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ABSTRAKT

Vymeéna kycelniho a kolenniho kloubu piedstavuje neodmyslitelnou ¢ast ortopedie.
S nartistajicim poc¢tem primarnich operaci ovSem nartista také pocCet pooperacnich
komplikaci. NejcastéjSim divodem je hluboka infekce totalni kloubni ndhrady, ktera patii
k nejobtiznéji fesitelnym komplikacim této jinak velmi GispéSné operace.

Prvni ¢ast této prace se zabyvala stanovenim primarni odolnosti 14-ti typa
nejcastéji uzivanych alopatickych material, resp. jejich povrchovych uprav viaci
bakterialni kolonizaci mikrobialnimi agens (Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis a Escherichia coli).
Studované materidly zahrnovaly kovové slitiny na bazi CoCrNo, FeNiCr a Ti6A14V
aplikované pro nosné casti implantatu; dale polymerni a keramické materialy
reprezentované ultravysokomolekularnim polyethylenem (UHMWPE) a oxidem hlinitym
(AlbO3) vyuzivané na konstrukce kluznych c¢asti. Cilem bylo stanoveni relaci mezi
povrchovou drsnosti a citlivosti vii¢i kolonizaci bakterialnimi agens pro dany typ materialu
a dale sledovani chovani jednotlivych mikrobialnich agens na riznych materidlech a
posouzeni jejich afinity k danému typu materidlu. Bylo zjiSténo, ze drsnost povrchu je
urcujicim faktorem pfi tvorbé biofilmu bez ohledu na typ materialu v ptipadech kmenti E.
coli, Enterococcus a P. aeruginosa, zatimco S. epidermis a hlavné S. aureus pomérné velmi
dobte adheruji na vSech typech materialti bez ohledu na povrchovou drsnost materidlu.
Bylo prokazéano, Ze S. aureus ma vyssi afinitu spiSe ke kovovym materialtim, dale také
k Al,O3 nezk UHMWPE. Dalsi strategii, ktera se stale vice dostava do popiedi védeckého
zajmu, je pokryvani implantatd bioaktivnimi vrstvami, které zvysuji biokompatibilitu a
osteointegraci daného implantitu a mohou také plnit antibakteridlni funkci
inkorporovanim nebo navdzanim antibiotik. Proto se druhad cast predkladané prace
zabyvala biologickym hodnocenim nanostrukturovanych kolagen-hydroxyapatitovych
vrstev obsahujicich vankomycin a gentamicin a vytvofenim korelaci mezi jejich
fyzikalnimi a biologickymi vlastnostmi. Tyto kompozity s fizenou eluci antibiotik
prokazaly vyznamné snizeni citlivosti vii¢i kolonizaci rezistentnimi bakterialnimi kmeny.
Svym slozenim a strukturou navic imituji slozeni redlné kosti a jsou netoxické pro
organismus.

Klicova slova: Aloplastické materidly, infekce kloubnich nahrad, biomaterialy, bakterialni

kmeny, drsnost povrchu, ortopedické chirurgie



ABSTRACT

Total hip and knee arthroplasty surgeries form an integral part of orthopaedic
practice. With an increase of the primary arthroplasty surgeries performed, comes also an
increase in the number of complications. The most common complications of these
otherwise very successful procedures is periprosthetic joint infections which are also one
of the most difficult to treat.

In the first part of the study, we evaluated the primary bacterial resistance of the 14
most commonly used materials in the construction of joint prostheses. More specifically,
we concentrated on how their surface treatment resists colonisation by specific bacterial
species (Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa,
Enterococcus faecalis and Escherichia coli). The studied materials included metal alloys
that are commonly used in the weight bearing parts of implants - CoCrNo, FeNiCr and
Ti6A14V - but also polymeric and ceramic materials used in the bearing materials,
represented by ultra-high-molecular-weight polyethylene (UHMWPE) and aluminium
oxide (Al203). Our aim was to assess the relationship between material surface roughness
and the sensitivity to colonisation by specific bacterial strains and to evaluate their affinity
to different materials. Previous studies have proven that the roughness of a material surface
is a key factor in biofilm formation by E. coli, Enterococcus and P. Aeruginosa species
without any differences in the type of material. Meanwhile, S. epidermis but mainly S.
aureus have been shown to adhere well to all materials without any relation to their surface
roughness. It has been proven that S. aureus has the highest affinity to metallic materials
followed by Al,O; and then UHMWPE. Another treatment strategy that is gaining
increasing scientific interest is the covering of implants with bioactive materials which
increases biocompatibility and osseointegration while also having an antibacterial function
by incorporating or binding antibiotics inside them. Therefore, the second part of this
presented study concerned the biological evaluation of nanostructured collagen-
hydroxyapatite layers containing vancomycin and gentamycin antibiotics and finding
possible correlations between their biological and physical properties. These materials with
controlled antibiotic release (elution) showed minimal sensitivity to colonisation by
bacterial species. Furthermore, their composition and structure mimics the composition of

real bone and they are not toxic to the organism.

Keywords: Aloplastic materials, periprosthetic joint infections, biomaterials,

bakterial strains, surface roughness, orthopaedic surgery



1. Uvod a cile prace

Vyména kycelniho a kolenniho kloubu zaznamenala velky pokrok, a to
v celosvétovém meétitku. Podle zpravy OECD (Organizace pro hospodaiskou spolupraci a
rozvoj) z roku 2013 pocet téchto ortopedickych operaci v posledni dekadé rapidné narostl.
Zatimco nartist po¢tu implantaci ndhrad kycelniho kloubu dosahl 30 %, u vymény
kolenniho kloubu se tento pocet dokonce zdvojnasobil. Vyvojem novych operacnich
postupil a materiali se z implantovani kloubnich néhrad stala vysoce Uspésna lécebna
metoda, ktera prodluzuje kvalitni aktivni Zivot naich pacientii. V Ceské republice se podet
totalnich endoprotéz kycelniho kloubu rapidné zvysil, a to z 6.902 ptipadii v roce 2004 na

15.829 operaci v roce 2018 (Narodni registr kloubnich ndhrad (NRKN)).

Se zvySujicim se poftem primarnich operaci narlsta také pocet pooperacnich
komplikaci zejména v dlouhodobém horizontu. ZvySuje tedy i pocet reviznich operaci,
které tyto komplikace fesi. Data NRKN uvadi, ze v Ceské republice bylo v roce 2004
provedeno 1.091 revizi kycelnich kloubtli a v roce 2018 se pocet téchto revizi zvysil na
1.590. Dle poslednich dat NRKN z roku 2018 je 386 revizi z celkového poctu 2.293 revizi
kycelnich a kolennich kloubt pravé z divoda infekénich komplikaci, coz ¢ini 16,83%. 1
ptes dodrZeni vSech perioperacnich zasad asepse a antibiotickou profylaxi ¢ini incidence
hluboké infekce kloubnich nahrad 0,99 % (Dale et al. 2012, Lindeque et al. 2014). AC se
nejednd o vysoké procento, tyto infekéni komplikace prodluzuji hospitalizaci pacienta,
ktery proto podstupuje opakované ortopedické vykony (Kraay et al. 2005, Toms et al.
2006). Zmistowski et al. 2013 uvadéji dokonce az pétindsobné zvySeni mortality u pacientli
po revizi kloubni ndhrady, a to pravé z divodi infekénich komplikaci. Dal§im negativnim
aspektem tohoto problému je nemala ekonomické zat€z. Napiiklad v USA dosdhly naklady
na feSeni jednoho pfipadu reimplantace nahrady kycelniho kloubu z diivodu infekce

v priméru az 93.600 USD (Kurtz et al. 2012), tedy cca 2.150.000, - K¢. Z dat dostupnych



na L. Ortopedické klinice FN Motol, stoji jen na pfimych nakladech (hospitalizace, 1éky,
operacni vykon, krevni derivaty, implantaty) kazda takova revizni operace okolo 400.000,
- K¢. V této Castce vSak neni zapocitana nasledna rehabilitace, lazeniska 1écba a naklady

spojené s ndvratem pacienta do bézného zivota.

Podle progndzy vyvoje poétu implantaci v Ceské republice (vztazeno pouze na
nahrady velkych kloubt) vypracované Ceskou spolecnosti pro biomechaniku dojde do
roku 2050, s ohledem na demograficky vyvoj, k narstu poctu implantaci kloubt ptiblizné
0 100 % (Jelen 2014). D4 se ptedpokladat, ze tento nartist s sebou pfinese rovnéz zvyseni
poctu pripadii pooperac¢nich komplikaci. Spole¢enska poptavka po trendu zvySovani
kvality Zivota vnemoci i v pokro¢ilém véku je vyzvou pro materidlové inzenyry,
farmakology a lékafe pifi vyvijeni novych materidld a léCebnych postupti. Proto
problematika infekci totalnich kloubnich nahrad ziskéva stale vice na vyznamnosti, a to

jak v ortopedické praxi, tak i v celospolecenském méftitku.



Hlavni a dil¢i cile prace

Bakterialni kolonizace povrchu implantatu byla popsana jiz v 80. letech 20. stoleti.
Nasledna tvorba biofilmu na povrchu implantitu je povazovana za klicovy moment
patogeneze infekce kloubnich nédhrad. Citlivost jednotlivych material, znichz se
endoprotézy vyrabi, k bakterialni kolonizaci je riznd. Na zdkladé provedené literarni
reSerSe v této oblasti vyzkumu je mozné konstatovat, Ze literatura porovnava jen nékteré
typy materiald, a navic s malym poctem mikrobidlnich agens. Neni tedy mozné stanovit
vycCet miry rizika jednotlivych materiali a jejich povrchovych uprav v unifikovaném
prostiedi tak, aby bylo mozno komplexné porovnat citlivost téchto materialti ve vztahu ke

kolonizaci.

Cilem této predkladané prace je testovani 14 typu nejCastéji uzivanych
aloplastickych materiall in vitro v jednotnych podminkéch mikrobiologické laboratoie a
stanoveni primarni odolnosti jednotlivych aloplastickych materiald vaci bakteridlni
kolonizaci ve vztahu k jejich riznym povrchovym upravam. Studium zahrnuje testovani
kovovych slitin na badzi CoCrMo, FeNiCr a Ti6A14V a jejich aplikaci na nosnou ¢ast
implantatu. Pfedmétem testovani jsou také polymerni a keramické materialy
reprezentované ultravysokomolekularnim polyethylenem a oxidem hlinitym, které se
vyuzivaji na konstrukce kluznych tj. artikulacnich ¢asti, tj. artikula¢ni vlozky kloubni
jamky a kloubni hlavice. Studované materidly jsou testovany ve formé riznych uzivanych
povrchovych uprav a s cilenou kontaminaci mikrobidlnimi agens, kterd se nejcastéji
vyskytuji pii  hlubokych infekcich totalnich nahrad (Staphylococcus —aureus,
Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis a
Escherichia coli). Jsou to zastupci jednotlivych skupin vyznamnych z hlediska klinické

mikrobiologie, které jsou spojené se schopnosti tvofit biofilm a zpisobovat infekce

10



implantatd. Soucasné jsou to kmeny, u nichz je dobie znam zpisob tvorby biofilmu a jsou

vypracovany modely pro praci s jejich biofilmem.

