodu i v lepSim nasati roztoku antibiotik.
(Winkler, 2000). Evropska buné¢na a tkanova banka (European Cell and Tissue Bank -
ECTB) vyvinula Gpravou alogenni kosti, impregnaci vankomycinem nebo tobramycinem
a lyofilizaci materidly OSTEOmycin™ V® s vankomycinem a OSTEOmycin™ T®
S tobramycinem. Jednotnd technologie pfipravy deklaruje vyssi koncentraci antibiotik
VvV celém objemu §tépu, uvolilovani antibiotik do 4 tydnd, u vankomycinu je prvni den
udavana uvolnéna koncentrace z 1 g kosti 10 — 20 000 mg/l, Sesty den 60 — 130 mg/l.
Skladovéani je deklarovano 2 roky (Winkler et Haiden, 2017). Vyhodou popsaného postupu
je certifikovana piiprava kazdého materialu s definovanou farmakokinetikou, hladiny
uvolnénych antibiotik mohou tak pfevySovat minimalni eradikacni koncentraci pro zbytky
biofilmu (MBEC). Vyuziti tohoto materialu s necementovanou endoprotézou, piipadné
potazenou antimikrobidlnim povrchem, miiZze byt smérem pro lécbu chronické IKN
jednodobou reimplantaci. Navic antibiotika impregnovana do kostnich $t€pti mohou
zabréanit jejich bakteridlni kolonizaci (Ketonis et al., 2011). Nevyhodou je vysoka
pofizovaci cena materialu, nutnost jeho zajiSténi v dostatecném mnoZstvi pted operaci,
na presné¢ definovanou farmakokinetiku se nelze spoléhat, miize byt rozdilna u riznych
pacientii zejména podle velikosti vypliiovaného defektu a stavu lokalniho cévniho

zasobeni. RovnéZ upravovand kost véetné lyofilizace jiz antibiotiky impregnovaného
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nosi¢e muze mit vliv na kostni hojeni a na vlastnosti antibiotik v¢etné jejich antibakterialni

ucinnosti (Melichercik et al., 2010).

Dalsi moznosti je periopera¢ni impregnace nosice antibiotiky. Existuji riizné techniky
impregnace, od manualnich (naptiklad smichani nakouskovanych kostnich Stépt
s antibiotiky) az po specialni michaci zatizeni (Bormann et al., 2014). Mimo kostni Stépy
1ze pouzit i nahrady kostnich $tépli. Mnozstvi antibiotika se perioperacné Iépe vztahuje
k objemu nosi¢e nez k jeho hmotnosti. Je tak mozné pfipravit nosi¢ v odpovidajicim
mnozstvi dané situaci u konkrétniho pacienta. Kostni $tépy se dale neupravuji, Ize tedy
ocekavat jejich lepSi biokompatibilitu a rovnéz stabilitu antibiotik. Nezanedbatelna je
i niz8i cena ve srovnani s OSTEOmycinem™ V/T®. Nevyhodou je obtizné
ptedpovidatelnd farmakokinetika z jiz samotnych impregnovanych $tépt s krat§i dobou

eluce antibiotik a jejich niz§imi koncentracemi.
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4. Klinicka studie

4.1. Cile klinické studie

Pacienti byli zatfazovani do klinické studie, kterd je pfedmétem habilitacni prace,
od roku 2009, tedy v dobé¢, kdy jesté nebyla stanovena kritéria diagnostiky chronické IKN
ve form¢ pozdé&jsich konsenst (Parvizi et al., 2011, Parvizi et al., 2013, Parvizi et al., 2018).
Diagnostika pted zacatkem studie byla zalozena na anamnéze (zejména idaji o chronické
bolesti v oblasti endoprotézy v klidu a také byl vyznamny udaj o absenci nebolestivého
Casového intervalu od primoimplantace), dale na klinickém ndlezu (zejména pistel
komunikujici s endoprotézou), na vysledku laboratorniho vysetfeni z periferni krve — FW
a CRP (hodnoty CRP > 10 mg/l a FW > 30 mm/hod) a rovnéz na zhodnoceni rentgenovych
snimk s jejich porovnanim v Case (¢asna tvorba radiolucentnich linii kolem endoprotézy,
migrace komponent). Pfedoperacni punkce kloubu nebyla na naSem pracovisti rutinné
provadéna pro malou vytéznost vySetfeni, zejména v piipad¢ chronické IKN kycelnich
kloubi. Definitivni diagnoza byla stanovena na podkladé vysledka kultiva¢niho vysetieni

tkan¢ ziskané pti operaci.

Pii védomi toho, ze do soucasné doby neexistuje samostatny test k diagnostice IKN
S absolutni pfesnosti (Ferndndez-Sampedro et al., 2017), byly zarovenn hledany dalsi
moznosti vyplyvajici z pozadavki nasi klinické praxe, jak zlepsit diagnostiku. V malé mite
to byl divod pozitivnich vysledka kultivace u pivodné predpokladdané¢ho aseptického
uvolnéni, vyznamnéjSim divodem byl pozadavek izolace kauzalniho patogena IKN
u pacientll pfijimanych na oddé€leni septické ortopedie s predpokladanou IKN, ale jiz
po predchozi antibiotické nebo 1 operacni 1€cbé na jinych pracovistich.
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Prvnim opatfenim bylo rutinni zavedeni pozadavku prolongované kultivace vzorkl
periprotetické tkan€. Schéfer a kol. udavali po 7 dnech kultivace detekci pouze 73,6 %

patogenti u 110 pacientd, proto doporucovali kultivaci az 14 dni (Schifer et al., 2008).

Druhym zavedenym postupem bylo odesilani extrahovanych komponent endoprotézy
na vysetieni sonika¢ni metodou pro pritkkaz bakterii ve formé¢ biofilmu. Tato vySetiovaci
metoda v dobé zacatku nasi klinické studie byla v odborné literatuie prezentovana jako
vhodny prostiedek k urceni patogena IKN, zejména pii predchozi antibiotické 1€¢bé.
Pozdé&ji byly prezentovany studie, které poukazovaly na jeji nedostatky, v posledni dob¢ je
ale opét prezentovdna jako nejsenzitivnéj$i metoda k diagnostice chronické IKN

(Fernandez-Sampedro et al., 2017), nicméné¢ dosud neni konsensus pro jeji pouziti.

Po revizi diagnostiky IKN bylo rovnéZ nutné analyzovat spektrum patogeniti IKN
a jejich citlivost k antibiotikim, zejména k tém, které byly pouzivany pro celkovou

a lokalni 1é¢bu.

Klinicka studie byla rozdélena na dvé ¢asti.

4.1.1. Cile I. ¢asti

1. Porovnani shody predoperacni diagnostiky chronické IKN a aseptického
uvolnéni endoprotézy s definitivni diagnéozou na zakladé vysledki

kultivaénich metod.

2. Stanoveni nejvyznamnéjSich piedoperac¢nich diagnostickych parametri

pro odliSeni chronické IKN a aseptického uvolnéni endoprotézy.

3. Porovnani prinosnosti jednotlivych kultivaénich metod véetné sonikace
extrahovanych implantata a prolongované kultivace pro rozliSeni chronické

IKN a aseptického uvolnéni endoprotézy.
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4.1.2. Cile Il. ¢asti

1. Zjisténi spektra patogeni chronické IKN a stanoveni jejich citlivosti

k antibiotikiim.
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4.2. Metodika

4.2.1. Kritéria chronické infekce kloubni ndhrady klinické studie

Chronicka IKN byla ¢asové definovana jako infekce prezentujici se nejméné 3 mésice

od implantace endoprotézy.
Chronicka IKN byla piredopera¢né definovana jako jista:

* pri pritomnosti piStéle komunikujici s endoprotézou (Obr. 1)

Obr. 1

RTG pravéeho kycelniho kloubu v AP projekci, pri fistulografii kontrastni latka zatéka

az pod laterdlni okraj jamky endoproteézy.

A jako pravdépodobna na zakladé kombinace nasledujicich kritérii:

* subjektivnich obtizi — chronicka bolest v oblasti endoprotézy bez vazby na zatéz

koncetiny, hodnocen byl typ bolesti pii poc¢atku obtizi,

* CRP > 10 mg/l a FW > 30 mm/hod — pokud nebyla znama jina pfi¢ina elevace

markert jako revmatoidni artritida nebo maligni tumor,
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* rychlé progrese uvolnéni endoprotézy pri srovnani rentgenovych snimka —
tvorba radiolucentnich linii > 2 mm, nepravidelného tvaru, s neostrymi okraji, dale migrace
komponent > 10 mm, periostalni reakce béhem jednoho roku (Miller, 2006, Tigges et al.,
1994, Tande et Patel, 2014). Linie projasnéni byly hodnoceny u kyéelniho kloubu dle
Gruena v oblasti diiku (Gruen et al., 1979), DeLee a Charnleye v oblasti jamky (DelLee
etal., 1976) a dle Ewalda u kolenniho kloubu (Ewald, 1989). Vzdy byl zhotoven rentgenovy
snimek centrovany na totdlni endoprotézu (TEP) tak, aby byl vidén cely implantat

na jednom snimku (Obr. 2 a-d, Obr. 3 a-c).

Obr. 2

RTG snimky pravého kolenniho kloubu v AP a bocné projekci: a), b) pooperacni snimky,
C), d) rychla progrese radiolucentnich linii po 4 mésicich (Sipky), Ewaldovy zony u tibidalni

komponenty 1,4,5, u femoralni komponenty 1,5.
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Obr. 3

RTG snimky levého kycelniho kloubu v AP projekci po TEP u pacienta s anamnézou
karcinomu prostaty, stav po radioterapii, soucasna hormondalni lécba, primoimplantace
V zari 2011, casny infekt St. aureus, proveden debridement, vyména hlavicky, proplachova
lavaz, antibiotika, patrna rychla progrese rtg zmen béhem roku — nepravidelna projasneni
v Gruenovych zondach 1-7, punkce negativni, FW 63/95, CRP 32 mg/l, a) 5. 1. 2012, b) 18.

7.2012, c) 8. 10. 2012

V ostatnich ptipadech byla chronickd IKN hodnocena jako nepravdépodobna.

4.2.2. 1. cast

4.2.2.1. Pfedoperacni diagnostika

V obdobi 2009 — 2012 bylo vySetieno na na$i klinice 100 pacienti s diferencialni

diagndzou aseptického uvolnéni a chronické IKN TEP kycelniho nebo kolenniho kloubu.

Pted operaci byly zaznamenany: vék a pohlavi pacientl, typ endoprotézy (primarni —
revizni, TEP kycelniho kloubu — kolenniho kloubu, cementovana — hybridni -

necementovana), bolest v tfisle a/nebo ve stehné u TEP kyc¢elniho kloubu nebo v oblasti
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TEP kolenniho kloubu (vézana na zatéz — klidova — néhle vznikl4, bolest od implantace —
vznik po obdobi bez obtizi, délka trvani bolesti), doba od implantace a doba obtizi, hodnoty
FW a CRP a onemocnéni v osobni anamnéze pacientl, kterd méla vliv na hodnotu téchto
markert, rentgenové zmény (radiolucence — migrace komponent). ZvysSena
pravdépodobnost pro chronickou IKN byla také udavana, pokud k uvolnéni endoprotézy
doslo do 5 let od primoimplantace (Parvizi et al., 2011), proto byl sledovan také tento
parametr. Zaroven bylo cilen¢ zjiStovano uzivani antibiotik v poslednim roce
pfed indika¢nim vySetfenim. Byl vyhodnocen Charleson comorbidity index u jednotlivych
pacientl vyjadtujici jejich pfedpokladanou mortalitu za 10 let podle komorbidit (Charleson

etal., 1987).

Na zakladé vySe uvedenych Kkritérii byli pak pacienti fazeni do dvou skupin po 50
pacientech: chronicka IKN nepravdépodobna a chronickd IKN jista nebo

pravdépodobna.

Pacienti byli zafazeni do skupin tak, jak pfichazeli ndhodné k vySetteni a byli po sobé
indikovani k operaci, Zadny pacient nebyl vyloucen. Podminkou dalSiho hodnoceni byl
odbér 2-3 wvzorkli periprotetické tkan¢ a 2-3 casti implantati dle operatéra

k mikrobiologickému vysetieni.

V prvni skupiné byla provedena jednodoba reimplatace TEP, v druhé skuping¢ byla TEP
extrahovana, pfi perspektivé dvoudobé reimplantace byl implantovan do¢asné antibioticky
spacer s gentamicinem. Pfed operaci nebyla miniméalné 2 tydny podavana Zzadna

antibiotika.

4.2.2.2. Kultiva¢ni vySsetieni

Béhem operace byly odebrany 2—3 vzorky tkané: tkan z acetabula a dieniového kanalu

femuru u TEP kycelniho kloubu, resp. tkan pod femoralni a tibidlni komponentou u TEP
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kolenniho kloubu, eventualné ¢ast pseudokapsuly. Dale byly vlozeny 2—-3 komponenty
TEP do sterilni rukavice, nasledné do sterilniho pevného kontejneru a ihned odeslany

k mikrobiologickému vysetieni (Obr. 4).

Obr. 4

a) viozeni polyetylénového plata do sterilni rukavice, b) transport v plastovém kontejneru

Materil byl zpracovan v laboratoti Ustavu klinické mikrobiologie Fakultni nemocnice
a Lékaiské fakulty v Hradci Kralové okamzité po pfijeti. Zpracovani probihalo
V lamindrnim boxu. Odebrané tkdné¢ byly pied naoCkovanim kultivacnich médii
homogenizovany, extrahované komponenty kloubnich nahrad byly zpracovany sonika¢ni
metodou Vv ultrazvukové lazni po dobu 5 minut — podle metody publikované Trampuzem a
kol. (Trampuz et al., 2007) a pozd¢ji Pilndckem a kol. (Pilnacek et al., 2011). Sonikat
(fyziologicky roztok, do kterého se uvolnily pfipadné mikroorganismy z biofilmu na
povrchu implantatl) a tkané byly o¢kovany na sadu kultiva¢nich médii zvolenych tak, aby
byl umoznén prukaz pravdépodobnych etiologickych agens. Pouzita byla nasledujici
kultivacni média: krevni agar, modifikovany cokoladovy agar, Mac Conkeytuv agar,
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Schaedlertiv agar pro zachyt anaerobnich mikroorganismti, Sabouraudiiv agar pro zachyt
kvasinek, pro vzorky tkané byl jako pomnozovaci puda pouzit jatrovy bujon, 10 ml
sonika¢ni tekutiny bylo inokulovano do hemokultivaéni lahvicky BD BACTEC®

Anaerobic.

Kultivaéni média byla inkubovana pii 37 °C v aerobnim i anaerobnim prostredi
po dobu 14 dnli. Byla zaznamenana doba do uzavieni definitivniho mikrobiologického
nalezu (typ patogena a citlivost k antibiotiklim). Hemokultiva¢ni lahvi¢ky byly vlozeny
do poloautomatického hemokultiva¢niho pftistroje BACTEC®. V ptipadé pozitivniho
kultivaéniho ndlezu byl izoldt nasledné identifikovan pomoci standardnich
bakteriologickych identifikatnich metod (barveni podle Grama, produkce
plazmakoagulazy, VITEK identifika¢ni testy pro podrobnou identifikaci grampozitivnich,
gramnegativnich a anaerobnich bakterii) a byla stanovena jeho citlivost k antibiotikim.
K testovani citlivosti k antibiotikiim bylo pouZito doporuc¢eni Evropské komise EUCAST
(kvalitativn€ — diskovy difuzni test a kvantitativné — mikrodilu¢ni metoda ke stanoveni
minimdlnich inhibi¢nich koncentraci nebo pomoci E-testu, prouzku nasyceného
antibiotikem v koncentraénim gradientu). U jednotlivych izolati byla testovana jejich
citlivost k fad¢ antibiotik, vhodnych jednak k systémové, ale i lokalni antibiotické terapii.
U aerobnich grampozitivnich bakterii byla testovana citlivost k oxacilinu, penicilinu,
ampicilinu, ampicilinu/sulbaktamu, vankomycinu, rifampicinu, gentamicinu, cefoxitinu,
klindamycinu, ciprofloxacinu a kotrimoxazolu; u gramnegativnich bakterii byla testovana
citlivost k ampicilinu, ampicilinu/sulbaktamu, gentamicinu, cefuroximu, cefotaximu,
ceftazidimu, imipenemu, meropenemu, ciprofloxacinu, amikacinu, Kkolistinu
a kotrimoxazolu; u anaerobnich bakterii pak byl testovan vankomycin, klindamycin,

metronidazol, amoxicilin/klavulanat.
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Chronicka IKN byla povazovana za prokazanou pri kultivaéni pozitivité ve > 2
vzorcich s nalezem identického nebo identickych agens, pri kultivacni pozitivité pouze
jednoho vzorku byl nalez hodnocen jako kontaminace. Byla také porovnana
identifikace i citlivost patogeni na antibiotika ziskanych ztkané a ze sonikatu.
Mikrobiologické vysledky, a tedy prukaz infekce byl porovnan s predoperaénim

zaiazenim pacienti do skupin.

Po prikazu chronické IKN nebo jejiho vylouceni byly vytvoreny nové skupiny

S definitivni diagndézou — aseptické a septické uvolnéni TEP.

Pacientim s pfedoperacni diagnézou aseptického uvolnéni TEP a periopera¢nim
prikazem IKN byla po reimplantaci poddvéana 6 tydnl antibiotika dle zjist€né citlivosti

(3 tydny i.v., 3 tydny p.o.).

Vsichni pacienti byli dale sledovani a byla zjistovana ptipadna infekce v oblasti

endoprotézy.