Mezi dalsi strategie, které se stale vice dostavaji do poptedi védeckého zajmu, patii
pokryvani implantatd bioaktivnimi vrstvami. Tyto vrstvy maji za ukol zlepSeni
biokompatibility a zvySeni osteointegrace dané¢ho implantatu, didle mohou byt rovnéz
farmakologicky aktivni a plnit napf. antibakteridlni funkci inkorporovanim nebo

navazanim antibiotik, antiseptik, organickych molekul nebo anorganickych iontt.

Duraz je kladen na statistické vyhodnoceni vSech provedenych analyz a jejich
interpretaci. Na zéklad¢ poznatki z odborné literatury a klinické praxe o aplikacnich
vlastnostech téchto pouzivanych materialti jsem si stanovil nasledujici hypotézy:

- drsnost povrchu je urCujicim faktorem pii tvorbé biofilmu bez ohledu na typ
materialu,

- hodnoceni citlivosti povrchu jednotlivych typi aloplastickych materialti vici
bakterialni kolonizaci s pouzitim pouze jednoho typu bakteridlniho agens muiize
byt zavadégjici, a proto je nutné ke komplexnimu hodnoceni pouzit vice typt
bakterialnich izolati

- citlivost vii¢i kolonizaci je moZné vyznamné snizit nanesenim farmakologicky
aktivni vrstvy na povrch materiald, které imituji sloZeni a strukturu redlné kosti
a jejichz osteointegracni potencial je ptes zvySenou afinitu k infekci pro vyvoj
aloplatiky nepostradatelny.

Za hlavni cil si tato disertacni prace klade potvrzeni vySe uvedenych hypotéz, a to
pfedev§im pomoci experimentalni analyzy, kterd zahrnuje studium fyzikdlnich a
biologickych vlastnosti danych materialt. K dil¢im ciltim této disertacni prace, které maji

prispét k potvrzeni stanovenych hypotéz, patii:

11



- stanoveni relace mezi povrchovou drsnosti a citlivosti vaci kolonizaci
bakteridlnimi agens pro dany typ materialu,

- sledovani chovani jednotlivych mikrobidlnich agens na riznych materidlech a
posouzeni jejich afinity k danému typu materialu,

- biologické hodnoceni elektrostaticky zvlaknénych kolagen-
hydroxyapatitovych vrstev obsahujicich vankomycin a gentamicin,

- vytvofeni korelace mezi fyzikdlnimi vlastnostmi a vysledky testti biologického

hodnoceni (in vitro).

Predkladana disertacni prace je usporadana do Ctyt zdkladnich kapitol. Po obecném
uvodu a definovani cilt prace nasleduje teoreticka Cast, kterd se zabyva popisem a
charakteristikou materialii pouzivanych v konstrukci kloubnich ndhrad. Déle se tato ¢ast
vénuje hluboké infekci kloubnich nédhrad, infekénim agens a mechanismem jejich
pusobeni. Nasledujici ¢ast se zaméfuje na moznosti prevence infekce v prubéhu
perioperacniho obdobi, a to pomoci pasivnich a aktivnich povrchovych Gprav implantata.
Tteti kapitola popisuje prubéh samotné experimentalni prace — studované materialy,
pouzité analytické metody, dosazené vysledky a diskuze. Zavérecna, ctvrta kapitola

shrnuje zhodnoceni cilii a hypotéz prace.

12



W r

2. Popis soucasného stavu poznani FeSeného tématu
2.1. Materialy pouzivané pro ortopedické aplikace

Jednim ze zakladatelli aloplastiky kycelniho kloubu byl britsky chirurg John
Charnley, ktery jako prvni jiz vroce 1962 zkonstruoval a pouzil jamku
z ultravysokomolekularniho polyethylenu (UHMWPE) v kombinaci s kovovym diikem
zavedenym do stehenni kosti. Zasadni inovaci bylo to, ze komponenty byly fixovany
kostnim cementem na bazi polymethylmetakrylatu (PMMA). V byvalém Ceskoslovensku
byla prvni endoprotéza této ,.klasické*” konstrukce, implantovana v roce 1969.

Pii konstrukci a vyvoji implantati je kladen diiraz na mechanické vlastnosti
(pevnost, pruznost, taznost). Z hlediska vyroby je dilezitd zpracovatelnost do
pozadovaného tvaru. Témto pozadavkim, co se ty¢e nosnych ¢asti implantatu (Obr. 1A),
vyhovuji v sou€asnosti hlavné nasledujici tfi skupiny kovovych materiali (Gurappa 2002):

1) austenitické korozivzdorné oceli - FeCrNi, FeCrNiMo
2) kobaltové slitiny - CoCrMo, CoCrNiMo

3) titan a jeho slitiny TiAlV, TiAINb

Polymery, jako jiz vySe zminény UHMWPE, a keramické materidly na bazi oxidu
zirkonicitého (zirkonia — ZrO;) nebo oxidu hlinitého (alumina - Al,O3) jsou vyuzivany na
kostrukei kluznych ¢€asti, tj. artikulacni vlozka kloubni jamky (Obr. 1B) a kloubni hlavice
(Obr.1C). Dalsi z fady keramickych materialt je hydroxyapatit (HA), ktery je aplikovan
predevsim ve formé nastfiku na klasické kovové materialy ke zvySeni osteointegraéniho
potencidlu implantatu (Obr. 1D).

Tyto materidly se vzajemné 1i$i jak v chemickém sloZeni, tak v mechanickych
charakteristikdch (Tab. 1). Nicméné¢ vSechny vykazuji optimdlni vlastnosti

(biokompatibilita, modul pruznosti a odolnost proti otéru) pro specifické biomedicinalni
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aplikace. Velmi klicova je z pohledu biomateriali jejich korozni odolnost a biologicka

kompatibilita (Hanawa 2002).

Obr. 1. Priklad kycelniho primoimplantatu od firmy BEZNOSKA s.r.o.

(http://www.beznoska.cz/product/necementovany-drik-tep-kycelniho-kloubu-typ-sf/)

A1) Cervikokapitalni necementovany diik typu SF z titanové slitiny Ti6Al4V

A2) Plast’ necementované jamky typu SF z titanu

B) Artikula¢ni vloZka necementované jamky typu SF z UHMWPE

C) Kloubni hlavice z keramického materialu BIOLOX®delta od firmy CeramTec —
smésny disperzni keramicky material na bazi aluminy a zirkonia

D) Bioaktivni HA nastiik pro sekundarni fixaci osteointegraci
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Tabulka 1. Mechanické vlastnosti kosti a materialii pouzivanych pro ortopedické aplikace

(Helsen a Breme 1998, Bohner 2000, Black a Hastings 1998, Malito et al. 2019,

https://www.azom.com/article.aspx? ArticleID=1341# Fracture Toughness).

Material Youngiv modul Pevnostvtahu  Pevnostvtlaku Lomova
(GPa) (MPa) (MPa) houZevnatost
(MPa.m'?)
Kost kortikalni 14-20 50-150 170 — 193 2-12
spongiozni 0,05-0,5 10-20 7-10 0,1
Austeniticka ocel 190 500 — 950 600 112 -278
Kobaltova slitina 210 665 — 1277 655 120 — 150
Titanova slitina 120 860 — 1140 860 60— 100
Titan 110 300 — 740 550
Alumina 390 310 3900 5,2
Zirkonia 205 420 3000 12
Hydroxyapatit 80-110 50 400 —900 0,7-1,2
UHMWPE 0,88 35-40 - 44-6,4

2.1.1. Kovové materialy

Austenitické korozivzdorné oceli obecnych vzorci FeCrNi, FeCrNiMo obsahuji

legujici prvky, kterymi jsou nikl (Ni), molybden (Mo), mangan (Mn) a kiemik (Si). Jejich

pouzité mnozstvi musi byt spravné vyvazeno, aby bylo docileno austenitické struktury.

Zakladnim typem austenitickych korozivzdornych oceli je ocel obsahujici 18 % chromu

(Cr), 9 % niklu pti obsahu uhliku kolem 0,08 %, poptipad¢ obsahuje od 9 do 19 % manganu

s moznou kombinaci piimési dusiku az do 0,5 %, jako ndhradou za nikl. Upravou

chemického slozeni, co do obsahu uhliku tak i legujicich prvkil, lze u austenitickych

korozivzdornych oceli vylepsit mechanické vlastnosti, obrobitelnost nebo odolnost proti
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praskani svard, dale celkovou korozni odolnost, odolnost proti mezikrystalové, bodové a
Stérbinové korozi a odolnost proti koroznimu praskéni (Steinemann 1999).

Slitiny na bazi kobaltu jako CoCrMo (Aherwar et al. 2016) jsou vyuzivany po
mnoha desetileti diky svym korozivzdornym vlastnostem, které souvisi s povrchovou
pasivaci (Valero-Vidal et al. 2012). V soucasnosti jsou vyuzivany v piipadech variant
kluzné ¢asti kov na kov. Zakladnim prvkem je kobalt (Co), dale obsahuji 25 — 30 hm. %
chromu (Cr) a obsah molybdenu (Mo) se pohybuje kolem 6 hm. % (Toh et al. 2018).

Titan a jeho slitiny TiAlV, TiAINb. Pro fadu aplikaci nejsou mechanické vlastnosti
Cistého titanu dostatecné, proto se pouzivaji jeho slitiny. Ty patii v soucasné dob¢ k
nejpouzivanéj§im materialim pii konstrukci ortopedickych a dentalnich implantatt. Stale
frekventovangji pouzivané jsou slitiny s obecnym vzorcem TiAlV (Elias et al. 2008),
puvodné vyvinuté pro letecky a kosmicky primysl. Nejcastéji pouzivana je slitina
Ti6Al4V. Existuji 4 stupné Cistoty v zavislosti na obsahu zeleza a kysliku. Excelentni
korozni odolnost je dana snadnou tvorbou pfirozené odolné pasivni vrstvy oxida titanu.
Pravé tato vrstva, jejiz tloustka se pohybuje kolem 4 nm, je zodpovédna nejen za
chemickou stabilitu, netecnost, korozni rezistenci ale také za biokompatibilitu
(Kirmanidou et al. 2016). Titanové slitiny se vyznacuji dobrymi mechanickymi
vlastnostmi, predevs§im kombinaci vysoké pevnosti s nizkou mérnou hmotnosti. Jak je
patrné z Tabulky 1, hodnota Youngova modulu pruznosti titanu a jeho slitin se vice blizi
kosti, nez je tomu v ptipadech austenitické oceli a kobaltovych slitin. Titanové slitiny na
rozdil od nich dokézi 1épe redukovat ,,stress-shielding* (nevhodny pfenos napéti na kostni
tkan). SniZzeny ptenos napéti v disledku vede ke snizovani kostni hmoty v periprotetické
oblasti a riziku uvolnéni implantatu nebo zvySené nachylnosti ke zlomenindm.

V porovnani s kobaltovymi slitinami vSak vykazuji horsi frikéni a otérové vlastnosti. Proto
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nejsou piili§ vyuzivany v ptipadech, kdy je pozadovana vyssi tvrdost a otérova odolnost

(Dolinar et al. 2018).

2.1.2. Polymerni materialy

Kovova nebo keramicka hlavice totalni endoprotézy se pohybuje v polymerni jamce.
Ta je vyrdbéna ze specidlniho polymeru— ultravysokomolekuldrniho polyethylenu
(UHMWPE), ktery je v souCasnosti povazovan za zlaty standard mezi materidly
pouzivanymi v ortopedické praxi (Sobieraj a Marwin 2018). UHMWPE predstavuje
nejzatézovanéj$i, a tudiz nejopottebovanéjsi ¢ast kloubni nahrady. K poskozeni polymeru

dochazi ptredevsim dvéma mechanismy:

1. otérem
2. oxidativni degradaci

1) Pfi pohybu kovové ¢i keramické komponenty v jamce se z povichu UHMWPE
uvolnuji mikroc¢astice, které stimuluji zanétlivou reakci. Tento proces se Casto
oznacuje jako polyetylénova choroba s tvorbou polyetylénového granulomu.
Proces imunitni reakce je velmi slozity a vede ve finalni fazi k aktivaci
osteoklasti, které zptisobuji osteolyzu v okoli implantatu. Ta v disledku vede k

uvolnéni fixaéni komponenty a tvorbé defektti kostniho ltizka.

2) Oxidativni degradace je charakterizovana reakci volnych radikalt polymeru (které
vznikaji ucinky ionizujiciho zateni v pribéhu modifikace polyethylenu s kyslikem. Tyto
reakce vedou ke Sté€peni fetézcl polyethylenu a zhorSuje se jeho pevnost. Stav mize v
krajnim ptipad¢ vést az k desintegraci jamky. V kazdém ptipad¢ vSak oxidativni degradace
akceleruje proces otéru a dochazi tak k rychlejSimu opotifebeni komponenty. Zbytkové
radikaly se odstranuji tepelnou Upravou v inertni atmosféfe za piesné¢ definovanych
podminek nebo pfidanim stabilizatoru (nejcastéji vitaminu E). Poslednim krokem uprav je
sterilizace, zde je dilezité zvolit spravny sterilizac¢ni postup (Kinnari et al. 2010). Vhodna
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kombinace ozafovani, tepelnych uprav a sterilizanich postupli je klicem k piiprave
V soucasné dob¢ se stile vice objevuji prace zabyvajici se chemickou modifikaci
UHMWPE pro zvysSeni jeho oxidac¢ni a otérové rezistence. Galliera et al. 2019 pouzili
vitamin E (a-tokoferol), ktery ma na chromanovém kruhu jednu hydroxylovou skupinu,
ktera je donorem vodikovych protonil. Pfenesenim vodiku z fenolové skupiny na volny
peroxiradikal (vznikajici v molekule UHMWPE radiaci) dochéazi k blokaci radikalové
fetézové reakce. Ren et al. 2019 pouzili jako antioxidant polyfenoly obsazené v ¢aji, u
kterych prokazali, vyssi antioxidaéni kapacitu v porovnani s vitaminem E. Jinou strategii
vyuzili Salari et al. 2019, ktefi pidali do UHMWPE nanocéstice hydroxyapatitu a zirkonia
(oba 10 hm.%). Takto ptipraveny nanokompozit vykazal narust pevnosti o 45% a redukci

frikéniho koeficientu az o 64%.

2.1.3. Keramické materialy

Keramické materialy nalezly své uplatnéni v ortopedii diky vybornym mechanickym
vlastnostem a vysoké otéroveé rezistenci (Zeng 2008). Mezi nejvice pouzivané materidly,
pro kluzné ¢asti totalni endoprotézy v podobé keramické hlavice, patii alumina (Zeng
2008). Vysoce kvalitni material medicinalni tfidy (medical grade) byl postupné vyvijen od
70. do 90. let 20. stoleti, kdy dosédhl pozadovanych mechanickych vlastnosti. V urcitych
ptipadech je pouzivana oxidova smiSend nebo disperzni keramika, ktera se pfipravuje ze
smési riznych zakladnich typd keramickych materidlti ur€enych konkrétné€ pro vylepSeni

a optimalizaci urcitych vlastnosti (http://www.beznoska.cz/product/necementovany-drik-

tep-kycelniho-kloubu-typ-st/). Mezi ptiklady patii oxid zirkonicity zesileny oxidem

hlinitym (ATZ) a oxid hlinity zesileny oxidem zirkonicitym (ZTA). Jednim z pozitivnich

efekta zesileni jednoho oxidu druhym je dosazeni lepSich pevnostnich vlastnosti. Existuji
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materidly ZTA, které dosahuji pevnosti v ohybu 1350 MPa a pevnosti v tlaku ptes 4700
MPa.

Jiné moznosti pouziti keramickych materiali v bioimplantologii je jejich aplikace ve
formé nastiiki na povrch implantatu. Nejcastéji pouzivané jsou kalcium fosfaty, zalozené
na ternarnim systému CaO-P,0s-H>O (Dorozhkin 2009), které jsou reprezentovany
predevsim HA. Tyto biokeramické materidly obecné¢ vykazuji vysokou kiehkost, ptiblizné
o dva tady niz8i hodnoty lomové houzevnatosti v porovndni s kovovymi materidly (viz.
Tab.1). Jejich pouziti pro vysoce-zaté¢zové aplikace je siln¢ limitovano. Diky svému
sloZeni a struktufe, které imituji kostni mineral, vykazuji vysokou biokompatibilitu. Proto
jsou aplikovany predevsim ve formé néstiiku na mista kovovych ¢asti implantatu, ktera
jsou ve styku s kostni tkani pro zvyseni jeho osteointegrace (Dorozhkin 2011). Nejcasté&ji
byva v podobé¢ nasttiku aplikovan pravé HA (Dorozhkin 2012), jehoz prvni pouziti se
datuje do roku 1976 (Sudo et al. 1976).

V praxi se muzeme setkat s fadou nepfiznivych efektd, které limituji zivotnost
implantovan¢ho materialu, jako je infekce, aseptické uvolnéni nebo nedostatecné vhojeni

(osteointegrace) implantatu.

2.2. Hluboka infekce kloubnich nahrad

Pacient podstupujici implantaci jakéhokoli protetického implantatu je vystaven
probléml spojeny s implantologii. Problematiku infekce kloubnich ndhrad je mozné
studovat z riznych hledisek jako etiologie, patogeneze, lokalizace, délka trvani, rozsah,
mikrobidlni etiologie a dalSi. Pfi revizich kloubnich nahrad jsou u 48 % az 56 %
pozitivnich nalezt identifikovatelné Staphylococcus aureus a Staphylococcus epidermidis

(Garvin et al. 1999). U dalSich testovanych mikrobu Pseudomonas aeruginosa,
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Enterococcus faecalis a Escherichia coli se frekvence vyskytu pohybuje v rozmezi 3 % az
5 % pozitivnich kultivaci. (Aggarwal et al. 2014, Sinha 2002). Tyto mikroby zaroven patfi

vvvvvvvv

Jahoda et al. 2004).

2.2.1. Vznik biofilmu a ,,zavod o povrch*

Jiz v 80. letech minulého stoleti popsal Gristina et al. (Gristina a Costerton 1985,
Gristina 1987) bakteridlni kolonizaci povrchu implantatu. V roce 1988 (Gristina et al.
1988) navrhl koncept: “race for the surface — zdvod o povrch”, ve kterém soutézi
hostitelské buiiky s bakteriemi o to, kdo dfive povrch obsadi. Model vSak byva c¢asto
kritizovan, nebot’ bere v uvahu celou skalu zjednoduseni, statické podminky a vykazuje
nizkou kapacitu pro predikci infekce v konkrétnim piipadé. Kolonizace povrchu je
mnohem komplikovangjsi a doposud neni plné objasnéna (Costerton et al. 1999, Costerton
et al. 2005, Foster et al. 2014, Katsikogianni a Missirlis 2010, Laverty et al. 2013, Stoodley
et al. 2011). Faktory, které cely proces ovliviiuji, jsou prehledné¢ uvedeny v Tabulce 2
(Campoccia et al. 2013).

Proces kolonizace ma dv¢ zékladni faze: reverzibilni a ireverzibilni. Prvni (vratnad)
faze je mechanicky a biologicky mén¢ stabilni nez faze ireverzibilni. Interakce v této fazi
jsou nespecifické a zavisi na vlastnostech povrchu implantovaného materialu a adhezinech
bakterii (viz. Tab.2). Faze ireverzibilni (adhezivni) se tykda molekularnich a bunéénych
interakci blizce sptiznénych s expresi specifickych genli navazanych bakterii (Laverty et
al. 2013) pro vytvoteni prvotni ochranné bariéry (hlen), kterd nasledné vede k vytvoieni
biofilmu (Foster et al. 2014). Biofilm je tvofen bakterialnimi buiikami, které jsou navzijem
propojeny hostitelskymi proteiny (kolagen, fibrin, proteoglykany) a ulozeny v
extracelularni matrix polysacharidového charakteru vytvotrené bakterialnimi buiikami, tzv.

glykokalyx.
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Tabulka 2. Faktory ovliviujici adhezi a kolonizaci bakterii na povrchu biomateridlu

(Campoccia et al. 2013).