4.2.2.3. Statisticka analyza

Pro statistickou analyzu byl pouzit program NCSS 9, Statistica 12. Pro kvantitativni
hodnoceni byla vyuZita deskriptivni statistika (primeér, median, standardni odchylka,
standardni chyba, minimum, maximum, rozsah, kvartily — pro popis varibility pouzit 1.
a 3. kvartil). Kvantitativni porovnani mezi skupinami bylo provedeno t-testem. Testovala
se hypotéza shody vici alternativé neshody, byl pouzit neparametricky Mann-Whitney
nebo Kolmogorov-Smirnov test. Pro hodnoceni kvalitativnich udajt byly pouzity tabulky
absolutnich cetnosti, sloupcovych procent (rozdéleni v ramci skupiny), ptispévki chi-
kvadratu (pro popis piipadnych zavislosti). Zaroven se testovala hypotéza nezévislosti
V kontingen¢ni tabulce vici alternative zavislosti. Byl pouzit chi-kvadrat test, pfi nesplnéni

piedpokladii (minimalni ocekévana Cetnost alespoii 5) byl pouzit Fishertiv pfesny test.
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Pro vybér poradi diagnostickych parametr, které nejvice odliSovaly definitivni
skupiny aseptického a septického uvolnéni endoprotézy byla vyuzita metoda logistické
regrese (referenéni skupina aseptického uvolnéni, stanoveni odds ratio s intervalem

spolehlivosti).

Pfinosnost jednotlivych metod kultivace (primokultivace tkané, kultivace tkané
VvV pomnozovaci tekuté pudé, primokultivace sonikacni tekutiny, vySetieni sonikacni
tekutiny v hemokultiva¢ni lahvicce) na kone¢ném vysledku aseptického nebo septického
uvolnéni endoprotézy byla hodnocena koeficientem kappa (hodnoty mensi nez 0,4 - nizka

shoda, 0,4 - 0,75 - stfedni shoda, Vvice jak 0,75 - vysoka mira shody).

Hladina vyznamnosti byla o = 0,05.

4.2.3. 1. Cast

4.2.3.1. Hodnoceni spektra patogentl a jejich citlivosti k antibiotikiim

V druhé casti se klinickd studie zabyvala hodnocenim spektra patogenii a jejich
citlivosti k antibiotikiim u chronické IKN ky¢elniho nebo kolenniho kloubu za obdobi 2009
az 2014. Celkem byla v tomto ¢asové vymezeném obdobi hodnocena IKN u 93 pacientl

(44 muza, 49 Zen), pramérného veku 68 let (rozmezi 45 — 89 let, median 72 let).

Do studie byli zafazeni pacienti 1éCeni na nasi klinice, u kterych byla prokazana
chronickd IKN v oblasti TEP kycelniho nebo kolenniho kloubu na zakladé kultiva¢niho
nalezu ve > 2 vzorcich s identickymi patogeny. Odbér vzorka tkani, implantati k sonikaci
a jejich zpracovani bylo provedeno, jak je uvedeno v prvni ¢asti. Hodnoceno bylo

zastoupeni etiologickych agens u IKN.
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Bylo zaznamenano spektrum patogenti chronické IKN a jejich citlivost k antibiotikim.
U jednotlivych izolatl byla testovana jejich citlivost k fadé antibiotik, vhodnych jednak

k systémové, ale i lokalni antibiotické terapii (viz 4.2.2.2 Kultivaéni vySetieni).

Vzhledem k doporuc¢ované metodé 1é¢by — dvoudobé reimplantaci s extrakci TEP
a implantaci spaceru, tvofeného cementem s obsahem antibiotika, kdy nejvice pouzivany
byl cement s obsahem gentamicinu, ale bylo mozné pouzit i cement s klindamycinem nebo
vankomycinem, byl vénovan zvlastni zietel k citlivosti patogent k t¢émto antibiotikiim

a jejich kombinacim.

Studie nevyzadovaly schvaleni Etické komise.
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4.3. Vysledky

4.3.1. 1. cast

4.3.1.1. Vysledky predoperacni diagnostiky

1. skupina pacientt s nepravdépodobnou IKN

Skupinu 50 pacienti tvofilo 22 muzt (primérny veék 63,9, rozsah 41,0 — 82,0, median
63,5 let) a 28 zen (primérny vek 69,2, rozsah 51,0 — 80,0, median 70 let). Ve 44 piipadech
se jednalo o TEP kycelniho kloubu (23x cementovana TEP, 10x hybridni TEP, 11x
necementovand TEP, resp. 31x primarni TEP, 13x revizni TEP). V 6 ptipadech se jednalo
o TEP kolenniho kloubu, vzdy cementovanou (3x primarni TEP, 3x primarni TEP
S naslednou osteosyntézou periprotetické zlomeniny). Primérnd doba revizni operace
od implantace TEP byla 9,7 roku (rozsah 0,1 — 21,0, median 9 let).

Pravdépodobnost preziti 10 let dle Charleson comorbidity indexu bylo u pacientl
souboru primérné 60,2 % (rozsah 0 — 96%, median 77 %).

Bolesti pacienti udavali primérné€ 22,7 mésicii (rozsah 1,0 — 84,0, median 12,0 mésict).
V 7 ptipadech byla bolest hodnocena jako nahle vznikld po pfedchozim obdobi nevyrazné
bolesti vazané na zatéZz (2x luxace TEP u malpozice komponent, 2x zlomenina diiku
femoralni komponenty — Obr. 5, 1x nahlé uvolnéni obou komponent pti jejich malpozici,

2x periproteticka zlomenina femuru v terénu uvolnéného implantatu).
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Obr. 5

RTG snimek levého kycelniho kloubu. Tri mésice klidové bolesti, predtim asi rok nevyrazné
bolesti pri zatezi koncetiny, FW 8/16, CRP 1 mg/l, 17 let od revizni operace, kultivacné

tkan i sonikat negativni, klidové bolesti nebyly projevem infektu.

Ve 2 ptipadech byla bolest hodnocena jako klidova (pacienti si nevzpominali, Ze by
piedchazela bolest vdzana na zatéz, v jednom piipad¢ se jednalo o uvolnéni TEP kycelniho
kloubu s destrukci acetabula, v druhém piipadé o uvolnéni TEP kolenniho kloubu
se selhdvanim osteosyntézy periprotetické zlomeniny femuru — pro tyto znamé pticiny
klidové bolesti a nezvySené CRP a FW nebyli zatazeni do skupiny pravdépodobné IKN).
V 41 ptipadech byla bolest charakterizovana primarné jako vazana na zatéz, klidove bolesti
se pfidaly u 23 pacienti ztohoto poétu pii migraci komponenty implantatu. Zadny
Z pacientii neudaval bolesti trvajici od implantace.

Hodnoty CRP byly primérmé 4,1 mg/l (rozsah 0,0 — 16,0, median 3,0 mg/1), hodnota
nad 10,0 mg/l byla pouze u jednoho pacienta (16,0 mg/l) s infikovanou ulceraci

pii bazocelularnim karcinomu zad. Hodnoty FW byly primérné 13 mm/hod (rozsah 1 —
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43, median 9 mm/hod), hodnoty nad 30 mm/hod byly nalezeny u 5 pacientti (3x revmatické
onemocnéni, 2x maligni tumor).

Pouze u 7 pacientl v této skupiné byly zjistény rentgenové zmény spliujici vstupni
kritéria rychlé progrese uvolnéni (divody uvolnéni jsou popsany vySe — pacienti jsou
identi¢ti s pacienty s nahle vzniklou bolesti, nebyli tedy zatazeni do skupiny pacienti
s pravdépodobnou IKN).

Do 5 let od implantace TEP byla zjisténa migrace implantitu nebo vznik
radiolucentnich linii na rentgenovém snimku u 11 pacientti. U 3 pacientl se jednalo
o akutni mechanické selhani kratkodobé po implantaci TEP pro ptavodni malpozici
komponent (nahle vznikla bolest — 2x luxace TEP, 1x uvolnéni celé TEP pro Spatnou
centraci komponent a cementovaci techniku), u jedné pacientky byla pfi¢inou bolesti
uvolnénd jamka a ventralné prominujici zavity zavitofezné jamky pfi ventrdlnim kostnim

segmentalnim defektu — iliopsoas impingement (Obr. 6).

Obr. 6
a) RTG snimek levého kycelniho kloubu, v AP projekci dobré kryti zavitorezné jamky,
pouze naznacen lem projasneni jamky v zoné Il dle DelLee a Charnleye, b) na CT rezu
ventrdalné jamka nekryta, ossifikace ve Slase m. iliopsoas, projasnéni kolem jamky

kranidlné a dorzalné, klinicky iliopsoas impingement sy s uvolnenim jamky.
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U ostatnich 7 pacientli nebyla prokézéana zakladnimi kritérii IKN (Obr. 7).

Obr. 7

a) RTG snimek levého kycelniho kioubu v AP projekci, st.p. TEP, b) uvolnéni driku po 4
letech od implantace, na AP projekci usurace lateralni kortikalis femuru, nepravidelna
projasneéni kolem cementu driku v Gruenovych zondch 2-6, rtg obraz se suspekci na infekci,

FW 3/11, CRP 1,5 mg/l, vSechny kultivace tkani a sonikatii negativni.

V poslednim roce pied indikaci operace Zadny pacient neudaval podavani antibiotik
v souvislosti s bolestmi v oblasti postizené endoprotézy, pouze u jedné pacientky byla
podavana antibioticka lécba (Kotrimoxazol) pro recidivujici infekci mocovych cest

S provedenim dilatace uretry.

2. skupina pacientt s jistou nebo pravdépodobnou IKN

Skupinu 50 pacientti tvofilo 23 muzl (primérny veék 68,0, rozsah 50,0 — 85,0, median
65 let) a 27 zen (pramérny vék 72,3, rozsah 49,0 — 89,0, median 71 let). Ve 36 piipadech
se jednalo o TEP kycelniho kloubu (18x cementovana TEP, 4x hybridni TEP, 14x
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necementovanad TEP, resp. 24x primarni TEP, 12x revizni TEP). Ve 14 piipadech se
jednalo o TEP kolenniho kloubu, vzdy cementovanou (12x primarni TEP, 2x revizni TEP).
Primérna doba extrakce TEP od jeji implantace byla 4,1 roku (rozsah 0,5 — 17,0 let, median
2 roky).

Pravdépodobnost pieziti 10 let dle Charleson comorbidity indexu bylo u pacient
souboru pramérné 29 % (rozsah 0 — 96 %, median 21 %).

Jistd IKN s nalezem piStéle komunikujici s endoprotézou byla diagnostikovana u 15
pacientt (30 % v souboru).

Bolesti pacienti udavali praimérné 10,1 mésict (rozsah 1,0 — 30,0, median 8,5 mésicu).
Bolest v klidu, bez udavané vazby na zatéz koncetiny, mélo 46 pacientll, z téchto pouze 8
uvedlo, Ze potiZze maji trvale od implantace endoprotézy. V 4 ptipadech byla bolest vazana
na zatéz koncetiny (pro elevaci CRP a FW byli zatazeni do skupiny s pravdépodobnou
IKN).

Z anamnestickych udaji bylo zjisténo u téchto pacienti 50 operaci v oblasti
endoprotézy (reimplantace, revize pro infekt bez odstranéni TEP), primérné tedy 1 operace
na jednoho pacienta po primoimplantaci. Reimplantace endoprotézy (celkem 14 pacientd,
12 kycelnich kloubti, 2 kolenni klouby) byly provedeny primémé 3,8 roku
po primoimplantaci (rozsah 0,1 — 17 let, pficemz 11 ze 14 reimplantaci bylo provedeno
do 5 let).

Hodnoty CRP byly primérné 44,0 mg/l (rozsah 1,9 — 117,0, median 38,7 mg/l),
hodnoty pod 10,0 mg/l byly u 7 pacienti (vSichni tito pacienti anamnesticky uzivali
antibiotika pro bolestivost v oblasti TEP, lehka zarudnuti, navic u 3 pacient byla pfitomna
pistél komunikujici s endoprotézou — hodnoceno jako jistd IKN, u ostatnich dle dalSich
kritérii jako pravdépodobna IKN). Hodnoty FW byly pramérné 64 mm/hod (rozsah 14 —

120, median 62 mm/hod), hodnoty pod 30 mm/hod byly nalezeny pouze u 2 pacienti
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(u obou pacientt byla pfitomna pistél komunikujici s endoprotézou, tedy hodnoceno jako
jista IKN, u prvni pacientky bylo patogenem Cutibacterium acnes, u druhého pacienta smés
St. hominis a St. caprae).

Do 5 let od implantace TEP byla zjiSténa migrace implantitu nebo vznik

radiolucentnich linii na rentgenovém snimku u 39 pacientd (Obr. 8).

Obr. 8

a) RTG snimek pravého kycelniho kloubu v AP projekci, stav po TEP, b) po 4 letech
septické uvolnéni driku s varizaci a perforaci kortikalis femuru, FW 52/88, CRP 14 mg/I,

kultivacné ve tkani i sonikdtu - St. aureus, Enterobacter sp.., Escherichia coli.

Z toho u 24 pacientd byly zjistény rentgenové zmény splitujici vstupni kritéria rychlé
progrese uvolnéni. U ostatnich 15 pacientd se v 13 ptipadech jednalo o akutni IKN, ktera
byla operacemi a antibiotickou 1écbou zménéné na chronickou bez rentgenovych zmén
odpovidajicich rychlé progresi uvolnéni. U jednoho pacienta tato kritéria byla splnéna
hrani¢né — uvolnéni jamky TEP kycelniho kloubu bylo zfejmé po 14 mésicich, kultivacné

bylo zjisténo Cutibacterium acnes. U posledni pacientky byly pficinou bolesti uvolnény
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diik a ventrdln¢ prominujici zavity zavitofezné jamky pii ventrdlnim kostnim
segmentalnim defektu — iliopsoas impingement, tentokrat vSak s pozitivni zanétlivou
laboratofi a kultiva¢né byl zjistén St. epidermidis.

V 11 ptipadech byla provedena extrakce endoprotézy po vice nez 5 letech
od implantace. Ztoho u 7 pacientd se jednalo o akutni IKN pifevedenou pozdni
diagnostikou nebo supresivni 1é¢bou do chronicity vodstupu 11 — 17 et
od primoimplantace, u zbyvajicich 4 pacient byla opozdéné diagnostikovéana chronicka
IKN (6 — 7 let od primoimplantace). U téchto pacientii nebyly splnény podminky rychlé
progrese uvolnéni.

V poslednim roce pred indikaci operace byla 24 pacientim podavéna antibiotika
v souvislosti s bolestmi v oblasti postizené endoprotézy (17 x empiricky
amoxicilin/klavulanat, 6 x empiricky klindamycin, 1 x cilen¢ cefotaxim a ciprofloxacin

pro infekci Salmonella Enteritidis, ktera byla prokazana i jako piivodce IKN).
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4.3.1.2. Vysledky kultivacnich metod a porovnani shody s ptedoperacni
diagnostikou

1. skupina pacienti s nepravdépodobnou IKN (Tab. 2)

Tab. 2. Kultivacni ndlezy ve skupiné pacientii s nepravdépodobnou IKN

:| Pozitivni kultivacni nalez D Kontaminace
Cislo | Primokultivace | Kultivace | Primokultivace Sonikat Hodnoceni
pacienta tkané tkané sonikati v hemokultivaéni | Dg dle tkané
v bujénu lahvicce T
Dg dle
sonikatu
S
1 3x negativni 3X 2x negativni 2X negativni Negativni
negativni T
2 1x negativni 3x 3x negativni 3x negativni Negativni
1x St negativni S
epidermidis (dva
1x St. hominis neidentické
patogeny,
kontaminace
tkané)
3 3X negativni 3X 3x negativni 3x negativni Negativni
negativni T
4 2x negativni 2X 2x negativni 2x negativni Negativni
negativni T
5 3x negativni 3X 2x negativni 2x negativni Negativni
negativni T
6 3x negativni 3X 2x negativni 2X negativni Negativni
negativni T
7 3x negativni 3X 2x negativni 2x negativni Negativni
negativni T
8 3x negativni 3X 3x negativni 3x negativni Negativni
negativni T
9 2x negativni 2X 2x negativni 2x negativni Negativni
negativni T
10 2x negativni 2X 2x negativni 2x negativni Negativni
negativni T
11 2x negativni 2X 2x negativni 2x negativni Negativni
negativni T
12 2x negativni 2X 2x negativni 2x negativni Negativni
negativni T
13 2x negativni 2X 2x negativni 2x negativni Negativni
negativni T
14 3x negativni 3x St. 2x St. capitis 2x St. capitis Pozitivni
capitis T,S
(identicky
patogen)
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Cislo | Primokultivace | Kultivace | Primokultivace | Sonikat Hodnoceni
pacienta | tkané tkané sonikati V hemokultivaéni | Dg dle tkané
v bujénu lahvicce T
Dg dle
sonikatu
S
15 2x negativni 2X 2x negativni 2X negativni Negativni
negativni T
16 2x negativni 2X 3x negativni 3x negativni Negativni
negativni T
17 3x negativni | 3X 3X negativni | 3x negativni Negativni
negativni T
18 2x negativni 2X 2x negativni 2X negativni Negativni
negativni T
19 3x negativni 3x 3x negativni 2x negativni, 1x Negativni
negativni St. capitis T
(jeden
patogen,
kontaminace)
20 2x negativni 3x 3x negativni 3x St. epidermidis Pozitivni
1x St. warneri | negativni S
(3x ident.
pat.,
kontaminace
tkané)
21 2x negativni 2X 2x negativni 2x negativni Negativni
negativni T
22 2X negativni 2X 2x negativni 1x negativni, 1x Negativni
negativni Cutibacterium T
acnes (kontaminace)
23 3x negativni 3X 2x negativni 2X negativni Negativni
negativni T
24 2x negativni 2X 3x negativni 3x negativni Negativni
negativni T
25 2x negativni 2X 2x negativni 2x negativni Negativni
negativni T
26 3x negativni 2X 2x negativni 2x negativni Negativni
negativni, S
1x St. (kontaminace)
hominis
27 2x negativni 2X 2x negativni 2x negativni Negativni
negativni T
28 2x negativni 2X 1x negativni, 2x negativni Negativni
negativni Ix St. T
epidermidis (kontaminace)
29 2x negativni 2X 2x negativni 2x negativni Negativni
negativni T
30 2x negativni 2X 2x negativni 2x negativni Negativni
negativni T
31 3x negativni 3X 3x negativni 3x negativni Negativni
negativni T
32 3x St. 3x St. 2x St. 2x St. epidermidis Pozitivni
epidermidis epidermidis | epidermidis T
(identické
patogeny)
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Cislo | Primokultivace | Kultivace | Primokultivace | Sonikat Hodnoceni
pacienta | tkané tkané sonikati V hemokultivaéni | Dg dle tkané
v bujénu lahvicce T
Dg dle
sonikatu
S
33 2X negativni 2X 2x negativni 2X negativni Negativni
negativni T
34 2x negativni 2X 2x negativni 2x negativni Negativni
negativni T
35 3x negativni 3X 3x negativni 3x negativni Negativni
negativni T
36 2X negativni, 2X 2x negativni 2X negativni Negativni
1x St. cohnii negativni, S
1x St. (kontaminace)
cohnii ze
stejného
vzorku
tkané
37 3x negativni 3X 2x negativni 2X negativni Negativni
negativni T
38 1x 2X 2X 2X Pozitivni
Cutibacterium | negativni Cutibacterium | Cutibacterium S
acnes acnes acnes (ident.
patog.)
39 3x negativni 3X 2x negativni 2X negativni Negativni
negativni T
40 2x negativni 2X 2x negativni 2x negativni Negativni
negativni T
41 3x negativni 3X 2x negativni 2x negativni Negativni
negativni T
42 2x negativni 2X 2x negativni 1x negativni, Negativni
negativni 1x St. epidermidis T
(kontaminace)
43 2x negativni 2X 2x negativni 2x negativni Negativni
negativni T
44 2x negativni 2X 2x negativni 2X negativni Negativni
negativni T
45 2x negativni 2X 2x negativni 2x negativni Negativni
negativni T
46 2x negativni 2X 2x negativni 2x negativni Negativni
negativni T
47 3x negativni 3x 3x negativni 3x negativni Negativni
negativni T
48 2x negativni 2X 2X negativni 2x negativni Negativni
negativni T
49 3x negativni 3X 3x negativni 3x negativni Negativni
negativni T
50 3x negativni | 3X 2x negativni | 2x negativni Negativni
negativni T
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Ze skupiny 50 pacienti s puvodni predoperacni diagnozou nepravdépodobné IKN byl

kultivaénimi metodami z peroperacénich vzorki zjiStén infekt u 4 pacientu (8 %).