Fyzikalné-chemické vlastnosti

materialu implantatu

Makro- a mikroporosita

Mikro- a nanodrsnost

Povrchova energie

Hydrofilita

Hydrofobicita

Polarni a nepolarni funkéni skupiny
Funk¢ni skupiny se specifickou aktivitou

Stupen hydratace

Podminky prostredi

Slozeni elektrolytu

pH

Teplota

Proteiny a adheziny hostitele
Viskozita

Rychlost toku média

Patogeny

Gram pozitivni a gram negativni
Genotyp

Tvar bakterie

Povrchova energie

Typ kmene a specifikace expresnich adhezinti

Bakterie v biofilmu spolu navzajem komunikuji pomoci latek blizkych hormonim a

vytvareji signalizacni systém nazyvany ,,quorum sensing®. Jiz prvotni ochranna bariéra a

nasledné 1 biofilm zplsobuji nejen rezistenci bakterii vii¢i imunitnimu systému hostitele,

ale komplikuji 1 prinik antimikrobidlnich a vyzivovych latek do kosti (Fux et al. 2005).

Reverzibilni faze je tedy jakési Casové ,,0kno prilezitosti“ pro inhibici vytvofeni
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bakteridlniho biofilmu a nasmérovani osteointegrace a hojeni k pozitivnimu vyvoji, viz.

Obr. 2 (Gallo et al. 2014, Katsikogianni a Missirlis 2004, Vuong a Otto 2002).

okno prileZitosti

reverzibilni ireverzibilni
etapa etapa
- S ‘
pocatecni  expanze proliferace rezistence

interakce Monovrstvy

povrch | implantatu

Obr. 2. Model tvorby biofilmu na povrchu implantatu; adaptovano dle (Gallo et al. 2014,
Katsikogianni a Missirlis 2004, Vuong a Otto 2002).

RovnéZz funkce mezenchymadlnich bun€k v procesu osteointegrace neni plné
pochopena. Predpoklada se, Ze hostitelské buniky navazané na povrchu implantéatu fidi cely
proces tak, aby doSlo k regeneraci a remodelaci kostni tkané¢ a zabranéni bakterialni
kolonizaci (Busscher et al. 2012).

Nicméné ani uspéSna osteointegrace neni zarukou eliminace dlouhodobého pieziti
bakterialnich kolonii. Mezi nej€astéjsi bakterialni agens zpiisobujici infekci kloubnich
nahrad patii Staphylococcus aureus, ktery se vyznacuje vysokou metabolickou aktivitou a
které umoznuji jeho vysokou adaptabilitu (Nish a Medzhitov 2011). Staphylococcus
aureus vykazuje rovnéZ vysokou schopnost adherence k extracelularnim proteiniim, coz je

rozhodujicim faktorem vedoucim k ¢asné a rychlé kolonizaci. Druha skupina faktori, jako
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jsou protein A a leukocidin, mu pomaha paralyzovat vlastni obranyschopnost hostitele.
Tteti skupina faktorQ (enterotoxin, exfolianty apod.) spolu s vySe zminénymi umoznuji
Staphylococcus aureus pronikat do bunck hostitele, kolonizovat tkan¢€ a persistovat v
téchto tkanich i po odeznéni bakteriemie. Dle Bosse et al. (Bosse et al. 2005) je schopen
tento Staphylococcus aureus ptezivat v kulturach osteoblasti mnoho let a tento zptisob
pfezivani se nazyva “Internalization of Bacteria by Osteoblasts”. K dlouhodobému
ptezivani dochazi v jeho metabolicky alterovaném stavu, tzv. ,small colony variants* a
pii jakémkoliv oslabeni organizmu pacienta muze dochdzet k uvoliiovani bakterii z
osteoblasti a zptisobovat rekurenci chronické osteomyelitidy. K dal$im vyznamnym
patogennim bakteridlnim kmendm patii Staphylococcus epidermidis, G+ kok typicky
puvodce katétrovych sepsi, a mj. subakutnich infekci implantatli, ktera ma souvislost s
»aseptickym uvolnénim®. Pseudomonas aeruginosa, zastupci G- nefermentujicich bakterii
spojovanych s tvorbou biofilmu. Tato skupina bakterii je obecn¢ spojend s vétsi odolnosti
k antibiotikim. Enterococcus faecalis, dalsi zastupce G+ kokt, typicky ptvodce infekcei
mocovych katétri, podil na infekcich dal§ich implantatd Escherichia coli zastupci G-
bakterii, které jsou souc€asti normalni mikroflory a soucasné jsou spojované s tvorbou
biofilmu.

Strategie prevence infekce v pritbehu perioperacniho obdobi v podobé€ systematickeé
a lokalni profylaxe je v klinické praxi velmi dobfe implementovana (Legout a Senneville
2013, Hernigou et al. 2010, Grammatopoulos et al. 2017, Cobb et al. 2020). Strategie
zahrnujici pouziti antiseptickych a antibakterialnich pokryvli implantovanych materiald je
technologie, kterd se zacala rozvijet jiz pted 30 lety (Gristina et al. 1988). Antibakteridlni

pokryvy je mozné kategorizovat do 3 skupin (Romano et al. 2015):

1) perioperacni antibakteridlni lokdlni nosi¢e nebo pokryvy, napt. kostni cementy;
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2) pasivni povrchova modifikace, kterd zahrnuje modifikaci morfologickou (viz.
kapitola 2.3.1.) a fyzikalné-chemickou (viz. kapitola 2.3.2.);
3) aktivni povrchova modifikace pomoci bioaktivnich vrstev s implementovanymi

1é¢ivy (viz. kapitola 2.3.3.).

Materialové inzenyrstvi poskytuje velky prostor pro vyvoj biokompatibilnich
materidli s antibakteridlnimi povrchy (Chen et al. 2013), které je mozno pouzit
v ptipadech s odiivodnénym ocekavanim zanétlivé reakce; zejména v piipadech pacientti
se zndmym zanctem v oblasti kloubu, systémovym zanétem, endokarditidou nebo pro
pacienty se snizenou imunitou (Berbari et al. 2012). Neustale rozvijejici se technologie
v oblasti materidlového inzenyrstvi, jako napt. 3D tisk, spolu s technologiemi v oblasti
biochemického inzenyrstvi, umoznuji ,,usit* implantat pacientovi na miru (Jahanmard et
al. 2020)

Vysledky mnoha klinickych a preklinickych studii prokazaly, ze kombinace
materidlu implantatu spolu s jeho designem (velikost, topografie, povrchova tprava) je
urcujici pro jeho nachylnost k infekci (Moriarty et al. 2010). Romano et al. (Romano et
al. 2015) definoval ideélni charakteristiky budoucich antibakterialnich pokryva. Ty by
mély mit antibakterialni G€inky vici Sirokému spektru mikroorganismi a nizkou lokalni
nebo systematickou toxicitu spolu s podporou hojeni kosti. Dale by mély byt cenové

dostupné a mély by vykazovat optimalni zpracovatelnost a dobrou manipulaci.

2.3. Upravy povrchu material

Pasivni modifikace povrchu je zaloZena na filozofii, Ze morfologicka ¢i fyzikalné-
chemickéd modifikace povrchu implantované¢ho biomaterialu miize redukovat schopnost
bakterii adherovat k povrchu a nésledné tak minimalizovat pravdépodobnost formovani

biofilmu. Tyto modifikace jsou realizovany bez nésledného planovaného uvoliovani
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bakteriostatickych nebo bakteriocidnich agens do okolni tkdn€. Povrchové Upravy maji za
cil dosazeni optimalnich biologickych a mechanickych vlastnosti povrchu biomaterialu
spolu se zachovanim jeho pivodnich vlastnosti ve zbytku objemu materialu.

Mikrobialni zanét u implantatu mize zpisobit tzv. septické uvolnéni (Koudela et al.
2010). Naproti tomu aseptické uvolnéni mize byt zptisobeno otérovymi mikroc¢asticemi
materidlu  uvolnénymi pfi kazdodennim mechanickém zatizeni nebo snizenou
osteointegraci samotného implantatu. Otérové ¢astice zpusobuji aktivaci bun€k imunitniho
systému zpusobujici zanét s naslednou stimulaci osteoklastd vedouci k osteolyze. Pro
zvySeni fixace v obou téchto piipadech je mozné provést modifikaci povrchu endoprotézy
cestou zmeény morfologie povrchu ¢i jeho modifikaci fyzikalné-chemickou cestou. Tyto
povrchové upravy uplatiiuji sviyj vliv nejen pii zvySovani fixace, ale maji rovnéz vyznamny
vliv na adhezi a kolonizaci povrchu bakteriemi (Rochford et al 2012, Gallo et al. 2014). Je
vSeobecné znamo, ze rizné aloplastické materidly maji riiznou nachylnost k bakterialni
kolonizaci. Proces adheze zahrnuje celou Skalu fyzikalné-chemickych interakci mezi
substratem a mikroorganismem, jak vyplyva z Tab. 2

Bakterialni adheze k povrchu materiali se skldda z pocatecni faze pfiblizeni k
povrchu materidlu, nasledované adhezi a poté navdzanim bakterie k povrchu (Rijnaarts et
al., 1995). Obecné, bakterie radéji rostou na dostupnych povrsich nez v obklopujici vodné
fazi. Bakterie se samy pohybuji k povrchu materidlu nebo jsou transportovany pomoci
fyzikalnich sil jako jsou Browntiv pohyb, van der Waalsovy pfitazlivé interakce, gravitacni
sily, t€inek povrchového elektrostatického ndboje nebo hydrofobni interakce. Fyzikalni
interakce je mozné dale klasifikovat podle dosahu (Gottenboset al., 2002). Interakce
dlouhého dosahu (nespecifické, vzdalenosti > 50 nm) mezi buitkami a povrchy jsou
popsany vzajemnymi silami, které jsou funkci vzdalenosti a volné energie. Interakce s

kratkym dosahem se uplatiiuji pfi tésném kontaktu (< 5 nm) a Ize je rozdélit na interakce
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chemické (napf. vazba vodikova, iontova) a dipolové interakce a hydrofobni interakce
(Mayer et al., 1999). Hydrofobni interakce se uplatiiuji v ptipad¢ nepolarnich skupin, které
maji tendenci se ve vodnych roztocich spojovat.

Bakteridlni pohyb miize byt ovlivnén rovnéz chemotaxi nebo haptotaxi (Brunk et al.
2016). Chemotaxe je pohyb ve sméru chemického gradientu; do prostifedi obsahujiciho
vyssi koncentraci benefitni nebo nizs$i koncentraci toxické latky, zatimco haptotaxe je
pohyb k povrchové navazanym chemickym faktorim, napt. aminokyseliny, sacharidy, atd.
Toto ,,zahajovaci® pfipojeni bakterii k povrchim je pocate¢ni fazi adheze, ktera dale
umoznuje molekularni nebo bunéénou fazi adheze.

Navzdory vyznamu bakteridlni adheze neni jeji mechanismus stale ipIln¢ objasnén.
Obecné je mechanismus bakterialni adheze popisovan z hlediska teorie Derjaguin —
Landau — Verwey — Overbeek (Hori and Matsumoto, 2010). Tento model popisuje
mikroorganismy zjednoduSené jako inertni, hladké, koloidni a geometricky pravidelné
mikroc¢astice, zatimco ve skuteCnosti bakterialni membrana vykazuje komplexni
heterogenni strukturu (napft. pritomnost lipopolysacharidii, adhezinti apod). Bakterialni
buniky a vétSina povrchi jsou pii neutralni hodnoté pH negativné nabité. Uplatiiuji se tedy
prevazné elektrostaticky repulsivni interakce a zvySuji se se vzrlstajicim negativnim
nabojem bakteridlnich bun¢k nebo povrchu a poklesem iontové sily média. DlleZitou
vlastnosti povrchi je jejich hydrofilita nebo hydrofobita. Obecné plati, ze hydrofobni
bakterie preferuji hydrofobni povrchy (van Loosdrecht et al. 1987a), zatimco hydrofilni
bakterie preferuji hydrofilni povrchy (Stenstrom 1989). Van Loosdrecht et al. 1987b
prokazali, ze hydrofobni baktérie adheruji snaze a ve vét§im mife nez bakterie hydrofilni.

Polarita povrchu, stejné tak jako jeho hydrofilita nebo hydrofobita souvisi
s vyskytem funkénich skupin. Funkéni skupiny obsahujici kyslik, jako napt. — OH, — COH,

— COOH mohou byt v materialu pfitomny z vyroby nebo mohou vznikat béhem sterilizace.
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Mohou byt také zamérné vytvareny v ptipadech povrchové modifikace. Zavedenim téchto
funkénich skupin, jakozto donorti elektrontl, se zvysSuje polarita povrchu a narasta jeho
hydrofilita. Tyto vlastnosti maji, v kone¢ném dusledku, vyznamny vliv na adhezi bakterii
k danému materialu (Song et al. 2015).

Povrchy anorganickych materiald, jako jsou kovy a keramika, spise jsou hydrofilni,
maji vysokou povrchovou energii a spiSe negativni naboj. Polymery jsou naopak spiSe
hydrofobni s nizkou povrchovou energii (An a Friedman 1998).

Hallab et al. 2001 prokazali, ze povrchova energie je zhlediska néachylnosti
tak afinita daného bakteridlniho kmenu k riznym materialim mutze byt rozdilna. Napf.
Staphylococcus aureus adheruje sndze ke kovim, zatimco Staphylococcus epidermidis

k polymertim (Barth et al. 1989).

2.3.1. Morfologické modifikace povrchu

Morfologicka modifikace, kdy dochdzi ke zméné topografie a nasledné tak drsnosti
povrchu, zahrnuje procesy jako leSténi, kartaCovani a tryskdni. Tryskéni se provadi
v mnoha modifikacich. Jednim znich je piskovéni, coz je technologicky postup
opracovani povrchu, obvykle u tvrdych materiali, proudem natlakovanych abrazivnich
¢astic. Tvareni povrchové vrstvy pomoci otryskavani kulovitymi ¢asticemi tryskaciho
prostfedku je znamé pod nazvem kuli€kovani, konkrétné brokovani (pfi pouZiti kovovych
kulicek) nebo balotinovani (pii pouziti kulicek sklenénych ¢i keramickych). K
nejvyznamnéjSim parametrim ovlivitujicim kone¢ny vysledek patii zejména tihel (50 az
80°) a rychlost dopadu ¢astic (az 150 m.s™!), doba tryskani a v neposledni fadé také rozmér,
tvar, hmotnost a material tryskanych castic. Nevyhodou extrémné malych Castic je, ze

mohou na tryskaném povrchu zlstédvat a kontaminovat jej.
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2.3.2. Fyzikalné-chemické modifikace povrchu

Povrchova topografie a drsnost jsou klicové faktory pii kolonizaci povrchu
bakteridlnimi koloniemi. Povrch s porézni strukturou a povrch se standardni mikrodrsnosti
vykazuji vétsi afinitu k adhezi bakterii nez v pfipad¢ varianty stejného materidlu
s povrchem hladkym s nizsi drsnosti (Cordero et al. 1994, Harris et al. 2007). Aktivni
povrch s vysokou drsnosti a porozitou poskytuje mnoho ,,zachytnych bodt* pro bakterialni

adhezi, jak je zobrazeno na Obr. 3.

Drsny povrch Hladky povrch

biofilm ) .

ff repulzni

povrchové)
sily

povrchova
trhlina

Obr. 3. Vztah mezi povrchem biomaterialu a bakterialnimi agens v zavislosti na jeho

povrchové morfologii (Gallo et al. 2014).

Povrch titanu je pfirozené pasivovan oxidickou vrstvou TiO», kterd je amorfni.
Zvyseni bioaktivity, resp. osteointegratniho potencialu této vrstvy, se dosahuje
prevedenim amorfniho TiO> do krystalické formy (Uchida et al. 2003). Obdobného efektu
1ze docilit chemickym oSetifenim povrchu titanu zalozenym na alkalickych tpravach
(Jonasova et al. 2004), kdy dochazi k ptfevedeni TiO2 na amorfni titani¢itan sodny s riznou
stechiometrii, jak bylo prokézéano (Oh a Jin 2006). Naslednym zihanim materialu az na 600
°C dochézi k jeho transformaci na krystalickou formu a pfti teplotach nad 700 °C vznika

rutil (Kim et al. 1997). Zajimavym zplsobem modifikace titanového povrchu je fluoridace
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pomoci fluoridu sodného, kterou pouzil Ellingsen v roce 1995. Fluor vykazuje vysokou
afinitu k hydroxyapatitu a v in vitro a in vivo prostfedi mohou fluoridové anionty slouzit
jako inicidtory precipitace a mohou vznikat faze jako hydroxyfluoroapatit ¢i fluoroapatit,
¢imz je opét vyznamné zvysena bioaktivita povrchu. Na povrchu titanu a jeho slitin se
mohou tvofit nanotrubicky oxidi zédkladniho kovu (Li et al. 2019). Tsuchiya et al. 2006
potvrdili, Ze existence trubkovité nanostruktury vede ke stimulaci riistu HA. Existence
nanostruktury vede rovnéz ke zvyseni adheze, proliferace a diferenciace bunék (Brammer
et al. 2012) bez poklesu osteointegrace. Liu et al. 2017 prokézali u téchto povrchii rovnéz
antimikrobidlni G¢inky. Diky zna¢nému aktivnimu povrchu nanostruktury mohou byt na
jejich povrsich adsorbovany biologicky a farmakologicky aktivni latky (Popat et al. 2007).
Nejbeéznéjsim zplisobem piipravy nanostrukturovaného povrchu je anodicka oxidace (Sul
et al. 2005), kterou lze aplikovat i u povrchi titanovych slitin (Diefenbeck et al. 2011,
Moravec et al. 2014). Volba elektrolytu (chemického slozeni) a podminek expozice
(viskozity, pH, teploty) urcuji rozmerové parametry vznikajicich nanotrubicek. Diky velké
variabilit¢é moznych podminek lze ptipravit trubi¢ky o primérech od 15 do vice jak 100
nm. Délka nanotrubicek je velmi vyznamnym faktorem pro pevnost vazby nanovrstvy s
podkladovym materidlem, nebot pti piekroceni urcité délky téchto nanotrubicek dochazi
k odtrZeni povrchové vrstvy od substratu.

Modifikace povrchu u polymeru jako UHMWPE je moZnd pomoci riznych
sterilizacnich technik, které mohou ovlivnit hydrofobicitu/hydrofilitu povrchu spolu s jeho
energii a nasledné tak adherenci bakterii. Jak bylo prokézano v praci Kinnari et al. 2010,
vysledny efekt je kombinace vice faktor jako typ aplikované sterilizacni techniky a
ptvodni drsnosti studovaného materidlu. DalSimi technologiemi, které zvySuji hydrofilitu

povrchu spolu se snizenim bakteridlni adheze, je aplikace UV zareni (Gallado-Moreno et
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al. 2009) nebo pokryti povrchu implantatu pomoci hydrofilnich polymerti nebo hydrogelii
(Harris et al. 2004, Pfeufer et al. 2011, Ma et al. 2012, Chen et al. 2016).

Pasivni modifikace povrchu vyuziva Sirokou variabilitu morfologickych ¢i
fyzikéalné-chemickych uprav povrchu implantatu. Vzhledem k tomu, Ze pozitivni ucinek
téchto modifikaci je zalozen na snizeni adheze bakterii, mize zde vyvstat problém také

s adhezi kostnich bun¢k a naslednou osteointegraci.

2.3.3. Modifikace pomoci bioaktivnich vrstev

Dalsi strategii je pokryti implantatu bioaktivni vrstvou (Fuchs et al. 2008). K tomuto
ucelu se pouzivaji jak anorganické materialy na bazi kalcium fosfatu (Alghamdi et al.
2013, Romano et al. 2015), tak organické materidly na bazi syntetickych (Vester et al 2010,
Marie et al. 2012) nebo ptirodnich polymert (Miiller et al. 2006, Vester et al. 2010,
Schmiemaier et al. 2006, Manara et al. 2008, Rammelt et al. 2006, Morra et al. 2003) a

jejich vzajemné kombinace (Ao et al. 2013, Drago et al. 2014).

2.3.3.1. Keramické nastriky

ZvySeni biokompatibility a porozity povrchli implantati je bézné provadéno
plazmatickym nastfikem hydroxyapatitu (Dorozhkin 2009). Tato uprava se velmi
osv&dcila pfevazné u titanovych implantatl, kde je hrubost povrchu dilezita pro lepsi
osteointegraci. Porézni titan a zejména pak jeho HA vrstva totiZ znacné akceleruji osidleni
povrchu osteoblasty, a tak i osteointegraci implantatu do kostniho lizka. Po osteointegraci
takto upraveného povrchu nema jiz mikrobialni agens prostor tento povrch kolonizovat.
Problémem ovSem mohou byt ¢asti poréznich povrchd, které ziistdvaji mimo kontakt s
kosti a jejich afinita ke kolonizaci tak ziistava trvale vysoka. Bakterie mohou velmi rychle

vypliovat porézni labyrint, kde chranény glykokalyxovou vrstvou pieZivaji (Cordero et al.
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1996, Gristina a Costerton 1985). Je tieba brat v vahu i negativni vliv nesrovnatelné vétsi
aktivni plochy porézniho povrchu (Cordero et al. 1996).