V prvnim piipad¢ (pacient ¢islo 14) se jednalo o necementovanou TEP kycelniho
kloubu, pacient mél bolesti pfi zatézi, negativni FW a CRP (FW 6 mm/hod, CRP 8 mg/l),
nebyly znamky rychlého uvolnéni TEP (pouze projasnéni v Gruenovych zonach 1 a 2).
Jedinym pozitivnim, ale vedlejSim kritériem pro podezieni na IKN, byla doba
od primoimplantace 3 roky. Primokultivace tkané byla negativni ve vSech vzorcich,
pozitivita byla v kultivaci tkané v bujoénu a obou typech kultivace sonikatu (St. capitis),
definitivni diagnéza byla tedy stanovena s pfispénim sonikace (primokultivace tkang

negativni).

V druhém piipadé (pacient ¢islo 20) se jednalo o TEP kolenniho kloubu, pacient mél
bolesti pfi zatéZi, negativni FW a CRP (FW 5 mm/hod, CRP 1,5 mg/l), nebyly znamky
rychlého uvolnéni TEP (pouze néaznak projasnéni v Ewaldové zéné 1 pod tibidlni
komponentou). Punkce nitrokloubni tekutiny byla kultivaéné negativni. Jedinym
pozitivnim, ale vedlej$im kritériem pro podezieni na IKN, byla doba od primoimplantace
2 roky. Primokultivace tkan¢ byla v jednom vzorku ze téi kontaminovana (St. warneri),
kultivace tkané v bujonu byly negativni ve vSech vzorcich, pozitivita byla v kultivaci
tekutiny sonikatu nezavisle ve vSech vzorcich (St. epidermidis), definitivni diagnoza byla

tedy stanovena na zékladé sonikace (Obr. 9).
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Obr. 9

RTG snimek pravého kolenniho kloubu v AP a bocné projekci, naznak projasnéni pod
medialni casti tibialni komponenty — zona 1 dle Ewalda, punkce negativni, FW 5/hod, CRP
1,5 mg/hod, kultivacné tkan negativni, pozitivni sonikat na vsech komponentach — St.

epidermidis.

Ve tfetim pfipadé (pacient ¢islo 32) se jednalo o hybridni TEP kycelniho kloubu,
pacientka méla bolesti pfi zat€zi, negativni FW a CRP (FW 12 mm/hod, CRP 4 mg/l),
nebyly znamky rychlého uvolnéni TEP (pouze projasnéni v Gruenovych zénach 2, 3, 5).
Jedinym pozitivnim, ale vedlejSim kritériem pro podezieni na IKN, byla doba
od primoimplantace 4,8 rokl. V anamnéze byl 1éceny karcinom rekta a recidivujici infekce
mocovych cest 1éceny opakované kotrimoxazolem, opakované provedena dilatace uretry.
Ze vsech kultivaci vysel St. epidermidis, k definitivni diagnoze tedy postacilo vysetieni
tkané.

V poslednim ptipadé (pacient Cislo 38) se jednalo o necementovanou TEP kycelniho
kloubu, pacient mél bolesti pii zatézi, negativni FW a CRP (FW 10 mm/hod, CRP 4 mg/1),
nebyly znamky rychlého uvolnéni TEP (zapadani diiku trvalo déle nez rok). Jedinym
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pozitivnim, ale vedlejSim kritériem pro podezieni na IKN, byla doba od primoimplantace
2 roky. Primokultivace tkané byla hrani¢né pozitivni pouze v jednom vzorku, zatimco ob¢&
sonikace byly jasné pozitivni ve vSech vzorcich na Cutibacterium acnes, kultivace tkané
Vbujonu byla kompletné negativni. Definitivni diagndéza byla tedy stanovena

na zakladé sonikace (Obr. 10).

Obr. 10

RTG snimek pravého kycelniho kloubu v AP projekci (a) 2009 primoimplantace,
peroperacni fissura femuru reSena cerklazi, b) 2011, FW 10/hod, CRP 4, punkce
a scintigrafie skeletu negativni, na RTG zapadani driku. Sonikat: Cutibacterium acnes

(prolongovana kultivace).

Vsem témto 4 pacientim byla 6 tydnl podavana antibiotika dle zjiSténé citlivosti
a recidiva IKN nebyla zaznamenana v priméru 6,1 let (rozsah 3,6 az 7,6 let).

V 8 ptipadech byl ndlez hodnocen jako kontaminace (7x pozitivita jednoho vzorku, 1x
pozitivita dvou neidentickych patogend). Sonikat v hemokultiva¢ni lahvicce byl

kontaminovéan 3x, primokultivace tkdné¢ 3x, kultivace tkan€ v bujonu a primokultivace

sonikatu 1x.
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U 46 pacientti, kde bylo potvrzeno aseptické uvolnéni, nedoslo k IKN béhem dalsiho

sledovéani v priméru 6,2 let (rozsah 4,1 az 8,0 let).

Sonikace implantatt ptispéla k definitivni diagndze pii negativité kultivace tkané
a klinickém nebo radiologickém podezieni na IKN (Obr. 11), kontaminaci tkan¢,
u pacientt s elevaci zadnétlivych markeri z jiného diivodu nez IKN (revmatoidni artritida,

tumor) (Obr. 12, 13).

Obr. 11

RTG snimek levého kolenniho kloubu v AP a) a bocné projekci b), v bocné projekci patrno
uvolneéni femoralni komponenty (zejména v Ewaldové zoné 1,2,5), punkce negativni, FW
20/hod, CRP 2,3 mg/l, kultivacné tkan i sonikdat negativni ve vSech vzorcich,

histopatologicky nalez v tkani negativni na infekci.
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Obr. 12

RTG snimek levého kycelniho kloubu v AP projekci z roku 2012. Primoimplantace 2006,
pacient s M. Bechtérev, bolesti rok, FW 43/67, CRP 15 mg/l, uzivajici Prednison.
Peroperacne ndlez rozsahlé metalozy (moznost pozitivity alfa-defensinu) — odpovida
kontaktu kovové hlavicky kovové casti jamky. Prolongovand kultivace tkdné a sonikdtu

ve vSech vzorcich negativni.
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Obr. 13

RTG snimek pravého kycelniho kloubu v AP projekci, a) primoimplatace v roce 2005
u pacienta s revmatoidni artritidou, b) v roce 2012 migrace jamky (uvolnéni v zondach I -
11l dle DeLee a Charnleye), projasnéni kolem driku (Gruenovy zény 1,2,5,6,7), antibiotiky
prelécena burzitida olekranu, FW 30/56, CRP 9 mg/l, prolongovana kultivace tkani

i sonikace ve vSech vzorcich negativni, potvrzeni aseptického uvolnéni.
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2. skupina pacienta s jistou nebo pravdépodobnou IKN (Tab. 3)

Tab. 3. Kultivacni ndlezy ve skupiné pacientii s jistou nebo pravdépodobnou IKN

[  Pacientiim byla podavana anamnesticky antibiotika

[ Nalez hodnocen jako kontaminace (neidentické patogeny)

| Rozdilna citlivost na atb

acnes

Cislo Primokultivace Kultivace Primokultivace Sonikat Hodnoceni
pacienta tkané tkané sonikati v hemokultiva¢ | Dg dle tkané
V bujénu ni lahvicce T
Dg dle

sonikatu
S

1 1x negativni, 1x negativni, 2x St. aureus 2x St. aureus Pozitivni
2X St. aureus 2x St. aureus T

2 2x negativni 2x negativni 2x Escherichia 2x Escherichia Pozitivni
coli coli S

3 3x St. aureus 3x St. aureus 3x St. aureus 3x St. aureus Pozitivni
T

4 2X St. aureus 2X St. aureus 2X St. aureus 2X St. aureus Pozitivni
T

5 Negativni Negativni 2x St. 2x St. Pozitivni
epidermidis epidermidis S

6 2x St. aureus 2x St. aureus 2x St. aureus 2x St. aureus Pozitivni
T

7 1x negativni 2x negativni 3x St. warneri 3x St. warneri Pozitivni
1x St. warneri S

8 3x Enterococcus 3x 2x Enterococcus | 2x Enterococcus Pozitivni
faecalis Enterococcus | faecalis faecalis T

faecalis

9 2x Bacteroides 2x negativni 2x Bacteroides 2Xx Bacteroides Pozitivni
vulgatus vulgatus vulgatus T

10 2x Escherichia 2x Escherichia | 2x Escherichia 2X Escherichia Pozitivni
coli coli coli coli T

11 2x negativni 2x negativni 2x Cutibacterium | 2x Cutibacterium Pozitivni
acnes acnes S

12 2X negativni, 2x negativni, 3x St. aureus 3x St. aureus Pozitivni
1x St. aureus 1x St. aureus S

13 2x negativni 2x negativni 2x St. hominis + | 2x St. aureus Pozitivni
2x St. aureus S

14 3x Parvimonas 3x negativni 3x Parvimonas 3x Parvimonas Pozitivni
micra micra micra T

15 3x negativni 3X negativni 2x negativni 2x Salmonella Pozitivni
Enteritidis S

16 2x Cutibacterium | 2x 2X Cutibacterium | 2x Cutibacterium Pozitivni
acnes Cutibacterium | acnes acnes T
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Cislo Primokultivace Kultivace Primokultivace | Sonikat Hodnoceni
pacienta | tkané tkané sonikati V hemokultivaé¢ Dg dle tkané
V bujonu ni lahvicce T
Dg dle
sonikatu
S
17 2x St. hominis 2x St. hominis | 2x St. hominis + | 2x St. hominis + Pozitivni
2X St. caprae 2X St. caprae S
18 2x St. lugdunensis | 2x St. 2X St. 2X St. Pozitivni
lugdunensis lugdunensis lugdunensis T
19 2x negativni 1x negativni, 2x Cor. striatum | 2x Cor. striatum Pozitivni
1x Cor. S
striatum
20 3x St. aureus 3x St. aureus 3x St. aureus 3x St. aureus Pozitivni
T
21 2x Pseudomonas | 2x 2x Pseudomonas | 2x Pseudomonas Pozitivni
aeruginosa Pseudomonas | aeruginosa aeruginosa T
aeruginosa
22 1x negativni, Ix negativni, 2x St. 2x St. Pozitivni
1x St. epidermidis | 1x St. epidermidis epidermidis S
epidermidis
23 2x Streptococcus | 2X 2x Streptococcus | 2x Streptococcus Pozitivni
anginosus Streptococcus | anginosus anginosus T
anginosus
24 2x Parvimonas 2x Parvimonas | 2x Parvimonas 2x Parvimonas Pozitivni
micra micra micra micra T
25 2x Finegoldia 2x Finegoldia | 2x Finegoldia 2x Finegoldia Pozitivni
magna magna magna magna S
senzitivita
26 2x St. epidermidis | 2x St. 2X St. 2X St. Pozitivni
epidermidis epidermidis epidermidis T
27 2X negativni 3x negativni 3x St. 3x St. Pozitivni
1x St. saccharolyticus | saccharolyticus S
saccharolyticus
28 2X negativni 1x negativni, 2x Enterococcus | 2x Enterococcus Pozitivni
1x faecium faecium S
Enterococcus
faecium
29 2x Streptococcus | 2x 2x Streptococcus | 2x Streptococcus Pozitivni
agalactiae Streptococcus | agalactiae agalactiae + S
agalactiae 2x Escherichia
coli
30 2X St. aureus + 2X St. aureus 2x St. aureus + 2X St. aureus + Pozitivni
2x Enterobacter + 2x Enterobacter | 2x Enterobacter T
cloacae 2X cloacae cloacae
Enterobacter
cloacae
31 2X St. aureus + 2x St. aureus 2x St. aureus + 2x St. aureus + Pozitivni
2x Enterobacter + 2x Enterobacter | 2x Enterobacter T

sp. +
2x Escherichia
coli

2X
Enterobacter
sp. +

2x Escherichia
coli

sp. +
2x Escherichia
coli

sp. +
2x Escherichia
coli
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Cislo Primokultivace Kultivace Primokultivace | Sonikat Hodnoceni
pacienta | tkané tkané sonikati V hemokultivaé¢ Dg dle tkané
V bujonu ni lahvicce T
Dg dle
sonikatu
S
32 1x negativni, Ix negativni, 2x St. 2x St. Pozitivni
2x St. epidermidis | 2x St. epidermidis epidermidis T
epidermidis
33 2x negativni, 2x negativni, 2x negativni 2x St. Pozitivni
1x St. epidermidis | 1x St. haemolyticus + S
epidermidis St. epidermidis senzitivita |
34 2x negativni 1x negativni, 2Xx Enterococcus | 2x Enterococcus Pozitivni
1x faecalis faecalis S
Enterococcus
faecalis
35 3x St. epidermidis | 3x St. 3x St. 3x St. Pozitivni
epidermidis epidermidis epidermidis T
36 1x negativni, 2x negativni 2x St. 2x St. Pozitivni
1x St. warneri epidermidis epidermidis S
(kontaminace)
37 3x Streptococcus | 3x 3x Streptococcus | 3x Streptococcus Pozitivni
agalactiae Streptococcus | agalactiae agalactiae S
agalactiae senzitivita
38 3x St. epidermidis | 3x St. 2X St. 2X St. Pozitivni
epidermidis epidermidis epidermidis T
39 2X 2X 2x Cutibacterium | 2x Cutibacterium Pozitivni
CutibacteriumO Cutibacterium | acnes acnes T
acnes acnes
40 Negativni Negativni 2x St.. aureus 2x St. aureus Pozitivni
S
41 3x St. epidermidis | 3x St. 3x St 3x St. Pozitivni
epidermidis epidermidis epidermidis T
42 1x negativni, 2X St. 2X St. 2X St. Pozitivni
1x St.. epidermidis epidermidis epidermidis T
epidermidis
43 2X negativni 2x negativni 2x St. 2x St. Pozitivni
epidermidis epidermidis S
44 3x St. hominis 3x St. hominis | 3x St. hominis 3x St. hominis Pozitivni
T
45 2X St. aureus 2X St. aureus 2X St. aureus 2X St. aureus Pozitivni
T
46 2x St. aureus 2x St. aureus 2x St. aureus 2x St. aureus Pozitivni
T
47 2x St. 2x St. 2X St. 2X St. Pozitivni
haemolyticus haemolyticus | haemolyticus haemolyticus + S
2X St. aureus
48 3x St. aureus 3x St. aureus 2x St. aureus 2x St. aureus Pozitivni
T
49 2x St. hominis 1x negativni, 2x St. hominis 2x St. hominis Pozitivni
1x St. hominis T
50 2X negativni 2x negativni 2x St. 2x St. Pozitivni
epidermidis epidermidis S
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U vsech 50 pacienta s predoperacéni diagnozou jisté nebo pravdépodobné IKN byla

na zakladé vysledka kultivaci peroperac¢né ziskanvch vzorku potvrzena IKN a ziskan

kauzalni patogen.

Pouze jednou byl nalez ve vzorku tkané hodnocen jako kontaminace.