Tloustka apatitové vrstvy pripravené plazmatickym ndstfikem vrstvy mize byt
velmi variabilni, pohybuje se od stovek nanometrti az po stovky mikrometrt. Vrstva velmi
Casto obsahuje n€kolik fazi kalcium fosfatu; a to jak krystalické, tak amorfni formy. Mimo
hydroxyapatitu muze vrstva nastfiku obsahovat také kalcium-deficientni hydroxyapatit,
kalcium pyrofosfat, oxyapatit a dale p¥imési jako napf. oxid vapenaty. Casti vrstev
obsahujici amorfni fazi ¢i casti vrstev, které jsou velmi tenké, jsou vice néachylné
k degradaci v in vitro a in vivo prostfedi. Gineste et al. 1999 prokazali, ze v in vivo
prostiedi se resorpce HA pohybuje od 15 do 30 um za rok. Diky nehomogenité fazi,
velikosti Castic a krystalinity, maji takto ptipravené vrstvy sklony k alteraci také
mechanickych vlastnosti, jako je kiehkost, coz miize vyustit k jejich delaminaci. Nasledna
produkce HA fragmentli zpusobuje ,,third body wear* sekundarné spojeny s procesem
uvolnéni implantatu. VSechny tyto faktory mohou vést ke ztraté fixace implantatu v
kostnim 1l0zku a zptisobit tak aseptické uvolnéni kloubni nahrady. Re§enim mize byt
kombinovany povrch, kdy zakladni vrstvu tvoifi makroporézni plazmaticky nastfik
zakladniho substratu, napt. TiAl6V4 (Obr. 4), ktery vytvari optimalni porozitu pro kostni

vrist a zaroven dava pevny podklad pro tenkou vrstvu HA (Landor et al. 2009).

25KU WD:EMH

Obr. 4. Ukazka makroporézniho plazmatického nastiiku (vlevo) a detail vrstvy nastiiku

ze skenovaciho elektronového mikroskopu (vpravo).

31



Pouziti kalcium fosfatu ve form¢ plazmového nastiiku neni limitovano pouze na
kovy, ale je mozné jej aplikovat také na uhlik nebo bioinertni keramiku (Okada a Furuzono
2010). Plazmovy nastfik nebo nastiik plamenem patii mezi nejvice aplikované metody.
V praxi a v literatufe je mozné se setkat i s dalSimi metodami, které vyzaduji pfi pfipraveé
urcita specifika (Tab. 3). Depozice pomoci laseru, iontovym svazkem ¢i magnetronovym
napraSovanim vyzaduji vakuum a tloustka ptipravené vrstvy je o dva fady niz$i nez
v pripad¢ vysokoteplotnich metod. Vysoka teplota aplikovana pii téchto procesech, ktera
dosahuje az nékolika tisic °C, je vSak nevhodna pro polymerni materialy. Alternativu
nabizi nizkoteplotni procesy, které jsou ekonomicky méné narocné, a navic umoznuji
zakomponovani biologickych agens, jako jsou lé¢iva, osteoinduktivni faktory ¢i geny.
Elektrochemické depozice umoziiuje béhem procesu integrovat do vrstvy kalcium fosfatu
také stopové mnozstvi iontl kovil, které vykazuji antimikrobidlni ucinky (Wolf-
Brandstetter et al. 2020).

Do poptedi védeckého z4jmu se stale vice dostava biomimeticky pfistup (Heimann
2016), ktery vyuziva principu ,inspirace ¢i napodobovani® biologickych struktur a
procest. V tomto piipad¢ se jednd o imitaci mineralizace kosti. Biomimetickd mineralni
vrstva je precipitovdna nejcastéji za fyziologickych podminek (37 °C, pH = 7.3), a to
v roztocich, které imituji sloZeni krevni plazmy — SBFs (Raucci et al. 2012). Formovani
vrstvy, jeji vysledné chemické a fyzikdlni vlastnosti jsou siln€¢ ovlivnény sloZzenim SBF,
pH, teplotou a dobou trvani procesu nastiiku (Ren et al. 2017, Kokubo 2014, Zhao et al.
2017). K dosazeni kvalitniho navazani apatitu na povrch daného materidlu se provadi
modifikace povrchu organickymi molekulami, které napodobuji glykoproteiny nebo
proteoglykany extracelularni matrix. Tyto molekuly slouzi jako matrice nebo ,,Sablona*

pro precipitaci této apatitoveé vrstvy.
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Tabulka 3. Priklady technik pro pripravu bioaktivnich kalcium fosfatovych vrstev na

povrchu implantatu (Dorozhkin 2012).

Metoda Tloust’ka Vyhody Nevyhody
vrstvy [pm]
— Vysoka teplota
g indukuje rozklad,
= = ) chlé zchlazeni
& "g Vysoka depozi¢ni Y zeniaz ,
< 8 S o produkuje amorfni
S 9 Plazmovy nastiik rychlost, zvySeni . ;
v g . ] faze, vysoka teplota
2 o otérové a korozni Skolik tisic °
> Nasttik plamenem 30200 rezistence a (~ n&kolik tisic °C) -
> : - neni mozna
biokompatibility . .
simultanni
inkorporace
biologickych agens
Magnetronové
naprasovani Vysoka cena, nizka
depozi¢ni rychlost,
S Uniformni tloustka produkce amorfnich
g -g Pulsni laserova vrstvy, vysoka vrstev, vysoka
% ° depozice 0.05_5 ¢istota a adheze, teplota (~ n¢kolik set
S E ’ vrstva s vysokou °C) - neni mozna
denzitou simultanni
inkorporace
Depozice iontovym biologickych agens
svazkem
Metoda sol-gel <1 Nutnost fizené
atmosféry
Elektroforeticka 100 - 2000 Nutnost vysoké
depozice teploty sintrovani ex
< >0 Pokryvani tvarové  post, vyskyt trhlin
= :w) slozitych povrchi,
2 o aplikace pokojové
2 o plikace pokojové
’a E teploty,
N o .
A £ 1r¥korp.ora(’:e ZhorSena adheze
Elektrochemicka biologickych agens k povrchu, nutnost
., . 50 -500 ’ .
(katodicka) depozice kontroly parametrt
elektrolytu
Casova naroc¢nost,
<30 nutnost stability pH
Biomimeticky pfistup SBFs
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Tento zplsob je mozné aplikovat na rizné typy materidli vyuzivanych pro
implantaty, mezi néz patii kovy a jejich slitiny nebo keramické a polymerni kompozity.
Jako matrice slouzi cela Skala molekul. Hojn¢ pouzivané jsou organické molekuly
z ptirodnich zdroju jako kolagen (Tapsir a Saidin 2016, Sukhodub 2009, Iafisco et al.
2012), zelatina (Arafat et al. 2011, Chen et al. 2018), chitosan (Abdelkebir et al. 2012,
Kong et al. 2018), polydopamin (Lin et al. 2015); dale vaje¢ny albumin (Chakraborty et
al. 2007), albumin bovinniho (BSA) (Chakraborty et al. 2007b, Schickle et al. 2018) nebo
lidského (Iljima et al. 2018, Iljima et al. 2017 IIjima et al. 2015) séra. Nicméné materialy
izolované z ptirodnich zdroji vykazuji obvykle vysokou nehomogenitu, nékteré mohou
také zpusobovat alergické reakce, jako napf. kolagen. Ztoho diivodu se zacala
pouzivat rekombinantni forma proteinu (Pan et al. 2011, Ceylan et al. 2014)vyrobeného
genovymi modifikacemi, pfi nichz je do genomu producenta (obvykle bakterie nebo
kvasinky) uméle zaclenén gen kdédujici pozadovanou bilkovinu z jiného organismu. Mezi
dalSi moZnosti se fadi peptidické aptamery, coz jsou kratké peptidy sloZené ze dvou casti,
znichZ kazdd ma schopnost se specificky vazat k urcité cilové molekule. Jedna cast
aptameru mize diky specifickym aminokyselinovym sekvencim interagovat s amfoternim
Ti02, ktery se tvofi na povrchu Ti. Vazba miiZze vznikat jednak mezi pozitivné nabitou
molekulou argininu a Ti-O~ a negativnim nabojem kyseliny asparagové a Ti-OH,". Druha
¢ast aptameru miZe obsahovat kyselinu polyglutamovou, ktera diky ptebytku zaporného
néboje miize efektivng vézat ionty Ca®" a nastartovat tak nuklea¢ni a precipitaéni proces
apatitu (Kelly et al. 2015).

V neposledni tadé maji i vtomto procesu nezanedbatelny efekt povrchové
charakteristiky jako topografie, morfologie a drsnost (Stenport et al. 2008, Arvidsson et al.
2009). Porovnani precipitace ptimo na Ti substratu a na povrchu Ti s pouZitim organické

matrice, dle Ciobanu a Ciobanu 2013, je zndzornéno na Obr. 5. Pfitomnost kolagenu a
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vitamintl (A a D3) zptisobuje urychleni precipitace a tvorbu HA krystali malych velikosti,

nasledkem ¢ehoz je vrstva vice uniformni a ma vétsi mechanickou stabilitu.

i";,%‘ﬂrf'i:ﬁfe i HA klastry i HA klastry
PO i * O PO E PO ~ 300 nm E ~ 150 nm
PO \ |vita PO N | N g2t i
N Ca¥ kolagen N Catiag, J L MRIYIE ppa
] | ] b i‘g@g%&*
OH OH{OH OH w‘&ﬁ%? w*ﬁeqacg
Ti Ti!Ti Ti LTI TiiTi Ti | Ti TiiTi Ti
Ti substrat Ti substrat Ti substrat

Obr. 5. Porovnani precipitace hydroxyapatitovych (HA) klastrii primo na povrchu Ti a na

povrchu modifikovaném kolagenem a vitaminy, dle Ciobanu a Ciobanu 201 3.