U 27 pacientii postacila k diagnostice kultivace vzorka tkané — 54 % (zaroven byl
pozitivni nalez i ze sonikatu), u 23 pacientti byla diagnostika zaloZena pouze na vysledku
sonikace extrahovanych komponent — 46 % (16x negativni tkan - pozitivni sonikat, 4x
nalez dalsi bakterie v sonikatech, 3x riizna citlivost patogenti na antibiotika v porovnani
tkan — sonikat). Pacientd, kterym byla v anamnéze podavana antibiotika, bylo 6 z 28
Vv piipad¢ diagnostiky z tkan¢ a 18 z 22 v ptipad¢ diagnostiky pouze ze sonikatu (Obr. 14,

15).
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Obr. 14

RTG snimek pravého kycelniho kloubu v AP projekci z roku 2012, primoimplantace 1995.
Pacientka byla lécena na internim odéleni pro septicky stav nejasné etiologie antibiotiky,
v LDN ndhle vznik pistéle v oblasti pravého kycelniho kloubu, FW 101/135, CRP 45,
na RTG kompletni uvolnéni TEP (vsechny zony dle DeLee a Charnleye a dle Gruena),

vzorky tkané kultivacné negativni, v sonikatu St. aureus.
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Obr. 15

RTG snimek pravého kycelniho kloubu v AP projekci, a) 2010, b) 2012. Anamnesticky asi
rok bolesti, antibiotika pro zarudnuti v oblasti pravého kycelniho kloubu, FW 38/80, CRP
13, punkce negativni, na RTG zapadani diiku, apozice diafyzy femuru (maximalne
v Gruenovych zonach 2,3,5,6), kultivacné tkan negativni, sonikat ve vSech vzorcich St.

epidermidis

Celkem u 3 pacienti (v tabulce v kolonce hodnoceni oznaceno cervenym polem -
senzitivita) byla zjisténa rozdilna citlivost na antibiotika pfi stejném patogenu ve tkani
a Vv sonikdtu: 2x byl sonikét polyetylénové komponenty rezistentni na gentamicin, 1x
v8echny komponenty TEP kycelniho kloubu rezistentni na gentamicin, ciprofloxacin,
ampicilin/sulbaktam, kotrimoxazol (Obr. 16). U 4 pacienti byl zjistén signifikantné
ze sonikatu ve srovnani s tkani dal$i patogen (St. aureus, Escherichia coli, St. haemolyticus,

St. caprae).
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Obr. 16

RTG snimek pravého kycelniho kloubu v AP projekci po TEP, anamnesticky opakované
revizni operace, véetne ATB terapie, diff dg alergie na kovy a chronicka IKN, FW 82/126,
CRP 53 mg/l, a) 4. revizni operace, b) po 4 letech migrace jamky (uvolnéni v zondch I —
IIl dle DelLee a Charnleye), kultivacné St. epidermidis, v sonikdtu ale rezistentni

na gentamicin, kotrimoxazol, ampicilin/sulbaktam a ciprofloxacin.
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4.3.1.3. Statistické hodnoceni skupin pacientt s definitivni
diagndzou aseptického a septického uvolnéni endoprotézy

Pretazenim 4 pozitivnich pacient na IKN byly ziskany 2 nové skupiny: skupina o 46

pacientech s aseptickym uvolnénim endoprotézy a skupina o 54 pacientech s IKN.

Kvantitativni parametry

1. skupina aseptického uvolnéni endoprotézy

Pocet

46 pacientl

Vék (roky)

Pramér 67,3, standardni odchylka 8,5, standardni chyba 1,2, minimum 41, maximum 82,
1. kvartil 62, 3. kvartil 73,3

Charlson comorbidity index (%)

Pramér 61,5, standardni odchylka 32,5, standardni chyba 4,8, minimum 2, maximum 96,
1. kvartil 21, 3. kvartil 90

Doba od implantace (roky)

Primér 10,3, standardni odchylka 5,7, standardni chyba 0,8, minimum 0,1, maximum 21,
1. kvartil 5,8, 3. kvartil 15

Doba obtizi (mésice)

Priimér 22,3, standardni odchylka 20,7, standardni chyba 3,0, minimum 1, maximum 84,

1. kvartil 9,8, 3. kvartil 36,0
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FW (mm/hod)

Primér 13,6, standardni odchylka 11,2, standardni chyba 1,6, minimum 1, maximum 43,
1. kvartil 5,0, 3. kvartil 20,3

CRP (mg/l)

Primeér 3,9, standardni odchylka 3,4, standardni chyba 0,5, minimum 0, maximum 16,

1. kvartil 1, 3. kvartil 6

2. skupina IKN

Pocet

54 pacientl

Vék (roky)

Primér 69,7, standardni odchylka 10,8, standardni chyba 1,5, minimum 49, maximum &9,
1. kvartil 61,8, 3. kvartil 80,3

Charlson comorbidity index (%)

Pramér 30,9, standardni odchylka 33,6, standardni chyba 4,6, minimum 0, maximum 96,
1. kvartil 0, 3. kvartil 53

Doba od implantace (roky)

Priimér 4,0, standardni odchylka 4,5, standardni chyba 0,6, minimum 0,5, maximum 17,
1. kvartil 1,0, 3. kvartil 4,8

Doba obtizi (mésice)

Priimér 11,4, standardni odchylka 9,5, standardni chyba 1,3, minimum 1, maximum 48,
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1. kvartil 5, 3. kvartil 15

FW (mm/hod)

Primér 60,4, standardni odchylka 29,7, standardni chyba 4,0, minimum 5, maximum 120,
1. kvartil 37,8, 3. kvartil 83,3

CRP (mg/l)

Primér 41,1, standardni odchylka 30,6, standardni chyba 4,2, minimum 1,5, maximum

117,
1. kvartil 13,8, 3. kvartil 66,8
T-test

Ob¢ skupiny se odliSovaly ve vSech uvedenych parametrech na stanovené hlading

vyznamnosti a = 0,05.

Kvalitativni parametry

Na stanovené hladiné vyznamnosti a = 0,05 byly na konecném vysledku

(aseptické/septické)
nezavislé parametry:
1. pohlavi,

2. typ endoprotézy,

73



zavislé parametry:

1. doba od implantace do 5 nebo nad 5 let (u IKN 79,6 % do 5 let, u aseptického uvolnéni

15,2 % do 5 let),

2. typ bolesti (u IKN 85,2 % bolest v klidu, u aseptického uvolnéni 78,3 % bolest vazana
na zatcz),

3. rychld RTG progrese uvolnéni endoprotézy (u IKN ve 44,4 %, u aseptického uvolnéni

v 15,2 %).

4.3.1.4. Stanoveni nejvyznamnéjSich predoperacnich diagnostickych
parametrli pro odliSeni chronické IKN a aseptického uvolnéni
endoprotézy

Poradi parametri odliSujicich obé skupiny (logisticka regrese)

Koeficient determinace R 0,94 — 0,99

1. CRP (hranice 10 mg/l), 95% limit intervalu spolehlivosti 6470.

2. Doba od implantace (hranice 5 let), 95% limit intervalu spolehlivosti 3063.
3. Bolest klidova vs ostatni, 95% limit intervalu spolehlivosti 622.

4. FW (hranice 30 mm/hod), 95% limit intervalu spolehlivosti 305.

5. RTG progrese uvolnéni (béhem 1 roku), 95% limit intervalu spolehlivosti 1,4.
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4.3.1.5. Porovnani ptinosnosti kultiva¢nich metod pro rozliSeni
chronické IKN a aseptického uvolnéni endoprotézy

Prinosnost jednotlivvch metod kultivace dle koeficientu kappa

1. sonikat v hemokultiva¢ni lahvicce procento shody 0,94197
2. primokultivace sonikatu procento shody 0,92296
3. primokultivace tkané procento shody 0,66680
4. kultivace tkané v bujénu procento shody 0,65279

4.3.1.6. Vyznam prolongované kultivace

Tab. 4. Ukonceni nalezii kultivace mikrobiologem u jednotlivych druhii patogenii

Patogen Interval odbér — ukondeni nalezu (dny)
Primér | Min Max Mediin

Streptococcus agalactiae 13 1 2 1,0
Pseudomonas aeruginosa 1,7 1 2 2,0
Escherichia coli 2,3 2 3 2,0
Enterobacter species 2,3 2 3 2,0
St. aureus 2,4 1 5 2,0
Enterococcus faecalis 2,4 2 3 2,0
koagulazanegativni stafylokoky - jiné 2,7 2 3 3,0
St. lugdunensis 3,0 3 3 3,0
St. capitis 3,7 3 6 3,0
St. epidermidis 41 2 12 3,0
Bacteroides vulgatus 5,0 5 5 5,0
St. hominis 5,4 1 12 6,0
Parvimonas micra 55 4 8 6,0
St. haemolyticus 5,8 3 8 5,0
Salmonella Enteritidis 6,0 6 6 6,0
Finegoldia magna 6,0 3 9 6,0
St. warneri 7,0 7 7 7,0
St. saccharolyticus 7,1 6 8 7,0
Cutibacterium acnes 8,9 5 13 8,0
Cor. species 12,7 12 14 12,0

Vysledky jsou ovlivnény ptredchozi 1é¢bou, zejména opera¢nimi vykony a antibiotiky.
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Ukonceni nalezu kultivace mikrobiologem po vice dnech, neZ je obvyklé u klasické
kultivace 48 hodin odpovida prolongované kultivaci. Jeji vyznam je patrny pro anaerobni
bakterie (Bacteroides vulgatus, Parvimonas micra, Finegoldia magna a Cutibacterium
acnes) (Obr. 17), Cor. sp. a n¢které kmeny koagulazanegativnich stafylokokt. V ptipadé
Salmonella Enteritidis se jednalo o ojedinély piipad, kdy pacientka byla opakované
operovana na jiném pracovisti, vCetn¢ extrakce ¢asti TEP kycelniho kloubu a lécena
antibiotiky, proto byl vysledek kultivace na naSem pracovisti  zjiStén

az prolongované po odstranéni vSech komponent.

Obr. 17

RTG snimek pravého kycelniho kloubu v AP projekci 2 roky po primoimplantaci,
paraartikuldrni ossifikace, projasnéni pod jamkou v zéndach I — 111 dle DeLee a Charnleye,
zapadani driku, opakované revize s negativnim vysledkem konvencni kultivace,

prolongovand kultivace tkané a sonikdatu — Cutibacterium acnes.
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4.3.2. 1. cast

4.3.2.1. Analyza spektra patogenii chronické infekce kloubni
nahrady a jejich citlivosti k antibiotikiim

Ve sledovaném obdobi 2009 — 2014 bylo izolovano bylo celkem 137 kmend
patogennich agens u 93 pacientt (kazdy bakterialni druh byl u 1 pacienta zapocitan 1x).
U 48 pacientt byl piitomen 1 patogen, u 43 to byly 2 patogeny, u 1 pacienta 3 patogeny.

U zadného pacienta nebyly izolovany kvasinky.

Vysledky mikrobiologického vySetteni jsou shrnuty v tabulkach Tab. 5 a Tab. 6.
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Tab. 5. Spektrum patogenii chronické IKN a jejich Cetnost

Izolované patogeny (n=137)

Cetnost

aerobni grampozitivni

koagulazanegativni stafylokoky
St. epidermidis — 40x
St. hominis — 8x
St. lugdunensis — 6x
St. haemolyticus — 4x
St. capitis — 4x
St. caprae — 1x
St. sciuri — 1x
St. warneri — 1x
St. saccharolyticus — 1x

66 (48,2%)

St. aureus 27 (19,7%)
streptokoky 4 (2,9%)
enterokoky 4 (2,9%)
Cor. sp. 5 (3,6%)
Enterobacteriaceae
Escherichia coli — 5x
Klebsiella pneumoniae — 2x 11 (8%)
aerobni gramnegativni Enterobacter sp. — 2x
Proteus mirabilis — 1x
Salmonella Enteritidis — 1x
Pseudomonas aeruginosa 1 (0,7%)
Finegoldia sp. 4 (2,9%)
, Parvimonas sp. 6 (4,4%)
Anaerobni 3
Cutibacterium acnes 7(5,1%)
Bacteroides sp. 2 (1,6%)
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Tab. 6. Citlivost patogenii chronické IKN na antibiotika

, Antibiotika (pocet citlivych kmenii)
VySetiované Celkovy
ocet
patogeny P VAN | GEN | CXT | cul CIP CRX | CTX
Stafylokoky 93 93 74 50 61 57 50 N
Ostatni ae.r.obn’i 13 13 5 N 4 N N N
grampozitivnil
Gramnegativni 12 N 9 N N 7 5 8
bakterie
Anaeroby 19 17 N N 16 N N N
Soudet 137 123 88 50 77 64 55 8

N - netestovano

NejcastéjSimi patogeny byly koaguldzanegativni stafylokoky (48,2 %), nasledované St.
aureus (19,7 %), dalsimi grampozitivnimi bakteriemi (streptokoky, enterokoky, Cor. sp. -

9,4 %), anaerobnimi bakteriemi (14 %) a nakonec az gramnegativnimi bakteriemi (8,7 %).

Porovnani citlivosti na vankomycin, gentamicin, klindamycin:

Vankomycin byl G€inny proti 123 kmentim ze 137 (89,8 %), gentamicin byl G¢inny
proti 88 kmentim ze 137 (64,2 %) a klindamycin proti 77 kmentm ze 137 (56,2 %) — Obr.

18.

79




Obr. 18

RTG snimek pravého kycelniho kloubu v AP projekci, 1,5 roku po primoimplantaci,
varizace driku, heterotopické ossifikace, projasnéni kolem driku v zondch 2 — 7 dle Gruena
S jeho varizaci, kolem jamky I — 111 dle DeLee a Charnleye, FW 116/hod, CRP 55 mg/I,
punkce negativni, kultivace tkané a sonikace ve vsech vzorcich anaerobni Parvimonas

micra, prirozené rezistentni ke gentamicinu.

Nejucinnéjsi kombinaci antibiotik byla kombinace vankomycinu a gentamicinu -
ucinnost na 132 kmenii ze 137 (96,4 %). Rezistence byla zaznamenéna pouze na 2 kmeny

Bacteroides sp. a 3 kmeny ze skupiny enterobakterii.
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4.4. Diskuse

Prvni ¢ast studie se tykala predoperacni diagnostiky a moznosti rozliseni aseptického

uvolnéni od IKN.

Pohlavi pacientii ani typ implantatu se statisticky neliSily v obou skupinach. V tomto
ptipadé se jedna o malé skupiny pacientl. Na velké skupiné — 30 491 TEP kycelnich kloubti
s vyskytem IKN 0,51 % (pouze 155 pacientil) deklarovali Namba a kol. jako rizikové
faktory pro IKN zenské pohlavi, obezitu a ASA skore > 3 (Namba et al., 2012). Naopak
Parvizi a Gehrke uvadéji jako rizikovéjsi muzské pohlavi (Parvizi et Gehrke, 2014). U typu
implantatu se ve sledovanych souborech rovnéz jedna o malé pocéty implantatd tak,
abychom byli schopni ur¢it rizikové typy pro selhdni, a navic tyto ptipadné endoprotézy
lze odetist zregistri kloubnich nahrad (napiiklad v Ceské republice Narodni registr
kloubnich nahrad). V této studii byl nalezen vySsi poc¢et TEP kolenniho kloubu s IKN neZ
s aseptickym uvolnénim, coz odpovida klinickym zkuSenostem. Né4zory na to, zda je vék
rizikovy faktor pro IKN, se lisi (Triantafyllopoulos et al., 2015). Ve studii byl v€k pacientd

s IKN mirng¢, ale statisticky signifikantné vyssi.

Charleson comorbidity index (Charleson et al, 1987) neni také voditkem k rozliSeni
aseptického uvolnéni a IKN, ale signifikantni rozdil vysledkli v obou skupindch doklada
vys$i rizikovost pacientil s niz§im procentualnim vysledkem k IKN a pro samotnou 1é¢bu.
Tyto vysledky odpovidaji 1 praci Onga a kol. (Ong et al., 2009) a kladou vySsi naroky

na volbu terapie a peroperacni péci.

K ptedopera¢nimu rozliSeni aseptického uvolnéni a IKN bylo identifikovano 5
parametrt, dle pofadi vyznamnosti pro IKN: CRP > 10 mg/l, uvolnéni endoprotézy do 5
let od implantace, klidova bolest, FW > 30 mm/hod, rychla progrese uvolnéni endoprotézy
na RTG.
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Saleh a kol. provedli analyzu odborné literatury na t¢éma CRP, FW a IKN se zavérem,
ze ackoliv tyto markery nelze k diagnostice uzit samostatné¢, jsou nejéastéji pouzivanymi
markery v prvni linii vySetfeni (Saleh et al., 2018). Hodnota CRP miize byt vyssi rovnéz
u systémovych zanétlivych onemocnéni (naptiklad revmatoidni artritida), po traumatu,
operaci a poskozeni tkani, naopak snizena u uzivani kortikoidd (Ansar et al., 2013).
Na zaklad¢ této studie lze doplnit pfi¢inu vysStho CRP 1 infekci v jiné lokalité
u aseptického uvolnéni, naopak nizké CRP u IKN po uZzivani antibiotik. Nizké CRP bylo
1 u 4 pacientd sIKN, kde bylo piedoperacné diagnostikovano aseptické uvolnéni
endoprotézy. Mc Arthur a kol. uvadgji ze svého souboru kolem 4 % pacientll s IKN
a normalnimi hodnotami FW a CRP (Mc Arthur et. al., 2015). Vzhledem k existenci téchto
spornych pfipadii je mozné snizovat hrani¢ni hodnotu CRP, upravit tuto hodnotu zv1ast
pro TEP kyc¢elniho a pro TEP kolenniho kloubu, méfit hodnotu CRP v synovialni tekutiné,
pokud ji ziskdme, nebo pouzit jiny marker. Pfi téchto opatfenich ale také nedosdhneme
100% senzitivity a specificity, v pfipad¢ infekce neziskdme patogena s jeho citlivosti

na antibiotika. Z tohoto diivodu volime pro uptfesnéni diagnozy kultivaéni metody.

Druhym vyznamnym parametrem pro predoperacni zatfazeni pacienta do skupiny
pravdépodobné IKN byla doba uvolnéni endoprotézy do 5 let od implantace. Zjisténi
odpovidéd préaci Parvizi a Gehrke (Parvizi et Gehrke, 2014). Ve skupiné¢ pivodné
aseptického uvolnéni v této studii byly dle vysledkl kultivaci nalezeny 4 IKN a jedinym
voditkem pro zvazeni moznosti IKN pfi zpétném hodnoceni byl u vSech pacientd prave

tento parametr.

Tretim vyznamnym parametrem byl udaj klidové bolesti v oblasti endoprotézy.
Tomuto parametru neni v odborné literatute vénovano pfili§ prostoru na rozdil od markeri
a genetickych metod vySetfeni. Nicméné dle této studie tidaj o bolesti od vzniku obtizi

v klidu v oblasti endoprotézy az 622x zvysuje pravdépodobnost, Ze se jedna o IKN. Udaj
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o bolesti od implantace, jako ptiznaku infekce, neni mozno touto studii potvrdit. Pacienti
nebyli schopni rozlisit bolest intra a extraartikularni, nej¢astéji vertebrogenni, a dale bolest
patiici jeSt¢ do pooperacniho pribéhu. Navic ani intraartikularni bolest nemusi

jednoznaéné souviset s infektem — viz iliopsoas impingement u zavitofezné jamky.