Existence organické faze rovnéz zvysuje bioaktivitu celého implantatu. Takto
pfipravené vrstvy vykazuji osteokonduktivni vlastnosti, v nékterych piipadech ovsem
vykazuji nedostatecné vlastnosti osteoinduktivni. Pro dosazeni optimalni osteoinduktivity
je mozné do vrstev zakomponovat biologicky aktivni latky, jako napft. rustové faktory,
1é¢iva a geny (Shin et al. 2017, Gronowicz et al. 2017, Wang et al. 2017, Alhamdi et al.
2018, Pon-On et al. 2013, Kazemzadeh-Narbat et al. 2010). Proces biomimetické
precipitace je vsoucasné dobé hojné¢ studovan a diskutovan pfedevSim ve
védeckém medialnim prostoru, jeho vyuziti v klinické praxi vSak prozatim chybi. Diky své
mnohostrannosti a velkému potencialu patii toto odvetvi k progresivné se rozvijejici casti

biomaterialového inzenyrstvi.

2.3.4. Farmakologicky aktivni vrstvy

Bioaktivni vrstva mize byt rovnéz farmakologicky aktivni a plnit antibakteridlni
funkci inkorporovanim nebo navazdnim ATB, antiseptik, organickych molekul nebo

anorganickych iontd (Zhang et al. 2021). Z hlediska zivotnosti se vrstvy déli na
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nedegradovatelné a degradovatelné. Pro efektivni antibakteridlni plisobeni existuji dvé

zakladni strategie:

1) ,,zabijeni kontaktem®,

2) uvoliiovanim Ié¢iv.

Ad 1) Antibakteridlni u¢inek vétSiny kovi je dan ucinkem jejich iontti (Wang et al.
2021) a je prisuzovan spise jejich nano formé¢ (Lemire et al. 2013). Ionty se zapojuji do
elektronovych pfenosli mezi enzymy dychaciho fetézce a dalSich metabolismt bakterit,
coz vede k jejich odumfeni (Stoodley et al. 2013). Pro tyto tucely se pouZivaji kovy jako
sttibro (Mijnendonckx et al. 2013, Chernousova a Epple 2013 Kose et al 2013, Tsukamoto
et al. 2014, Tran et al. 2015, Kuehl et al. 2016), zinek (Petrini et al. 2006), méd’ (Grass et
al. 2011, Mauerer et al. 2014, Norambuena et al. 2017) a dalsi anorganické prvky jako
napt. selen (Holinka et al. 2013, Tran a Webster 2011), jod (Tsuchiya et al. 2012) nebo
substance na bazi uhlik — grafen ¢i uhlikové nanotrubi¢ky (Martynkova a ValaSkova 2014).
Tyto elementy samoziejmé mohou byt toxické i vii¢i hostitelskym bunikdm. Proto musi byt
tyto vrstvy navrzeny tak, aby umoZilovaly uvoliovani antimikrobidlnich agens v
koncentracich, které ptekracuji minimalni inhibi€ni koncentrace pro vétSinu znamych
patogent, zaroven vSak bez vedlejSich ucinki na hostitele.

Ad 2) Bioaktivni vrstvy mohou slouZit soucasné jako nosice ATB pro jejich
postupné uvoliiovani (Schmidmaier et al. 2006, Zilberman a Elsner 2008, Nandi et al.
2009, Neut et al. 2011, Hickok a Shapiro 2012) pii prevenci osteomyelitidy. Vice se
preferuje lokalni aplikace antibiotik, nebot’ umoznuje vyssi davkovani a jeji vyhodou je 1
krat$i transport a minimalni kolisani hladin ATB v krevnim fecisti. Antibiotika tak plisobi
1 v avaskularnich zonéch, a to bez zvySeni systémové toxicity. Antibiotikum pak plsobi

jak na zbyvajici planktonické formy bakterii, tak i na sesilni formy v biofilmu. Lokalni
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nosice antibiotik navic vyplni "mrtvy prostor" po odstranénych nekrotickych tkani infekci
postizené kosti. Vyhodou je i snadné&jsi uvedeni do 1écebné praxe.

Z nebiodegradabilnich matric je nejzndméjsi polymetylmetakrylat (kostni cement).
Jeho nevyhodou je rychlé uvoliovani ATB ve velmi vysokych koncentracich, coz neni
vzdy zadouci (Jiranek et al. 2006) a také nutnost dal$i operace po skonceni 1écby. K dalsim
problémim pak patii exotermicka reakce béhem jeho polymerace, ktera limituje pouziti
inkorporovanych ATB (Shi et al. 2010). Jak bylo prokdzano v ptipadé¢ vankomycinu,
zvySena teplota akceleruje jeho degradaci a vyrazné snizuje jeho antimikrobidlni aktivitu
(Melicherc¢ik et al. 2010).

Proto se v soucasnosti upird pozornost na vyzkum biodegradabilnich systémi,
jejichz aplikace predpoklada absenci sekundarni operace (Yuan et al. 2020). Tyto systémy
navic skytaji moznost regulace rychlosti uvoliiovani 1ékti pomoci fyzikalné-chemického
usporadani systému matrice (nosic)/lé¢ivo. Tento systém by mél umoznit uvoliiovani ATB
v koncentracich, které prekracuji minimalni inhibi¢ni koncentrace pro vétSinu znamych
patogent bez vedlejSich ucinkd (Ambrose et al. 2014, Malizos et al. 2017). Bioaktivni
vrstvu lze také pripravit ve form€ nanovlaken, coZz pfispivda k vytvofeni
nanostrukturovaného povrchu (Chen et al. 2012). Jak potvrdily €etné studie (Sirc et al.
2012, Li et al. 2012, Sofokleous et al. 2013, Foltran et al. 2010), antibiotika Ize
zakomponovat do vldken bez ztraty jejich farmakologické aktivity. Mezi nejvice
pouzivand antibiotika patfi gentamicin, vancomycin a tobramycin (Zilbermann a Elsner
2008). Jde o jedny znejCastéji pouzivanych antibiotik a fadi se mezi tzv. bazicka
antibiotika (Stigter et al. 2004). U¢inkuji jak proti mnoha gramnegativnim bakteriim,
zvlasté proti Pseudomonas, tak 1 proti urCitym grampozitivnim bakteriim jako je
Staphylococcus aureus, ktery je nejcastéji kultivovan z napadené tkdné€ a podili se asi na

30 % infekei (Trampuz a Zimmerli 2006).
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Z divodu nartstu rezistence na urcité typy antibiotik a vyskytu geneticky riznych
kmeni jako napt. methicillin-rezistentni nebo multi-rezistentni Staphylococcus aureus, se
rozsitily také aplikace vzajemnych kombinaci ATB (Rauschmann et al. 2005, Kang et al.
2016, Nguyen a Graber 2010, Winkler et al. 2006).

Tempo fizeného uvoliiovani zavisi na mnoha faktorech (Wallace a Rosenblatt 2003)
jako je difuize, chemickd modifikace matrice/nosice, tloustka vrstvy, stupen zasitovani
matrice/nosice (napt. v ptipadé kolagentl), velikost pori a zména stability v prostiedi
(Lesiak-Cyganowska et al. 2001, Chai et al. 2007). Mezi dalsi vlivné faktory patii vazba
1€kt na matrici, fyzikalné-chemické vlastnosti 1é¢iva, interakce mezi polymerni matrici,
navazanym lé¢ivem a rozpoustéjicim mediém ¢i vzadjemném usporadani slozek (Ruszczak
a Friess 2003). Kone¢ny vysledek tedy vzdy zavisi na konkrétnim systému. Vzhledem
k velkému poctu faktorti neni predem jasné, jak se dany systém bude chovat, a proto je
vzdy nutné dany systém podrobné analyzovat. Sledovani uvolfiovani antibiotik in vitro se
nejcastéji provadi pomoci UV spektrometrie nebo kapalinové chromatografie. Biologické
testovani in vitro, které se provadi na osteoblastech nebo mesenchymalnich kmenovych
bunikach, charakterizuje cytotoxicitu nejen samotného materidlu, ale umoznuje pfimo
testovat, zda uvolnéna koncentrace antibiotika neni jiz inhibi¢ni (Ince et al. 2007) nebo zda
pouzit¢ metody piipravy (naptf. sitovani kolagenu) neovlivnily biokompatibilitu
studovaného materidlu (Enea et al. 2011). Bakterialni testy, charakterizujici antibakterialni
aktivitu materidlu, se provadéji Casto se tfemi bakteridlnimi kmeny — grampozitivnim
stafylokokem, gramnegativni pseudomonadou a E-coli.

Ke komplexnimu posouzeni daného systému patii také biologické hodnocent in vivo.
Rozvoj novych preventivnich a terapeutickych pfistupi vyzaduje pouziti zvifecich
modeld, a to pro posouzeni biokompatibility a bezpec¢nosti jesté pfed implementaci

materidlu do klinické praxe (Calabro et al. 2013). Preklinické testovani osteomyelitidy,
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jejiho pribéhu a léceni bylo jiz v minulosti mnohokrat studovano s pouzitim ¢etného
mnozstvi zvifecich druhi, jako jsou ptaci nebo drobni a velci savci (Pearce et al. 2007,
Moojen et al. 2009, Lindsey et al. 2010, Calabro et al. 2013, Fassbender et al. 2013).
Srovnani takto ziskanych vysledkli je ovSem velmi komplikované a vzijemné
nesrovnatelné nejen vzhledem k riznym druhim zvitat pouzitych pfi testech, ale také kvtili
poctu testovanych zvifat ¢i metodologickym pfistuptim. Piestoze tyto studie prokazaly, ze
antibiotické povlaky neovlivituji hojeni kosti u zvifecich modelt, tato technologie
farmakologicky aktivnich vrstev nebyla klinicky pfili§ studovana. Prvni klinicka studie na
pacientech s pouzitim rychle vstfebatelného hydrogelového povlaku obsahujiciho
antibiotika s dobrym vysledkem byla provedena a publikovana Romano et al. 2016 (Zagra
et al. 2019). Setkavame se se stejnym problémem jako v piipad¢ testl in vitro, pti pouziti
rozdilnych typt bun¢k. Pokud vysledky in vitro studie nejsou doplnény testy in vivo, neni
jasna aplikovatelnost téchto vysledkt v klinické praxi. Biologické testovani in vitro spolu
2012), tzv. ,, bench-to-bedside* neboli ,,od laboratornich stoli k liiZku nemocného*.
Praveé Siroka variabilita studovanych povlakli spolu s nepiehlednosti in vitro studii a s
relativnim nedostatkem in vivo studii prokazujicich bezpecnost a u¢innost této strategie zptisobuje,
ze je nesmirn¢ obtizné vyvodit zavéry ze soucasné literatury. Jak bylo konstatovano na 2.
mezinarodnim konsenzu (International Consensus Meeting on Prosthetic Joint Infection) a
deklarovano v dokumentu vydaném v srpnu 2018 (Noble et al. 2018), navzdory pozitivnim
vysledktim v téchto individualnich zprévach, nedostatek vysoce kontrolovanych studii spolu s
nekomplexné nastavenym vyhodnocenim naznacuje, Ze na zavéry, dle nichz antibiotické povlaky
snizi miru infekce po primarnich nebo reviznich postupech, je pfili§ brzy. Tyto strategie se vSak
mohou ukdzat jako prospésné ve vysoce rizikovych priméarnich nebo reviznich pfipadech.