Dals§im parametrem byla zvySena FW, pro kterou plati prakticky stejna tvrzeni jako
u zvySené¢ho CRP. Rovnéz tato studie potvrzuje falesné pozitivni hodnoty u revmatoidni
artritidy nebo tumoru a faleSn€ negativni hodnoty u 4 pacientii pivodné zatazenych
do skupiny nepravdépodobné infekce s ndslednymi pozitivnimi kultivacemi a u 2 pacient
s jistou IKN s pisteli. Pro potvrzeni nebo vylouceni infekce a jeji 16€bu jsou tedy dilezité
spolehlivé kultivaéni techniky. Zvlastnim ptipadem, ptitomnym i v této studii, jsou infekce
zpusobené Cutibacterium acnes. U téchto infektd muze byt vytvofena pistél, ale jsou
negativni zanétlivé markery a pro potvrzeni infekce je nutna prolongovana kultivace 10 —

14 dni (Portillo et al., 2013).

Poslednim parametrem, ktery ale zvySoval pravdépodobnost IKN jen 1,4x, byla rychla
progrese uvolnéni endoprotézy na RTG. Nicméné obecné lze fici, Ze tento parametr je
nespolehlivy, zavisi na subjektivnim hodnoceni a zhotoveni rtg ve stejnych standardnich
projekcich. Navic pro srovnani rtg snimka v ¢ase musi byt dostupna rtg dokumentace
zhotovend od implantace, coZ mize byt problém u pacientli, kterym byla endoprotéza

implantovana na jiném pracovisti.

Soubor pacientl ve skuping jisté nebo pravdépodobné infekce s vyznamnym podilem
piStéli zasahujicich k endoprotéze, uzivanim antbiotik v anamnéze a opakovanymi
operacemi byl dan skutecnosti, Ze tito pacienti byli preklddani z jinych pracovist’ na nasSe
klinické septické oddé€leni. U vyznamné casti pacientl tak nebyla hlavnim problémem

diagnostika infektu, jako spiSe urceni kauzalniho patogena.
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Druhd cast hodnotila vysledky jednotlivych kultivaénich metod a porovnavala

piedoperacni diagnostiku s peroperacni.

Z hlediska kultiva¢nich metod byla jednozna¢né nejvyssi shoda s celkovym vysledkem

u obou metod hodnoceni sonikatu.

Hodnoceni sonikatu mélo relativné mensi vyuziti ve skuping€ s nepravdépodobnou IKN.
Tam, kde byly pfedoperacné vyssi hodnoty FW a CRP (revmatoidni artritida, tumor,
infikovany bazocelularni karcinom), aseptické uvolnéni endoprotézy bylo potvrzeno jiz
prolongovanou kultivaci vzork tkdn€. Nicméné vyznam sonikace se uplatnil pfi potvrzeni
diagnézy U kontaminace tkané a zejména pii diagnostice okultni infekce u plvodné
nepravdépodobné IKN (v této studii 8 %). Kempthorne a kol. udavaji az 15 % takovychto
okultnich infektii (Kempthorne et al., 2015). Ze 4 pacientt s okultni IKN byl jeden pacient
s TEP kolenniho kloubu a 3 pacienti s TEP ky¢elniho kloubu, 2x byla diagndza stanovena
na zékladé¢ vySetfeni sonikatu, 1x byla pozitivita vySetieni v bujonu a sonikatu pii negativni
tkani a 1x byla pozitivni tkan i sonikat. U TEP kolenniho kloubu byly pfitomny synovialni
vypotky, které ale byly kultivacné negativni. U 3 TEP kycelniho kloubu nebyla ani
peroperacné zjiSténa tekutina v oblasti kloubu, pfipadna pfedoperacni punkce by tak byla
neuspéSnd. Ackoliv je tato punkce doporucovand v piipadé bolestivé endoprotézy
pro vySetfeni synovialnich markeri k vylouceni infektu (Osmon et al., 2013), nemusi byt
ziskdno dostatecné mnozstvi punktatu (pfipadné zadny) a je nutné vyuzit pro diagnostiku
kultiva¢nich metod tkan¢ a sonikatu. Okultni IKN byla tak ¢asné diagnostikovana, pacienti
po revizni operaci byli preléCeni antibiotiky a v dostatecném casovém odstupu nebyla
u nich prokdzana IKN. Tyto neplanované ,,jednodobé reimplantace* byly tedy uspésné.
Na druhé stran¢ jsou zklinické praxe znamé piipady rozvoje IKN vzniklé po casné
reimplantaci endoprotézy pro piedpokladané aseptické uvolnéni, které bylo ve skutecnosti

nediagnostikovanou infekci, se v§emi dusledky pro pacienta a ekonomické naklady 1écby.
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Rovnéz u 46 pacientd s verifikovanym aseptickym uvolnénim endoprotézy neprokazani
IKN v ¢asovém odstupu potvrdilo spravnost diagnostiky. Argumenty zvySené¢ho rizika
kontaminace a faleSn¢ pozitivnich vysledki sonikace se v této studii nepotvrdily,
srovnateln¢ v minimalnim mnozstvi byly kontaminovany i vzorky tkané. Dilezité je tedy

nezavislé kultivacni vysetieni vice vzorkl a porovnani vysledk.

Diagnostika na podkladé prolongované kultivace tkani a sonikati ve skuping s jistou
nebo pravdépodobnou IKN potvrdila nejen septické uvolnéni endoprotéz ve vSech
ptipadech, ale zaroven byl zjistén i kauzalni patogen. V recentni studii potvrzuje vyznam
kombinace kultivace tkan¢ i sonikatii Erivan a kol. (Erivan et al., 2018). Vyznam sonikace
byl patrny zejména u pacientli s anamnézou piedchozi antibiotické terapie. Stejny zaveér
udava 1 Scorzolini a kol. ve své studii (Scorzolini et al., 2014). Samotné sonikace v této
studii ptispéla k ziskani patogena ve 44 %. Kromé vlivu ptedchozi operacni a antibiotické
lécby byly nalezeny v sonikatu signifikantné i dalSi patogeny, které nebyly detekovany
ve tkani. Dale ve 3 ptipadech byla zaznamenana rezistence na gentamicin u izolatu
vykultivovaného ze sonikatu zpovrchu polyetylénu pii dobré citlivosti na toto
antibiotikum u izolatu stejného druhu vykultivovaného z tkdn€. Vyznam bakterialni
adherence na rizné povrchy endoprotéz je v odborné literatuie diskutovdna zatim
s nejednoznaénym vysledkem. Pro TEP kolenniho kloubu (Holinka et al., 2012) a TEP
kycelniho kloubu (Lass et al., 2014) byla ve studiich prok4dzéana vétsi bakteridlni adherence
Kk polyetylénu, mensi na kov. Je tim zdivodnéna i vyména mobilnich komponent
pfi akutnim infektu. Na druhé stran€¢ Goémez-Barrena a kol. uvadéji, Ze bakterialni
adherence zavisi na typu patogena a imunitni odpovédi konkrétniho pacienta, nez na druhu

materialu nebo typu komponenty (Gémez-Barrena et al., 2012).

Podle vyhodnoceni procenta shody jednotlivych kultiva¢nich metod, lze konstatovat,

Ze ma vyznam vySetiovat sonika¢ni tekutinu v hemokultivacni lahvicce. Podobné vysledky
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uvadi ve své studii i Portillo a kol., kdy vySetfovani sonikac¢ni tekutiny v hemokultiva¢ni
lahvicce ptineslo zlepSeni diagnostiky a zrychleni ziskani vysledki (Portillo et al., 2015).
Naopak kultivace v tekutém bujonu neméla lepsi vysledky nez kultivace na pevnych

pudach.

Z hlediska doby prolongované kultivace se jist¢ prodlouzena doba vysetieni uplatnila
pro identifikaci anaerobnich bakterii (napf. Cutibacterium acnes), koagulazanegativnich
stafylokokl a koryneformnich aerobnich ty¢inek (Cor. sp.) a v ptipadech jiz antibiotiky
a operacné lécenych pacientli. Nicméné podle recentnich studii je pro TEP kycelniho
a kolenniho kloubu dostatecnd doba kultivace 7 dni, delsi doba by byla s vyhodou u TEP
ramenniho a loketniho kloubu, kde 1ze pfedpokladat vétsi vyskyt Cutibacterium acnes.
Jako riziko dlouhodobéjsi kultivace je uvadéna moznost kontaminace vzorkt (Esteban et
u TEP kycelniho a kolenniho kloubu (Schéfer et al., 2008), tato strategie se osvédcila
i V nasi praxi.

Znalost spektra patogent chronické IKN a citlivosti k antibiotikiim je nutna
pro nastaveni cilené terapie, zejména v dobé naristajici antimikrobialni rezistence.
Koaguldzanegativni stafylokoky tvotily 48,2 % patogent, coZ odpovida idajim v odborné
literatute (Tande et Patel, 2014). Z hlediska strategie 1écby je dilezité, ze vétSina téchto
stafylokoki je schopna tvofit biofilm. V dobé provadéni studie byly k dispozici lokéalni
nosice s gentamicinem, mén¢ s klindamycinem a vankomycinem. Z vysledki je ziejmé,
Ze gentamicin v monoterapii by byl nedostatecny (citlivost U 64,2 % patogentl). Nejvice
patogent bylo citlivych ke kombinaci vankomycinu a gentamicinu (96,4 %). Kombinaci
glykopeptidl a aminoglykosidii ve své praci doporucuje rovnéz Winkler (Winkler, 2000)

a jeji pouziti je i pfedmétem navazujici experimentalni studie v této habilitacni praci.
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4.5. Zavér

V klinické studii byli pacienti s IKN ve srovnani s pacienty s aseptickym uvolnénim
star$i a s vice komorbiditami.

Podle pivodnich kritérii jisté (pistél k endoprotéze) a pravdépodobné (klidova bolest,
elevace CRP, FW a rychla progrese uvolnéni TEP na RTG) IKN byli pacienti rozd¢leni
na dvé skupiny — s nepravdépodobnou IKN (potvrzeno u 46 z 50 kultivacnimi metodami,
u 4 pacientd byla diagnostikovana okultni infekce) a s jistou nebo pravdépodobnou IKN
(potvrzeno kultivacnimi metodami u 50 z 50 pacientl).

Pacienti byli tak nové rozdé€leni do skupiny 46 pacientii s aseptickym uvolnénim
a do skupiny 54 pacientti s chronickou IKN.

Z hlediska ptedopera¢ni diagnostiky do skupin aseptického uvolnéni nebo
do chronické IKN pak byly sefazeny podle 95% limitu intervalu spolehlivosti tyto

diagnostické faktory:

1. CRP (hranice 10 mg/l pro aseptické/septické uvolnéni), 95% limit intervalu

spolehlivosti 6470.

2. Doba od implantace (hranice 5 let pro septické/aseptické uvolnéni), 95% limit intervalu

spolehlivosti 3063.

3. Pocatecni bolest klidova (septické uvolnéni) vs vazana na zatéz (aseptické uvolnéni),

95% limit intervalu spolehlivosti 622.

4. FW (hranice 30 mm/hod pro aseptické/septick¢é uvolnéni), 95% limit intervalu

spolehlivosti 305.

Kritérium RTG progrese uvolnéni (béhem 1 roku), 95% limit intervalu spolehlivosti

1,4 byl pro ptedoperacni diagnostiku IKN vyloucen pro zatiZzeni subjektivnim hodnocenim
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I¢kafe. Dale nebyla hodnocena jako diagnosticky pfinosna bolest v oblasti endoprotézy

od implantace, opét pro zatiZeni subjektivnim hodnocenim pacientu.

Z hlediska kultivacnich metod byla jejich pfinosnost pro diagnostiku hodnocena takto:

1. sonikat v hemokultiva¢ni lahviéce procento shody 0,94197
2. primokultivace sonikatu procento shody 0,92296
3. primokultivace tkané procento shody 0,66680
4. kultivace tkané v bujénu procento shody 0,65279

Procento shody je tak vyznamné vyssi u obou metod vySetteni sonikatu nez u kultivace
tkani, at’ uz na pevnych nebo tekutych ptidach.

Na zakladé této klinické studie lze metodu kultivace sonikatu doporucit v piipadé
ptedpokladaného aseptického uvolnéni endoprotézy u vyssich hodnot CRP a FW (elevace
markertl zdGvodnitelné jinou pficinou — tumor, revmatické onemocnéni) a u klinickych
a rentgenovych znamek uvolnéni endoprotézy do 5 let od primoimplantace, kdy je nutné
vyloucit okultni infekei.

V ptipadé predpokladané IKN je sonikace vhodna pro urceni kauzalniho patogena,
zejména pii predchozi antibiotické 16¢bé, v této studii postacila k diagnostice kultivace
vzorkul tkané pouze v 54 %, v 46 % byla diagnostika zalozena pouze na vysledku sonikace.

Prolongovana kultivace je pro diagnostiku infekce zcela nezbytna, v této studii se
osveédcila v dob¢€ trvani 14 dni, kdy byl patrny jeji vyznam pro detekci anaerobnich
patogentt (Cutibacterium acnes), Cor. sp. a nékteré kmeny koagulazanegativnich
stafylokokd. Vliv na tuto skute¢nost mél jist¢ znacny podil pacientd s anamnézou
pfedchozi antibiotické 1éCby, piipadné¢ operacnich vykonl. V klinické studii byla
zaznamenana doba do ukonceni kultivacniho nalezu mikrobiologem. Nespornou vyhodou

naseho pracovisté je pritomnost Ustavu klinické mikrobiologie Fakultni nemocnice a
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Lékaiské fakulty v Hradci Kralové, a tedy moznost kazdy den konzultovat
s mikrobiologem vyvoj kultiva¢nich nalez.

Za obdobi 2009 — 2014 bylo izolovano 137 bakteridlnich kment u 93 pacienti
s chronickou IKN. Nejvétsi podil tvofily grampozitivni aerobni bakterie (maximum
koagulédzanegativni stafylokoky 48,2 %), ddle anaerobni a nejméné gramnegativni aerobni
bakterie.

96,4 % kment bylo citlivych na kombinaci vankomycinu a gentamicinu.
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5. Experimentalni studie

5.1. Cile experimentalni studie

V klinické studii bylo zjisténo, ze 96,4 % kmenil zodpovédnych za chronické IKN
léCené na nasem pracovisti je citlivych na kombinaci antibiotik vankomycinu
a gentamicinu. Celkové podavani glykopeptidi a aminoglykosidu je v klinické praxi velmi
nebezpecné kvili vysokému riziku nefrotoxicity a ototoxicity i pfes peclivy monitoring
hladin antibiotik v séru. Nabizi se tak moznost jejich pouziti lokalné s vazbou na nosi¢, kdy
jsou celkové nezadouci u¢inky eliminovany a vysoka koncentrace uvolnénych antibiotik
pusobi piimo v misté infekce. Pro volbu glykopeptidi a aminoglykosidi v lokalnich
nosic¢ich svéd¢i jejich dobré farmakokinetické vlastnosti zalozené na pomalém uvoliiovani
z kosti a vstiebavani do cévniho systému a citlivost k patogentim (Anagnostakos et Kelm,
2009, Winkler, 2000). PfestoZe fada studii zkoumala uvolfiovani jen jednoho antibiotika
z nosice, byl rovnéz popsan synergicky uc¢inek glykopeptidi a aminoglykosidi uvolnénych
Z kostniho cementu, tedy pouziti obou antibiotik zaroven tak, jak by to bylo vyhodné

pro nasi klinickou praxi (Anagnostakos et Schroder, 2012).

Zatimco pravidla pro celkové podani antibiotik jsou zpracovana v doporucenich
pro antibiotickou terapii a profylaxi ortopedickych pracovist, tak ohledné pouziti lokalnich
nosicl antibiotik nejsou stanoveny jednotné postupy, zejména v impregnaci kostnich $tépii

a oc¢ekava se urcity konsensus odbornikii v této oblasti (Frommelt, 2018).

Také hodnoty uvolnénych koncentraci antibiotik z nosici v ¢ase jsou velmi vyznamné.
Tyto hodnoty musi dosahovat nad Groveil minimalni baktericidni koncentrace k u¢inné
1é¢bé a zabranéni indukce bakterialni rezistence, zaroven maxima téchto koncentraci nesmi

negativné ovlivnit kostni hojeni. Pokud by nedoslo k negativnimu ovlivnéni kostniho
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hojeni, byla by vyhodna i1 koncentrace antibiotik dosahujici minimalni eradika¢ni
koncentrace pro biofilm (MBEC).

V experimentalni studii byla zohlednéna ob¢ hlediska, jak uvolnovani dostatecnych
koncentraci antibiotik, tak vliv na mezenchymalni kmenové builkky zodpovédné

za tkanovou reparaci.

Shrnuti cili experimentalni studie:

W

1. Porovnani eluéni kinetiky vankomycinu a gentamicinu z vybranych nosici

(impregnovanych peroperaéné ortopedem nebo komercné dostupnych).

2. Zjisténi vlivu téchto nosi¢ii a uvolfiovanych antibiotik na proliferaci

mezenchymalnich kmenovych bunék.

3. Zjisténi vlivu inicidlni vyssi koncentrace uvolnénych antibiotik z nosica

na proliferaci mezenchymalnich kmenovych bunék.

4. Zjisténi citlivosti riznych koncentraci vankomycinu a gentamicinu
u planktonickych bakterii a bakterii ve formé biofilmu u vybranych patogenii

chronické IKN.
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5.2. Metodika

5.2.1. Porovnani elu¢ni kinetiky vankomycinu a gentamicinu
Z vybranych nosicii

Vybér nosicu
Pro impregnaci antibiotiky byly vybrany ¢tyii nosice, které mohou podporovat kostni
regeneraci a dale byly vybrany tfi komeréné dostupné nosice, které jiz obsahuji antibiotika

jako kontrolni skupina.
Kontrolni skupina:
1/ VancogenX (Tecres S.p.a., [talie)

— polymethylmethakrylatovy neresorbovatelny kostni cement, ktery obsahuje
gentamicin sulfat a vankomycin hydrochlorid (40 g cementu obsahuje 1g gentamicinua 1g
vankomycinu). Pro experiment byl smichén prasek a tekutina ze 40g baleni a vytvofena

krychle o objemu 1 ml (1 x 1 x 1 cm).
2/ Septocoll® E (Biomet, Némecko)

- resorbovatelny polstarek z konského kolagenu 5 x 4 x 0,3 cm, ktery obsahuje 80 mg
kolagenu, 29 mg gentamicin sulfatu (ekvivalentni 17,5 mg gentmicinu) a 87 mg gentamicin
krobefatu (ekvivalentni 17,5 mg gentamicinu). Cely tento nosi¢ byl morselizovan na malé

kousky.
3/ Herafill® beads G (Heraeus, Némecko)

- resorbovatelné koralky (4 koralky maji objem 1 ml), které obsahuji kalcium sulfat
dihydrat, kalcium karbonat, hydratovné triglyceridy a gentamicin sulfat (2,5 mg

gentamicinu v jednom koralku).
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Skupina nosicu pro impregnaci:
1/ Alogenni spongiézni kost z proximalni tibie

- ziskana z Tkanové¢ ustfedny FN Hradec Kralové. Pied impregnaci byla morselizovana

na malé kousky. Kostni tkan byla zvolena jako nejcastéjsi a nejdostupnéjsi nosic.
2/ Alogenni spongiozni kost z proximalni tibie smichana s fibrinovym lepidlem
- 10 ml morselizovaného ptedchoziho nosice bylo smichano se 4 ml fibrinového lepidla

(Tissucol, Baxter, Nizozemi). Utelem vybrani fibrinového lepidla byla snaha zvysit

kapacitu nosice pro antibiotika, piipadné prodlouzit dobu eluce.
3/ Lyofilizovana alogenni kost v prasku

- ziskand z Narodniho centra tkani, Brno. Lyofilizovana kostni tkan byla zvolena
z divodu deklarovanych dobrych vysledki pifi impregnaci antibiotiky Winklerem

(Winkler, 2000).
4/ Trikalcium fosfat s 90% porozitou

- (Vitoss, Orthovita, USA). Pfed impregnaci byl morselizovan na malé kousky. Nosi¢
byl vybran jako nej€astéji pouzivana nahrada kostnich $tépl v nasi klinické praxi, navic
s vysokou porozitou, kdy se ocekava impregnace antibiotiky prakticky v celém objemu
materidlu. Tedy obdobné jako je uvadéno u OSTEOmycinu™ V/T®.

Impregnace

Za sterilnich podminek bylo manualné smichano 10 ml nosice s roztokem s antibiotiky.
Roztok obsahoval 500 mg vankomycinu — vankomycin hydrochlorid (Edicin 0,5 g/10ml
sol., Lek Pharmaceuticals d.d., Slovinsko) a 80 mg gentamicinu — gentamicin sulfat

(Gentamicin 80 mg/2 mL sol., Lek Pharmaceuticals d.d., Slovinsko). Doba impregnace
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byla 30 min. Tato doba byla zvolena jako akceptabilni ¢as impregnace béhem operacniho

vykonu.

Po impregnaci byly z kazdého nosic¢e odebrany 3 vzorky o objemu 1 ml (celkem tedy
ze 7 nosict 21 vzorka po 1 ml). Kazdy vzorek o 1 ml byl doplnén do 10 ml fosfatovym
pufrem (Gibco, Velka Britanie), umistén do termostatu a inkubovan pii 37 °C v atmosféte

s 5% CO..

Pivodni davka antibiotik pro impregnaci byla zvolena tak, aby vysledna koncentrace
V naimpregnovaném 1 ml byla srovnatelnd s koncentraci antibiotik v kontrolni skupiné.
Pti pfedpokladu rovnomérné koncentrace 1 ml impregnovaného nosice obsahoval 8 mg
gentamicinu a 50 mg vankomycinu, 1 ml Septocoll® E — 5.8 mg gentamicinu, 1 ml
Herafill® beads G — 10 mg gentamicinu a 1 ml VancogenX — 41 mg vankomycinu a 41

mg gentamicinu.
Meéreni koncentraci antibiotik

Kazdy den bylo ménéno celé mnozstvi fosfatového pufru. Méfeni koncentraci
antibiotik probihalo bezprostfedné po odbéru pufru 1., 2., 3., 4., 7., 10., 14., 17., 21. a 25.
den po impregnaci. Kvantitativni analyza antibiotik ve vzorcich z experimenti byla
provedena  na analyzatoru Integra 400 Plus (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Némecko) metodou fluorescencni polarizacni analyzy. Méfeni se uskutecnila dle pokyni
vyrobce reagencii. Vnitini kontrola kvality byla zajisténa analyzou kontrolnich vzorkd,
jejichz koncentracni hodnoty dosahovaly pozadované rozmezi. Preciznost mezi sériemi
u metody vyjadiena variaénim koeficientem pii analyze gentamicinu byla v rozmezi 4,84%
az 7,18% a pfi analyze vankomycinu v rozmezi od 3,53% do 5,98%. Preciznost metody
v sérii byla zméfena u gentamicinu v rozmezi od 1,17% do 2,13% a u vankomycinu

od 1,11% do 1,16%.
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5.2.2. Vliv nosict s antibiotiky na proliferaci mezenchymalnich
kmenovych bun¢k

Ziskani mezenchymalnich kmenovych bunék z kostni difené (BM MSC) a ze zubni

pulpy (DPSC)

Kostni dfeni byla ziskana od 2 darct bez jakychkoliv komorbidit podstupujicich totalni

nahradu kycelniho kloubu z trochanterického masivu femuru.

Implantace totalni endoprotézy kycelniho kloubu probihala standardnim postupem.
Vsechny pacientky byly operovany ve spindlni anestézii. Zvolen byl anterolateralni
pristup. Po incizi klize, podkozi a fascia lata byl ¢aste¢n€ uvolnén tipon glutealniho svalstva
z velkého trochanteru a zalozena Hohmannova elevatoria — za horni a dolni okraj krcku
femuru a za predni okraj acetabula. Dale nasledovala excize kloubniho pouzdra
a ozfejmeni trochanterické oblasti. Pfed provedenim osteotomie kréku stehenni kosti byla
standardnim zptisobem pomoci Jamshidiho jehly (Jamshidi Monoject, 13G x 3 **, Kendall,
USA) aspirovana z trochanterické oblasti femuru kostni dien v mnozstvi 2 x 10 ml
do ptedem heparinizovanych sttika¢ek (10 ml). Roztok heparinu (Heparin Forte, LéCiva,

Ceska republika) byl po protazeni stfikadkou ponechan v jejim kénusu (Obr. 19).
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Obr. 19

Odbér kostni drené pomoci Jamshidiho jehly z trochanterické oblasti femuru béhem
implantace totdlni endoprotézy kycelniho kloubu. Odbér pred provedenim osteotomie

krcku femuru.

Buné¢éna suspenze byla ptidana k vychlazenému (4°C) PBS pufru (Invitrogen, USA)

fedéného s aqua pro inj. v poméru 1:10. Pomér kostni dfené a PBS pufru byl 1:1 (Obr. 20).

Obr. 20

Smichana kostni dren s PBS pufrem pripravend k transportu

Takto pfipravena kostni dfen byla transportovana do laboratoie tkanovych kultur

Ustavu histologie a embryologie. Zde byla ¢ast diené oddélena, z &asti byl ziskan
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mononuklearni koncentrat a izolovany mezenchymalni kmenové buniky. Mononuklearni
bunky byly separovany centrifugaci 30 minut pii 2800 ot/min. na zéklad¢ Ficoll-Paque
(Amersham Biosciences, Svédsko) vztlakového gradientu a byla vyuZita jejich adherence
k plastim v pfipad¢ nasazeni pIlné kostni dien¢ a k hodnoceni schopnosti tvofit kolonie

(CFU).

DPSC byly izolovany z tfetich molara ziskanych od zdravych darcii podstupujicich

zubni extrakei z ortodontické indikace.

Izolaci zubni pulpy piedchazel odbér intaktniho vitalniho zubu a jeho transport
do laboratofe. Odbérem byla rozuména extrakce zubu provaddéna v lokalni anestezii

v aseptickych podminkach (Obr. 21).

Obr. 21

Extrahovany zub.

Poté nasledovalo oSetfeni extrahovaného zubu sterilni gazou napusténou dezinfekénim
roztokem (Gutar) pro odstranéni zubniho mikrobialniho povlaku. Pfi transportu byl zub
uloZen v uzaviené nadobé, zcela ponofen do transportniho média HBSS (pufr — Hankdv
balancovany solny roztok) s antibiotiky pii teploté¢ 4 °C. Izolace zubni pulpy byla

provadéna za piisné sterilnich podminek v laminarnim boxu. U zubii s nedokonfenym
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vyvojem kofene bylo proniknuto do dienové dutiny pomoci pinzety pies Siroce oteviené

foramen apicale.

Pro izolaci DPSC ze zubni pulpy byla pouzita smés enzymu kolagenazy (Sevapharma,
CR) a dispazy (Invitrogen, USA) s fosfatovym pufraénim roztokem (Invitrogen, USA)
a Hankovym balancovanym solnym roztokem (Invitrogen, USA). K enzymatické izolaci
byl pouzit tento postup — rozsttihani zubni pulpy na ¢asti 0 objemu cca 1 mma3, enzymatické

Stépeni zubni pulpy plisobenim roztoku enzymti po dobu 50 minut pfi teploté 37,0 °C.

Pacienti nebo jejich zdkonni zastupci podepsali informovany souhlas s darcovstvim
dle schvéleni Etické komise Fakultni nemocnice. Oba typy izolovanych plné
charakterizovanych mezenchymdlnich kmenovych bun¢k byly oSetfovany dle
standardniho protokolu pouzivaného na Lékaiské fakulté v Hradci Kralové (Kleplova et

al., 2007, Prochéazka et al., 2009, Suchanek et al., 2009).
Zpisob kultivace bunék

Bunky byly kultivovany na neupraveném plastu (TPP Petriho misky a TPP Multi-Well
Plates) pii 37 °C za aerobnich podminek (5% CO2) s2% fetalnim telecim sérem
obsahujicim o-MEM  expanzni medium. Optimalizované expanzni medium
s mezenchymalnimi kmenovymi butikami (Reyes et al., 2001) se skladalo ze standardniho
kultiva¢niho media obsahujiciho a-MEM, 2% fetalni teleci serum, 10 ng/ml endotelialniho
ristového faktoru (PeproTech, London, Velka Britanie), 10 ng/ml desti¢kového ristového
faktoru (PeproTech, London, Velka Britanie), 1% L-askorbova kyselina (Sigma), 2%
glutamin (Invitrogen), 0,5% penicilin/streptomycin (Invitrogen, USA), 0,5% gentamicin
(Invitrogen, USA), 8% dexamethason (Sigma, USA) a bylo doplnéno inzulin-transferrin-
natrium-selenovym suplementem (Sigma, USA) o koncentraci 10 pl/ml. V okamziku, kdy
adherujici buiiky doséhly vice jak 70% splyvavosti, byly uvolnény 0,25% trypsinem-

EDTA (Invitrogen, USA), pocitany (Z2 counter, Beckman Coulter, USA) a znovu
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kultivovany v fedéni 1 : 3 za stejnych podminek. Pro experiment byly pouzity buriky z tieti
pasaze a umistény do 12 kultivacnich desti¢ek (Corning, USA), kazda desticka obsahovala
50 000 bun¢k. Nasledovala 24-hodinova kultivace. Do kazdé¢ desticky byl vlozen specialni
inzert (Corning, USA) — 24 mm v priaméru, s velikosti pora 0,4 pm a polyesterovou
membranou. Systém byl doplnén 2 ml Cerstvého kultivaéniho media na celkovy objem 4
ml. Nasledné byly do systému piidany nosi¢e bez pfimého kontaktu s mezenchymalnimi
kmenovymi buiikami (1. Alogenni spongidzni kost bez antibiotik, 2. Alogenni spongioézni
kost s antibiotiky, 3. Alogenni spongiézni kost smichana s fibrinovym lepidlem
bez antibiotik, 4. Alogenni spongidzni kost smichana s fibrinovym lepidlem s antibiotiky,
5. Trikalcium fosfat bez antibiotik, 6. Trikalcium fosfat s antibiotiky, 7. Lyofilizovana
alogenni kost bez antibiotik, 8. Lyofilizovana alogenni kost s antibiotiky, 9. Herafill®
beads G (Heraeus, Némecko), 10. Septocoll® E (Biomet, Némecko, 11. kostni cement
VancogenX (Tecres S.p.a., Italie), 12. Kontrolni skupina — mezenchymalni kmenové

buriky bez nosice).

Bunky byly kultivovany 14 dni. Kultivaéni medium bylo ménéno denné a dvakrat
denné¢ michano v kultivaénim systému. Analyza proliferace bunék byla provedena Z2

counterem (Beckman Coulter, USA).

Obrézek 22 dokumentuje ziskané BM-MSC a DPSC. Morfologie obou typii bun¢k je

obdobna, u DPSC je zvyraznény cytoskelet.
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Obr. 22

Typicky vietenovity tvar kultivovanych BM-MSC (a) a DPSC (b), mikroskopie s fiazovym

kontrastem

5.2.3. Vliv inicialni vys$si koncentrace antibiotik na proliferaci
mezenchymalnich kmenovych bunék

Do 7 desticek bylo nasazeno 80 000 mezenchymalnich kmenovych bun¢k z kostni
dfen€. Prvni desti¢ka byla ponechana bez pfidani antibiotik jako kontrola, do dalSich
desticek byl druhy den po nasazeni bunék pFidan roztok antibiotik Vv rtiznych
koncentracich: 1. vankomycin 40 mg/l, 2. vankomycin 2000 mg/I, 3. gentamicin 60 mg/I,
4. gentamicin 400 mg/l, 5. vankomycin 40 mg/I + gentamicin 60 mg/l, 6. vankomycin 2000
mg/l + gentamicin 400 mg/l. Buniky byly poc¢itany pomoci piistroje Z2 Counter (Beckman
Coulter, USA). Viabilita byla analyzovana pfistrojem Vi-Cell XR (Beckman Coulter,
USA), ktery ji stanovuje pomoci barveni trypanovou modfi, kterd barvi cytoplazmu, ale
neprochazi pies intaktni bunéénou membranu - barvi se tedy pouze mrtvé buniky. Analyza

byla provadéna 2., 6., 10. a 15. den po nasazeni.
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5.2.4. Citlivosti riiznych koncentraci vankomycinu a gentamicinu
k planktonickym formam a na biofilm u vybranych patogent
chronické infekce kloubnich ndhrad

Hodnoceni antibakterialniho efektu vankomycinu a gentamicinu na planktonické

formy vybranych bakteridlnich agens

Testované kmeny bakterii:

St. aureus, MRSA (St. aureus - methicilin rezistentni), St. epidermidis, Streptococcus
agalactiae, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Escherichia coli, Klebsiella

pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa

Testované koncentrace antibiotik:

Vankomycin: 0,5; 1; 2; 4; 8; 16; 32; 128 mg/I

Gentamicin: 0,5; 1; 2; 4; 8; 16; 32; 128 mg/I

Minimélni inhibi¢ni koncentrace (MIC) byla stanovena bujonovou diluéni metodou
vV mikrotitracni desticce. Minimalni baktericidni koncentrace (MBC) byla zjiSténa

vyockovanim suspenze z jamek s inhibici testovaného kmene.

Hodnoceni antibakterialniho efektu vankomycinu a gentamicinu na bakterialni

kultury ve formé biofilmu

Testované kmeny bakterii ve formé biofilmu pro zji$téni efektu vankomycinu:

St. aureus, MRSA, St. epidermidis, Enterococcus faecalis
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Testované kmeny bakterii ve forme€ biofilmu pro zji$téni efektu gentamicinu:

St. aureus, MRSA, St. epidermidis, Enterococcus faecalis, Salmonella Enteritidis,

Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa

Metodika byla pouzita z praci Christensena et al. a Stepanovice et al. (Christensen
et al., 1985, Stepanovic et al., 2000). Biofilm byl pfipravovan v 96-jamkové mikrotitracni
desti¢ce. Jamky byly inokulovany suspenzi 200 pl trypt6zosojového bujonu a 20 pl 24-
hodinov¢ kultury testovanych kment. Desticky byly inkubovany 24 hodin pti 37 °C. Za 24
hodin po promyti destiCky fosfatovym pufrem byl k testovanym kulturam piidan
vankomycin ve tfech koncentracich (30 mg/l, 500 mg/l, 1500 mg/l) nebo gentamicin
ve dvou koncentracich (1000 mg/1, 10 000 mg/1). Antibiotika plsobila 24 hodin. Poté byly
jamky promyty fosfatovym pufrem, vysusSeny, obarveny krystalovou violeti a opét promyty
fosfatovym pufrem. Nasledné bylo navazané barvivo uvolnéno do 90% alkoholu a zméfena
jeho opticka denzita pii vinové délce 595 nm (¢im vétsi optickéd denzita, tim veétsi vrstva

biofilmu).

Negativni kontrola znamenala pfitomnost pouze tryptdzosojového bujonu, pozitivni

kontrola znamenala jamky s bujonem a testovanymi kmeny bez antibiotik.

5.2.5. Statisticka analyza

Vsechny experimenty byly provedeny dvakrat. Pro statistickou analyzu byl pouzit
program NCSS 9, Statistica 12. Byla vyuzita deskriptivni statistika (pramér, standardni
odchylka, standardni chyba, minimum, maximum, rozsah, kvartily), dale krabickové graty
(box plots), dvoufaktorova analyza rozptylu s opakovanim s naslednym mnohonasobnym
porovnanim Fisherovym LSD testem a Kruskal — Wallisova neparametricka analyza
rozptylu s mnohonasobnym porovnanim Dunnovym testem. Hladina vyznamnosti byla

a=0,05.
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5.3. Vysledky

5.3.1. Porovnani elu¢ni kinetiky vankomycinu a gentamicinu
Z vybranych nosicl

1/ Kostni cement s vankomycinem a gentamicinem (VancogenX)

Kostni cement uvolnil nejnizs$i koncentrace obou antibiotik. Posledni koncentrace
antibiotik byla méfitelnd 17. den po impregnaci. Experiment nepotvrdil dlouhodobé

vylucovani antibiotik (Graf 1, 2).
Vankomycin - VancogenX
3000
2500

2000

1500

Koncentrace (mg/l)

1000 —

500

I I T
D1 D2 D3 D4 D7 D10 D14 D17

Dny

Graf 1

Uvolnované koncentrace vankomycinu z lancogenuX v meérené dny.
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Gentamicin - VancogenX
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Graf 2

Uvoliiované koncentrace gentamicinu z VancogenuX v mérené dny.

2/ Kolagenni nosi¢ s gentamicinem (Septocoll® E)

Ve srovnani s kostnim cementem byly naméteny vySsi koncentrace gentamicinu a byly

detekovatelné delsi dobu - az 25. den (Graf 3).
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Gentamicin - Septocoll
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Graf 3

Uvoliiované koncentrace gentamicinu ze Septocollu® E v mérené dny.

3/ Herafill® beads G

Tento resorbovatelny gentamicinovy nosi¢ vykazoval do 7. dne signifikantné jinou
kinetiku nez kostni cement (a < 0.05). Elu¢ni kinetika se spiSe bliZila impregnovanym

nosi¢im (Graf 4).
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Gentamicin - Herafill

800

600 —
S
E
3
© 400
c
(0]
(8]
c
(o]
V2

==
200 H
E =
bl —
O T T T T T T T 1 T T
D1 D2 D3 D4 D7 D10 D14 D17 D21 D25
Dny
Graf 4

Uvoliiované koncentrace gentamicinu z Herafillu® beads G v mérené dny.

4/ Alogenni spongiozni kost impregnovana souc¢asné vankomycinem a gentamicinem

Impregnovany nosi¢ vykazoval podstatné vyssi koncentrace antibiotik se
signifikantnimi rozdily v elu¢ni kinetice ve srovnéani s kostnim cementem jen prvni 3 dny

(o0 < 0.05). Vankomycin se vylucoval kratsi dobu, zatimco gentamicin stejnou dobu jako

z cementu (Graf 5,6).
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Vankomycin - alogenni spongiézni kost
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Graf 5

Uvoliované koncentrace vankomycinu z alogenni spongiozni Kosti v merené dny.
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Gentamicin - alogenni spongiézni kost
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Graf 6

Uvoliiované koncentrace gentamicinu z alogenni spongiozni Kosti v mérené dny.

5/ Alogenni spongiozni kost smichana s fibrinovym lepidlem impregnovana

soucasné vankomycinem a gentamicinem

Pridani fibrinového lepidla znamenalo vyssi koncentrace vyloucenych antibiotik

pfi stejné kinetice jako u pfedeslého nosice bez lepidla, ale nepfineslo to delsi dobu eluce

(Graf 7,8).
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Vankomycin - alogenni spongiézni kost s fibrinovym lepidlem
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Graf 7

Uvoliiované koncentrace vankomycinu z alogenni spongiozni kosti s fibrinovym lepidlem

vV mérené dny.

109



Gentamicin - alogenni spongi6zni kost s fibrinovym lepidlem
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Graf 8

Uvoliiované koncentrace gentamicinu z alogenni spongiozni kosti s fibrinovym lepidlem

vV mérené dny.

6/ Lyofilizovana alogenni kost impregnovana souc¢asné vankomycinem

a gentamicinem

Nosi€ vykazoval elucni kinetiku a vztah ke kostnimu cementu jako alogenni spongiozni
kost bez signifikantnich rozdilta (o > 0.05). Nepotvrdila se hypotéza, Zze nosi¢ v prasku

absorbuje vétsi mnozstvi antibiotik béhem rehydratace (Graf 9,10).
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Vankomycin - lyofilizovana alogenni kost
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Graf 9

Uvoliiované koncentrace vankomycinu z lyofilizované alogenni spongiozni kosti v mérené

dny.
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Gentamicin - lyofilizovana alogenni kost
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Graf 10

Uvoliiované koncentrace gentamicinu z lyofilizované alogenni spongiozni kosti V mérené

dny.

7/ Trikalcium fosfat impregnovany souc¢asné vankomycinem a gentamicinem

U vankomycinu byl zji§tén signifikantni rozdil proti vS§em pifedchozim nosi¢im, véetné
cementu s pozvolnym poklesem koncentraci do 14. dne od impregnace (o < 0.05). Eluce
gentamicinu byla nejvyssi 1. den, jinak elu¢ni kinetika byla obdobna jako u pfedchozich

nosicu (Graf 11,12).
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Vankomycin - trikalcium fosfat
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Graf 11

Uvolniované koncentrace vankomycinu z trikalcium fosfatui v mérené dny.
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Gentamicin - trikalcium fosfat
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Graf 12

Uvoliiované koncentrace gentamicinu z trikalCium fosfatui v mérené dny.

Celkové mnoZzstvi namérenych koncentraci antibiotik z jednotlivych nosici

cvwr

statisticky srovnatelné hodnoty byly z alogenni spongidzni kosti (S), lyofilizované kosti
(L) atrikalcium fosfatu (V) a nejvyssi z alogenni spongidzni kosti s fibrinovym lepidlem

(F) (Graf 13).

Celkové mnozstvi vylouceného gentamicinu se v jednotlivych nosi¢ich vyraznég liSilo

cv v

dale srovnatelné mnozstvi z alogenni spongioézni kosti (S) a lyofilizované kosti (L),
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srovnatelné mnozstvi z alogenni spongiozni kosti s fibrinovym lepidlem (F) a z Herafill®

beads G (H), nejveétsi mnozstvi pak z trikalcium fosfatu (V) (Graf 14).
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Graf 13

Celkové mnozstvi namérenych koncentraci vankomycinu Z jednotlivych nosicii.
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Gentamicin
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Celkové mnozstvi nameérenych koncentraci gentamicinu Z jednotlivych nosicii.
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5.3.2. Vliv nosici s antibiotiky na proliferaci mezenchymalnich
kmenovych bun¢k

Proliferacni aktivita bun¢k byla srovnatelnd s kontrolni skupinou (CONTROL)
u kostniho cementu (C), u alogenni spongi6zni kosti v¢etné stejného nosice s fibrinovym
lepidlem, v obou piipadech s i bez antibiotik (S, S-ATB, F, F-ATB). Ani inicialni vysoka
koncentrace antibiotik u spongidzni kosti, ani jejich nizkd koncentrace u cementu

neovlivnila dobrou proliferaci mezenchymalnich kmenovych bunék.

Signifikantni rozdil byl zjistén u trikalcium fosfatu. Zatimco dobra proliferacni aktivita
byla pozorovana v ptitomnosti nosic¢e bez antibiotik (V), v pfipadé impregnace antibiotiky
(V-ATB) byla tato aktivita vyznamné nizsi, coz odpovidalo dal§imu gentamicinovému

nosici - Herafill® beads G (H).

Lyofilizovana kost (L, L-ATB) a Septocoll® E (SC), ktery obsahuje konsky kolagen

m¢ély nejvétsi negativni efekt na proliferaci kmenovych bungk.

Byly rovnéz zjiStény rozdily v proliferacni aktivit¢ mezi mezenchymalnimi
kmenovymi bunkami z kostni dien¢ - BM MSC a ze zubni pulpy — DPSC: snizena
proliferace BM MSC v nosicich s antibiotiky ve srovnani s nosici bez antibiotik, a naopak
zvysena proliferace DPSC v impregnovanych nosic¢ich spongiozni kosti, spongiozni kosti
s fibrinovym lepidlem a lyofilizované kosti (S-ATB, F-ATB a L-ATB). Dale byly nalezeny
signifikantni rozdily mezi poéty BM MSC a DPSC mimo kostni cement

a spongiozni kost s antibiotiky (a < 0,05).

Vysledky jsou shrnuty v Grafu 15.
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5.3.3. Vliv inicialni vyssi koncentrace antibiotik na proliferaci
mezenchymalnich kmenovych bunck

Vysledky demonstruji nasledujici Grafy 16-19.
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Graf 16

Viiv riznych koncentraci antibiotik na proliferaci BM MSC po 2 dnech.
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Graf 17

Viiv riiznych koncentraci antibiotik na viabilitu BM MSC po 2 dnech.
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Pocty bunék po 6,10 a 15 dnech
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Graf 18

Viiv riuznych koncentraci antibiotik na proliferaci BM MSC po 6, 10 a 15 dnech.
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Graf 19

Viiv riznych koncentraci antibiotik na viabilitu BM MSC po 6, 10 a 15 dnech.
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Druhy den doslo k poklesu poctu bunék u kombinace obou antibiotik ve vysokych
koncentracich. V ostanich pfipadech byl pocet bunék vys$i nez pocatecni, u nizsi
koncentrace gentamicinu dokonce vyssi nez u kontroly. V dalSich dnech se pocet bunék
zvysoval, dokonce 1 v pfipadé kombinace obou antibiotik ve vysokych koncntracich, kdy

pocet bun¢k byl srovnatelny s ostatnimi skupinami.
Z hlediska viability bunék, ve vSech skupinach s antibiotiky byl zjistén pokles viability
oproti kontrolni skuping, nejvice ve 2 skupinach s vysokou koncentraci vankomycinu.

Vdalsich dnech se navySoval pocet bunék, ale klesal relativni podil viabilnich bunék, opét

zejména ve skupinach s vysokou koncentraci vankomycinu.
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5.3.4. Citlivosti riznych koncentraci vankomycinu a gentamicinu
k planktonickym formam a na biofilm u vybranych patogent
chronické infekce kloubnich ndhrad

Hodnoceni antibakterialniho efektu vankomycinu a gentamicinu na planktonické

formy vybranych bakteridlnich agens

Vysledky jsou shrnuty v Tabulce 7.

Testované kmeny

Testovana antibiotika

gentamicin vankomycin

MIC (mg/I) | MBC (mg/l) MIC (mg/I) | MBC (mg/l)
Grampozitivni
St. aureus 0,25;0,25;0,5 0,25;0,5;0,5 <0,5;<0,5 1:1
MRSA 1:1 1;2 1 2
St. epidermidis I. | >8;>8 >8;>8 1;1;<0,5;1;1 2;1;<0,5;1;2
St. epidermidis Il. | <0,125 0,125
Streptococcus 8 8 <0,25 0,25
agalactiae
Enterococcus 32 64 2 8
faecalis
Enterococcus 8 8 0,5;1 2;8
faecium
Gramnegativni
Escherichia coli 1;0,5;0,5;1 1;0,5;0,5;1
Klebsiella 1;<0,5, <0,5 1;0,5;0,5
pneumoniae
Pseudomonas 2;32;64;2 8;32;128;4
aeruginosa
Proteus mirabilis | 0,5 0,5

Tab. 7

MIC a MBC vankomycinu a gentamicinu na jednotlivé druhy planktonickych bakterii

IKN.

Ve vsech ptipadech zkoumanych antibiotickych nosi¢li by uvolnéné koncentrace

antibiotik byly u¢inné na planktonické formy bakteridlnich agens (zmétfené koncentrace

antibiotik z nosict vyrazné prevysuji MIC a MBC).
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Hodnoceni antibakteridlniho efektu vankomycinu a gentamicinu na bakterialni

kultury ve formé biofilmu

Vysledky jsou dokumentovany v Tabulkach 8, 9 a Grafech 20 a - d.

Vankomycin
Testovany kmen Negativni kontrola | Pozitivni VAN VAN VAN
(bez bakterii, kontrola 30 mg/I 500 mg/I 1500mg/I
denzita ,,pozadi®) | (bez atb,
jen
bakterie)
St. aureus 0,057 0,195 0,193 0,191 0,125
MRSA 0,055 0,224 0,210 0,208 0,163
St. epidermidis 0,056 0,275 0,269 0,253 0,218
Enterococcus 0,058 0,428 0,423 0,421 0,341
faecalis
Tab. 8.

Zmérend denzita odpovidajici mnozstvi bakterialni kultury u sledovanych bakterialnich

kmenii v biofilmu pri riiznych koncentracich vankomycinu. Graficky vyjadreno v Grafech

20a—d.
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Graf 20a. St. aureus
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Graf 20b. MRSA.
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Graf 20c. St. epidermidis.
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Graf 20d. Enterococcus faecalis.

Ubyvajici denzita a tim i ubyvajici pocet bakterialni kultury ve formé biofilmu je patrna

v koncentracich vankomycinu od 500 mg/l, nejvice pti koncentraci 1500 mg/l, coz

odpovida koncentracim dosazenym uvolnénim vankomycinu z impregnovanych kostnich

v

$tépl. Nejmarkantnéjsi je tento vysledek u kmene St. aureus.

Gentamicin

Tab. 9. Zmeérend denzita odpovidajici mnozstvi bakteridlni kultury u

bakterialnich kmenii v biofilmu pri ruznych koncentracich gentamicinu.

sledovanych

Testovany kmen Negativni Pozitivni kontrola | GEN 1000 mg/I GEN 10 000 mg/I

kontrola (bez ATB,

(bez bakterii, jen bakterie)

denzita

»pozadi®)
St. aureus 0,049 0,416 0,307 0,360
MRSA 0,048 0,227 0,196 0,181
St. epidermidis 0,051 0,324 0,245 0,158
Enterococcus 0,052 0,408 0,425 0,475
faecalis
Salmonella 0,048 0,132 0,109 0,073
Enteritidis
Klebsiella 0,051 0,148 0,098 0,088
pneumoniae
Psedomonas 0,049 0,140 0,075 0,057
aeruginosa
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Z dosazenych vysledktl vyplyva, ze koncentrace gentamicinu uvolnéné z testovanych
nosi¢u antibiotik by nemély podstatny vliv na bakterialni kultury ve formé¢ biofilmu.
K ubytku denzity, a tedy i bakteridlnich kultur ve formé biofilmu dochazelo az

pti vysokych koncentracich gentamicinu nad 1000 mg/I.
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5.4. Diskuse

V prvni Casti experimentalni studie byla hodnocena elu¢ni kinetika vankomycinu
a gentamicinu z vybranych nosi¢u. Piestoze jsou preferovany nosice antibiotik podporujici
kostni regeneraci, byl do studie zafazen také kostni cement obsahujici antibiotika vzhledem
k jeho dlouhodobému pouzivani na ortopedickych pracovistich. Pro klinické pouziti nosi¢t
s antibiotiky je dilezitd nejen elu¢ni kinetika antibiotik, ale 1 vliv téchto nosica
na proliferaci mezenchymalnich kmenovych bunék, proto jsou soucasné diskutovany obé

vlastnosti.

Anagnostakos et al. na podkladé studii deklaruji vylu€ovéani antibiotik z cementu
po dobu 6 — 8 tydni (Anagnostakos et Kelm, 2009). V jiné studii Anagnostakos a kol.
méfili v drénech koncentraci vankomycinu a gentamicinu uvolnénych z cementovych
spacerti nebo cementovych kulicek. Posledni méfitelna koncentrace z kuliek byla zjisténa
13. den, ze spaceru 7. den (Anagnostakos et al., 2009). V pfedkladané studii byla posledni
méfitelna koncentrace antibiotika z cementu prokazana 17. den po impregnaci, zaroven
byla naméfena nejmensi koncentrace antibiotik ve srovnani s ostatnimi nosi¢i. Tento
vysledek podporuje druhou uvadénou (klinickou) Anagnostakosovu préaci. Zaroven
i podporuje teorii, ze antibiotika jsou z cementu uvoliiovana zejména z jeho povrchu
a jejich nejvetsi mnozstvi je uzavieno uvnitt cementu (Lewis et Janna, 2004). Antibiotika
uvnitf cementu mohou byt uvolnéna 1 za nékolik let od implantace endoprotézy
pfi zlomeninach cementového plasté. Subinhibi¢ni koncentrace antibiotik pak vyznamné
zvySuji riziko indukce bakteridlni rezistence (Powles et al., 1998). MnoZstvi uvolnéného
antibiotika miZe zaviset také na zplisobu pfipravy cementu. Vakuové michani, diky
kterému je redukovan vyskyt pért uvnitf cementu, by znamenalo uvoliiovani mensiho

mnozstvi antibiotik. Meyer a kol. ve své praci porovnavaji vylou¢ené mnozstvi antibiotika
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ze 6 komer¢né dostupnych cementt pii vakuovém a klasickém michani. Vakuové michani
znamenalo u 3 cementil snizeni vylou¢eného mnozstvi antibiotik, u 3 cementl zvySené
(Meyer et al., 2011). Kuehn a kol. srovnavali vylu¢ovani gentamicinu z 12 druhti cementt
in vitro po dobu 7 dni a zjistili signifikantni rozdily mezi jednotlivymi cementy (Kuehn
et al., 2005). Nosi¢ neinhiboval proliferaci mezenchymalnich kmenovych bunék, v ptipadé
BM MSC byl jejich pocet dokonce vyssi nez v kontrolni skupiné. Podil na dobré proliferaci
bunék mohla mit nejen nizkd koncentrace vylucovanych antibiotik, ale i prob&hnuti
exotermické reakce cementu pfed vlastnim experimentem mimo vliv na buiiky. Limitaci
experimentalni studie bylo tedy pouziti pouze jednoho cementu - VancogenX (Tecres
S.p.a., Italy). Tento cement byl v dobé realizace studie jedinym na trhu, ktery obsahoval
vankomycin s gentamicinem, coZ odpovidalo zjisténim z pifedchozi klinické studie
pro vybér antibiotik.

Publikované nevyhody kolagennich nosi¢ti zahrnuji delsi degradaci nosice, kratkodobé
vyluovani antibiotik, potencionalni riziko kolagenu jako substratu pro adhezi bakterii,
biologickd reakce na nosi¢, vcetné cirkulace protilatek proti xenogennimu kolagenu
(Friess, 1998). V ptedkladané studii byly koncentrace gentamicinu méfitelné az do 25. dne,
vyS$§i neZz u kostntho cementu. Septocoll vykadzal nejvétsi inhibici proliferace
mezenchymalnich kmenovych buné¢k ze v§ech nosicl. Je predpoklad, Ze Septocoll sloZzeny
z konského kolagenu tvofi strukturu podobnou membrané, pokryva kultiva¢ni misku, coz
vede k nizké perfuzi kysliku, hypoxii, a nakonec ke smrti kultivovanych bunék. Neptiznivé
vysledky z této studie maji paralelu také v klinickych zkuSenostech naseho pracovisté, kdy
po pouziti Septocollu byly pozorovany sekrece z operacnich ran.

Charakter elu¢ni kinetiky gentamicinu z Herafillu pfipominal elu¢ni kinetiku
impregnovanych §tépli s dostatecnymi koncentracemi antibiotika. Nicméné tento nosic

inhiboval proliferaci mezenchymalnich kmenovych bun¢k, vice DPSC. Vzhledem
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k ptfiznivé eluéni kinetice gentamicinu je v klinické praxi doporucovéano posilit
biokompatibilitu Herafillu jeho smichanim s kostnimi §té€py (Coraca-Huber et al., 2014).
Tento postup vyuzivame na naSem pracovisti s dobrymi vysledky.

Spole¢nou nevyhodou jak Septocollu, tak Herafilu bylo, Zze obsahovaly pouze
gentamicin, coz by ovlivnilo pouze 64,2 % patogenii chronické periprotetické infekce dle
piedchozi klinické studie.

Vitoss (trikalcium fosfat) prokazal velmi dobrou elu¢ni kinetiku obou antibiotik, coz
muze mit souvislost s jeho vysokou porozitou (90 %) a tedy impregnaci nosice prakticky
v celém objemu, obdobné jako u pfedoperacné pripravenych nosic¢l. Neékteré studie sice
dokumentuji povzbudivou elué¢ni kinetiku antibiotik z riiznych kalciumfosfatovych nosici
(Stallmann et al., 2006), nicméné byl zaznamenan velky rozdil mezi nosi¢em s a bez
antibiotik. S antibiotiky byla patrna inhibice proliferace BM MSC 1 DPSC obdobné¢ jako
u Herafillu. Navic nékteré studie dokumentuji snizenou aktivitu aminoglykosida
pii nizkém pH, hypoxémii, v pfitomnosti kalcia, magnesia a hyperosmolarité¢ (Baudoux
etal., 2007).

Winkler pouzival lyofilizovanou kost, $t€py byly inkubovéany s roztokem vankomycinu
a tobramycinu 24 hodin, koncentrace antibiotik z kosti byla nejméné 13 dni nad trovni
minimalni inhibi¢ni koncentrace. Médium bylo ménéno kazdych 24 hodin po dobu 10 dni,
dale 13., 15., 20. a 22. den (Winkler, 2000). Winkler a kol. publikovali pouziti Stépa
impregnovanych  vankomycinem a tobramycinem béhem jednodobé revize
pro periprotetickou infekci s povzbudivymi vysledky (Winkler et al., 2008).
V experimentalni studii byly impregnovany $t€py po dobu 30 minut a bylo dosazZeno
srovnatelného elu¢niho Casu, navic pfi takto simulované peroperacni ptipravé je mozné

pfipravit libovolné mnoZstvi nosice s antibiotiky pro konkrétni situaci a tato pfiprava je
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vyznamné levnéjsi. Lyofilizovana kost také vykazovala zna¢nou inhibici proliferace BM
MSC i DPSC bez ohledu na ptitomnost nebo nepiitomnost antibiotik.

Cornu a kol. jako potencionalni pfi¢inu tohoto jevu udavaji lyofilizaci a ozafeni kosti,
které vedou k destrukci organické matrix (Cornu et al., 2000).

Alogenni spongiozni kost samotnd nebo smichana s fibrinovym lepidlem vykazala
srovnatelnou elucni dobu jako kostni cement (stejnou v piipad¢ gentamicinu, kratsi
u vankomycinu) pfi dosazenych vyrazné vysSSich koncentracich. Zaroven byla
zaznamenana 1 dobra proliferacni aktivita BM MSC a DPSC. Ptidani fibrinového lepidla
neprodlouzilo elu¢ni dobu, ale zvysilo méfené koncentrace antibiotik. Witso a kol. zjistili,
ze profil eluce antibiotik z kostnich $tépl se 1i$i podle typu antibiotika, vankomycin se
vylucoval 7 dni (Witso et al., 2000). Ve studiich se uvadi rychla eluce antibiotik béhem
prvnich dvou dni s jejich vysokou koncentraci, kterd mtze byt toxickd pro okolni tkan
(Lewis et al., 2011). Vysoka koncentrace vylou¢enych antibiotik béhem prvnich dvou dnt
byla zaznamenana rovnéZ v této studii, proto byl dale zkouman jeji vliv na bakterialni
kultury a mezenchymalni kmenové buriky.

Byly také zaznamenany vyznamné rozdily v chovani BM MSC a DPSC vici
antibiotickym nosi¢im. Zatimco u BM MSC byla nalezena dle ptfedpokladu sniZzena
proliferace bunék Vv pfitomnosti antibiotik, DPSC reagovali zvySenou proliferaci v ptipadé
antibiotiky impregnované spongiozni kosti, spongidézni kosti s fibrinovym lepidlem
a lyofilizované kosti. Divod tohoto neni zfejmy. Volba DPSC ukézala rozdily mezi
uréitymi typy mezenchymalnich kmenovych bun¢k a pro sviij klinicky vyznam (v ptipadé
antibiotickych nosicit a DPSC [é¢ba infektli ve stomatologii) je jisté¢ podnétem k dalsi
veédecké praci.

V dalsi casti je diskutovan vliv riznych koncentraci vankomycinu a gentamicinu

na proliferaci a viabilitu mezenchymalnich kmenovych bun¢k. Vankomycin je udavan
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ve studiich jako relativné bezpecny pro osteogenni buiiky (Edin et al., 1996). Rathbone
a kol. zkoumali vliv antibiotik na osteogenni aktivitu bunék, vankomycin v koncentracich
do 2000 mg/l pisobil méné nez 25% pokles aktivity alkalické fosfatdzy a obsahu DNA
v osteoblastech (Rathbone et al., 2011). Naproti tomu je popisovan negativni vliv
gentamicinu na osteogenezi (Isefuku et al., 2003, Ince et al., 2007). Gentamicin
v koncentracich mezi 10 a 200 mg/I plsobil 25 — 50% pokles aktivity alkalické fosfatazy
a obsahu DNA v osteoblastech (Rathbone et al., 2011). V experimentalni studii byla
koncentrace obou antibiotik nejvyssi prvni dva dny u vSech nosici, nejmensi u cementu,
nejvyssi koncentrace vankomycinu u alogenni kosti s fibrinovym lepidlem a gentamicinu
u trikalcium fosfatu. V rozporu s citovanymi studiemi dochédzelo k poklesu poctu
mezenchymalnich kmenovych bunék a jejich viability béhem prvnich dvou dni u vysokych
koncentraci vankomycinu. Po 15 dnech se pocty bunék ve vSech skupindch prakticky
vyrovnaly, pokles viability byl relativni vzhledem k tomuto navySenému poctu. BM MSC
se tedy dokdzaly zotavit z piivodniho insultu vysokymi koncentracemi antibiotik. Navic
po 15 dnech ptedpokldddme jiZ minimalni hodnoty koncentraci antibiotik z nosi¢l a BM
MSC by nemély byt antibiotiky dale ovliviiovany. Z hlediska porovnavani studii je nutné
uvést, Ze tato studie sledovala proliferaci a viabilitu mezenchymalnich kmenovych bunék,
zatimco Rathbone a kol. sledovali osteogenni aktivitu - aktivitu alkalické fosfatazy a obsah
DNA v osteoblastech (Rathbone et al., 2011).

V posledni ¢asti experimentalni studie byl zji§tovan vliv antibiotik na planktonické
bakterialni kultury a kultury ve form¢ biofilmu. V ptipadé€ planktonickych forem by byly
ucinné vSechny koncentrace antibiotik ze sledovanych nosi¢li. Nicméné problém
s u¢innosti mize nastat u nékterych kombinaci bakterialnich kultur a antibiotickych nosict,
zejména tam, kde je pfitomen pouze gentamicin. Dale u cementl, opét pokud bychom

pouzili pouze gentamicinovy cementovy spacer, nemusela by uvolnéna koncentrace
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gentamicinu dosahnout minimalni baktericidni koncentrace u Enterococcus faecalis nebo
u nékterych kultur Pseudomonas aeruginosa. Spatné vysledky 1éeby periprotetickych
infekci zplisobené enterokoky byly publikovany Kheirem a kol. (Kheir et al., 2017).
Cunningham a kol. uvadéji ve stejné suvislosti infekty vyvolané Pseudomonas aeruginosa,
Proteus vulgaris a MRSA (Cunningham et al., 2017). V pfipad¢ bakterialnich kultur
ve formé biofilmu vysledky dokumentuji citlivost nékterych bakterialnich kultur na vysoké
hladiny vankomycinu (1500 mg/l), které byly pfitomny v prvnim dnu u impregnované
alogenni kosti s i bez fibrinového lepidla, lyofilizované kosti a také u impregnovaného
trikalcium fosfatu. Zatimco uvolnéné koncentrace gentamicinu by byly na bakterialni
kultury ve formé biofilmu prakticky netcinné (eluce v desitkdch az stovkach mg/l, urcita
citlivost na patogeny v tisicich az desetitisicich mg/l). VySe uvedena zjisténi se mohou
podilet na publikovanych horsich vysledcich 1écby periprotetickych infekci zplisobenych
gramnegativnimi patogeny (Zmistowski et al., 2011). Pfitomnost bakterii v biofilmu
zpusobuje vyznamné snizeni citlivosti k antibiotické 1écbé. SpiSe nez snizena penetrace
antibiotik do biofilmu se za sniZeni citlivosti k antibiotické 1é¢bé povazuje redukovany rist
bakteridlnich kultur (Esposito et al., 2008, Patel, 2005). Subpopulace bakterii se mohou
rovnéz diferencovat do rezistentnich kmenti s expresi specifickych genli rezistence
(Costerton, 2005).

Limitaci této Casti studie je modelace pouze ¢asného biofilmu, ktery Ize vytvofit podle
popsané metodiky v podminkach in vitro. Zraly biofilm Ize do jisté miry vytvofit
na zvifecim modelu, coZ dokumentuje naptiklad studie Heima a kol. (Heim et al., 2015).

Z hlediska limitaci celé experimentalni studie lze uvést obecny problém vsech in vitro
studii, tedy korelace jejich vysledkli v humanni medicing. Vysledky farmakokinetiky jsou
ovlivnény designem studie, zejména frekvenci méfeni koncentraci a mnozstvim média,

které je vymeénovano. Napiiklad Bormann a kol. michali vankomycin, gentamicin
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a tobramycin s demineralizovanou kostni matrix nebo hyaluronatem ve specialné
piipraveném michacim zafizeni. V piipadé¢ vymén celého média (jako v této studii) se
gentamicin a tobramycin kompletné uvolnily po 3 dnech a vankomycin po 14 dnech.
V ptipad€ vymén jen 50 % média zaznamenali inhibici rstu bakteridlni kultury St. aureus
po dobu 56 dni (Bormann et al., 2014). Kiritickymi faktory pro vyslednou lokalni
koncentraci antibiotik, které ve studii in vitro obtizné predikujeme, jsou in vivo stabilita
antibiotik a jejich clearance, tedy pomér mezi uvolnénim z nosi¢e a jejich eliminaci.
V humanni mediciné je moznost méfit koncentraci antibiotik z drénu, ten vSak nelze

ponechat dlouhodob¢ pro riziko ascendentni infekce (Procek et al., 2014).
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5.5. Zavér

Pti syntéze vysledki jednotlivych experimenti studie 1ze 1 pies vyse uvedené limitace

konstatovat, ze nejlepsi vysledky vykazovala impregnovana alogenni spongiozni kost:

- impregnacni metoda obéma antibiotiky je pfenositelnd do klinické praxe peroperacni

ptipravy antibiotickych nosici v mnozstvi dle aktualni potieby,

- zaznamenané elucni koncentrace antibiotik byly dostatecné vysoké, aby byly ucinné
na planktonické bakterie a castecné v ptipad¢ vankomycinu na bakterialni kultury ve formé
biofilmu, netplna ucinnost na vSechny tyto kultury tak klade diraz na odstranéni
implantatu s biofilmem a peclivy chirurgicky debridement pii chronické periprotetické

infekci,

- pfes vysoké inicialni koncentrace antibiotik se mezenchymalni kmenové buniky zotavily
a po 15 dnech jejich pocet byl srovnatelny s kontrolni skupinou, navic v této dobé jiz byla

eluce antibiotik z nosic¢e dokoncena a antibiotika tak dale tyto buiiky neovliviiovala,

- rovnéz cely nosi¢ impregnovany antibiotiky nemél negativni vliv na proliferaci BM MSC

a DPSC,

- doba eluce byla v pfipadé gentamicinu shodnid s kostnim cementem, v pfipadé
vankomycinu kratsi, nicméné nebylo zaznamenano dlouhodobé vylu€¢ovani subinhibi¢nich

malych koncentraci antibiotik a rovnéZ nebyla zaznamenéna rychla eluce antibiotik.
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Ostatni nosice ve srovnani s impregnovanou alogenni spongiézni kosti
Alogenni spongiozni kost s fibrinovym lepidlem:

- ptidani fibrinového lepidla neprodlouzi eluci antibiotik, zvysi hodnotu vyloucené
koncentrace antibiotik, ale ne na takovou vysi, aby byla vice G¢innéj$i na bakterialni

kultury ve formé biofilmu.
Lyofilizovana alogenni kost:

- neimpregnovany i impregnovany nosic¢ s antibiotiky vyznamné omezovaly proliferaci

mezenchymalnich kmenovych buné¢k.
Trikalcium fostat s 90% porozitou:

- pfes velmi dobrou elu¢ni kinetiku obou antibiotik impregnovany nosi¢ s antibiotiky

vyznamné omezoval proliferaci mezenchymadlnich kmenovych bunék.
Kostni cement VancogenX (Tecres S.p.a., Italie):

- nevyhodou je nevstebatelnost nosice, nizké koncentrace vyloucenych antibiotik,
v nékterych ptfipadech na hranici G¢innosti na bakteridlni planktonické kultury, pomérné

velky podil z plivodniho mnoZstvi antibiotik zlistdva nevyloucen v cementu.
Septocoll® E (Biomet, Némecko)

- v ptipadé tohoto nosice byla zaznamenana nejvéEtsi inhibice proliferace mezenchymalnich
kmenovych bunék vzhledem k ostatnim nosi¢im, nevyhodou je i pfitomnost pouze

gentamicinu.
Herafill® beads G (Heraeus, Némecko)

- pfes dobrou elu¢ni kinetiku antibiotik byla také zaznamenéana inhibice proliferace
mezenchymalnich kmenovych bunék, dalsi nevyhou je rovnéz ziizené spektrum Gc¢innosti
pro obsah pouze gentamicinu.
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Dalsimi nélezy ve studii, které nelze jednoznacné vysvétlit jsou odlisné chovani
mezenchymalnich kmenovych bun€k, zejména vystupniovana proliferacni aktivita DPSC
u nekterych nosicll s antibiotiky, a zotaveni mezenchymalnich kmenovych bunék

po inhibici proliferace inicidlnimi vysokymi koncentracemi antibiotik.
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6. Zavereéné shrnuti

Z Gvodni Casti je patrné, ze diagnostika IKN a jeji odliSeni od aseptického uvolnéni
endoprotézy je stale obtizné a neni zaloZeno jen na jednom testu, ale na slozené mozaice
z vice vysetieni. IKN je chapana jako komplexni proces zacinajici bakterialni adhezi
na implantat a tvorbou biofilmu, nasledovany riiznou formou interakce mezi hostitelem,
implantatem, mikroorganismy a jejich produkty, coz ¢ini diagnostiku obtiznou, zejména
v piipadé low-grade infekci. Do diagnostického procesu jsou zapojovana vySetieni
markerd, jak zperiferni krve, tak ze synovie, rozvijeji se vySetfovaci metody
pro identifikaci patogena, jeho citlivosti k antibiotikiim. Mimo mikrobiologickych metod,
vcetné téch, které umozni zjistit vysledek v krat$im Case, jsou do budoucna vyznamné také
genetické metody. Piesnd a rychld diagnostika umozni cilenou 1é¢bu véetné antibiotické
terapie.

V klinické studii byla zdkladni diferencidlni diagnostika mezi aseptickym uvolnénim
a IKN obohacena o prolongovanou kultivaci vice vzorki tkani a vySetfeni sonikatu. Bylo
dosazeno ziskani spektra patogend chronické IKN a jejich citlivosti k antibiotikiim. I pres
dobré vysledky je tfeba dale pracovat na optimalizaci diagnostického procesu, zejména
v piipadech low-grade IKN s vétsim zapojenim vySe uvedenych modernich diagnostickych
metod.

Zjisténi, Ze 96,4 % patogent chronické IKN bylo citlivych ke kombinaci vankomycinu
a gentamicinu, do urcit¢ miry povysuje divod zabyvani se lokalnimi nosi¢i antibiotik
pro moznost vice indikovat jednodobou reimplantaci u TEP na téméf nutnost. Nebot’ jak
jiz bylo uvedeno, celkové podavani glykopeptidii a aminoglykosida je v klinické praxi
velmi nebezpecné kvili vysokému riziku nefrotoxicity a ototoxicity 1 pies peclivy
monitoring hladin antibiotik v séru. I pies fadu védeckych praci na toto téma International

Consensus Meeting on Musculoskeletal Infection 2018 deklaruje, Ze neni dostatek dat
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o lokalni antibiotické 1écbé. Zjisténi experimentalni studie, Ze nejlepsi vysledky ohledné
farmakokinetiky a vlivu na mezenchymalni kmenové buiiky byly vyhodnoceny u alogenni
spongidzni kosti impregnované témito antibiotiky, je sice slibné, ale stale se jedna o studii

in vitro a je tieba ve vyzkumu pokracovat.
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