K ziskani relevantni odpovédi na tuto otazku jsou zapotiebi dalsi vysoce kvalitni studie.
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Hledéani takového idedlniho materidlu lze proto povazovat prakticky za hledani

povéstného ,,Svatého Gralu“ endoprotetiky (Riester et al. 2021).
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3. Experimentalni ¢ast

3.1. Studované materialy

3.1.1. Vybér aloplastickych materiala

Pro zjistovani adhezivnich vlastnosti bylo vybrdno 14 materiald, resp. jejich

nejcasteji uzivanych povrchovych uprav pii vyrob¢ ortopedickych implantéti (Tab. 4).

Tabulka 4. Prehled testovanych materidalii a jejich povrchovych uprav s teoretickou
hodnotou povrchové drsnosti Ra® [um] zadanou vyrobci.

Oznaceni | Material Uprava povrchu Ra' [um]
CL Slitina CoCrMo (ISO 5832-4) lestény povrch 1
CM Slitina CoCrMo (ISO 5832-4) kulickovany matny 2
CLS Slitina CoCrMo (ISO 5832-4) ledtény, znaceny laserem” 3
OL Slitina FeNiCr (ISO 5832/9) lestény povrch 1
oM Slitina FeNiCr (ISO 5832/9) kulickovany matny 2
OLS Slitina FeNiCr (ISO 5832/9) lestény, znaceny laserem 3
™ Slitina Ti6A14V (ISO 5832/3) kartaCovany povrch 2
TT Slitina Ti6A14V (ISO 5832/3) tryskani AlO; 4
TA Slitina Ti6A14V (ISO 5832/3) povrch anodizovany (zeleny) 2

TALS Slitina Ti6A14V (ISO 5832/3) povrch anodizovany (zeleny), 3
znaceny laserem
TPH Slitina Ti6A14V (ISO 5832/3) porézni TiO, nastiik + 5
hydroxyapatit
TP Slitina Ti6A14V (ISO 5832/3) porézni TiO; nastiik 5
K Keramika ALO; (ISO 6474) jednostranné lestény 0/2
PE Polyetylen UHMWPE (ISO 5834/2) | lestény povrch 2

* laserové znaceni se pouziva ke znaceni vyrobnich Cisel, velikosti, Sarzi, firemnich nazvi atd. na

povrch implantatu
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Pro testovani byl material ptipraven jako disk o priméru 5 mm a vysce 1,5 mm (Obr.
6), jimz bylo manipulovano v optimalnich podminkach mikrobiologické laboratote.
VSechny zkoumané materidlové vzorky patfi k vyrobkiim spole¢nosti MEDIN
Orthopaedics a byly dodany ve sterilni form¢ v ochranné folii. Jejich vyroba a nasledna

sterilizace probihala za standardnich podminek pro vyrobu kloubnich nahrad.

«©

CD?)

Obr. 6. Ukdzka studovanych vzorkii (vlevo) a jejich technicky ndkres (vpravo).

3.1.2. Priprava farmakologicky aktivnich vrstev KOL/HA/ATB

Vrstvy byly pfipravovany elektrostatickym zvlakiiovanim roztoku kolagenu (KOL),
hydroxyapatitu (HA) a polyethylen oxidu jako 8 % hmotnostnich (%hm.) roztoku
kolagenu ve smési ethanolu a fosfatového pufru. Hmotnostni podily jednotlivych sloZzek
v elektrostaticky zvldknéné vrstvé jsou 78,2 - 87,4 % hm.kolagenu, 5 — 15 %hm.
hydroxyapatitu a 6,8 - 7,6 %hm. polyetylen oxidu. Degradacni profil vrstev je dale upraven
sitovanim v roztoku 95% hm. ethanolu s N-(3-dimethylaminopropyl)-N-ethylkarbodiimid
hydrochloridem (EDC) a N-hydroxysukcinimidu (NHS) pfi teploté 37°C, po dobu 24
hodin. Na 1 g zvldknéného kolagenu pfipadda minimalné 0,625 g EDC a 0,156 g NHS, tzn.
ve vzajemném hmotnostnim poméru EDC:NHS 4:1, smisené s minimaln¢ 140 ml 95%hm.
ethanolu. Vrstva je po zesitovani promyvana ve fyziologickém roztoku nebo fosfatovém
pufru po dobu minimalné 2 x 30 minut a nakonec promyta v destilované vodé po dobu
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minimaln€ 30 minut. Béhem sitovani a promyvani vrstvy dojde v podstaté ke kompletnimu
vymyti polyethylenoxidu. SuSeni vrstvy je provedeno lyofilizaci. Takto pfipravené vrstvy
jsou poté impregnovany roztokem ethanolu obsahujici kombinaci vankomycinu a
gentamicinu (hm. pomér 1/1) ptfi¢emz findlni mnozstvi ATB ¢ini 10 hm.% na KOL+HA a

dale jsou suseny pii pokojové teploté do konstantni hmotnosti.

3.2. Analytické metody
3.2.1. Charakterizace povrchové drsnosti aloplastickych materiala

Na vSech ptipravenych vzorcich byla nejprve vySettena topografie povrchu s cilem
ovéieni parametrii drsnosti. Standardni liniovy parametr drsnosti Ra [um] byl méfen
pomoci bezkontaktni optické metody na pfistroji MarSurf TS 50/4 (Mahr, SRN). Toto
optické zafizeni vyuzivajici projekce a detekce laserového svazku odrazeného
mikroreflektory — digitalni kamera registruje interferencni prouzky, které se vyhodnocuji.
Od kazdého typu materidlu byly proméfeny 3 ndhodné vybrané vzorky, pfi¢emz na kazdém
znich bylo provedeno deset méfeni v liniich o délce pifiblizné 4 mm (Obr. 7),
s vyhodnocovanou délkou 7, 1,25
mm (dle CSN EN ISO 4288 a 3274). -
3D data povrchovych vrstev byla
zpracovana v programu ODSCAD

5.075 (Mahr, SRN). Pro kazdy typ

Length (mm)

materidlu  byla dale vytvofena

vizualizace struktury povrchu. 2

, , 4 5 6 7 8 9
Obr. 7. Ukdzka  vyhodnoceni " width nm)

Height (um
il -20 15 10 -5 0 5 10 15

parametru drsnosti Ra.
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3.2.2. Testovani tvorby biofilmu in vitro na aloplastickych materialech

Pro sledovani schopnosti tvofit biofilm byly vybrany mikroby povazované za
nejcastejsi piivodce infekei kloubnich ndhrad viz teoreticky tivod.

Prvni testovanou bakterii byl Staphylococcus epidermidis CCM 7221 (Czech
Collection of Microorganisms, CCM), pivodné klinicky izolat ¢. A117 s deklarovanou
schopnosti tvofit biofilm (Rtzicka et al. 2004). Dalsi testované bakterie, Pseudomonas
aeruginosa FB44, Enterococcus faecalis FB16, Escherichia coli FB42 a Staphylococcus
aureus FB11, jsou pivodné klinické izolaty s ovétenou schopnosti tvorit biofilm (Sbirka
mikroorganismti Mikrobiologického tustavu Lékatské fakulty Masarykovy univerzity v
Brn¢): Pseudomonas aeruginosa FB44, Enterococcus faecalis FB16, Escherichia coli
FB42 a Staphylococcus aureus FB11. Jsou to zastupci jednotlivych skupin vyznamnych
z hlediska klinické mikrobiologie, které jsou spojené se schopnosti tvofit biofilm a
zpisobovat infekce implantatd. Soucasné jsou to kmeny, u kterych byl v dob¢ nasi prace
Iépe zndm zpasob tvorby biofilmu a byly vypracovany modely pro praci s jejich
biofilmem.

Staphylococcus epidermidis — G+ kok, typicky pivodce katétrovych sepsi, a mj.
subakutnich infekci implantatii — souvislost s ,,aseptickym uvolnénim*

Enterococcus faecalis — dalsi zastupce G+ kok, typicky ptivodce infekei mocovych
katétri, podil na infekcich dal$ich implantatt.

Pseudomonas aeruginosa — zastupci G — nefermentujicich bakterii spojovanych
s tvorbou biofilmu. Tato skupina bakterii je obecné spojend s vétsi odolnosti
k antibiotikiim.

Escherichia coli — zastupci G — bakterii, které jsou soucasti normalni mikrofléry a

soucasn¢ jsou spojované s tvorbou biofilmu.
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Kmeny byly uchovavany v kryozkumavkach s kryoprotektivnim médiem (ITEST plus,
Hradec Kralové) pfi teploté -76 °C. Pied pouzitim byly zkumavky rozmrazeny, obsah byl
oc¢kovan na agar Muller-Hinton (Bio-Rad, Marnes La Coquette, France) a kultivovan do
druhého dne (18 hodin) pii teploté 37 °C. Pro testovani schopnosti tvofit biofilm byla
pomoci denzitometru Densi-LA-Meter II (Pliva-Lachema, Brno) pfipravena suspenze
testované bakterie ve fyziologickém roztoku o hustot¢ odpovidajici stupni ¢. 1
McFarlandovy skaly, ktery odpovida 3,0 x 108 kolonie tvoficich jednotek/ml. Jamky 24-
jamkovych desti¢ek (Nunc, Roskilde, Denmark) obsahujici disk zkoumaného materidlu a
900 ml BHI bujénu (Brain Heart Infusion, HiMedia, Mumbai, India) s 50 mM glukézy
byly inokulovany s 100 ml suspenze testované bakterie. Po 24 hodinach inkubace pti 37
°C byl kazdy disk proplachnut ponofenim a jemnym tahem ve fyziologickém roztoku, aby
se odstranily planktonické bakterie, které neulpély na povrchu testovaného terciku
(Foster). Vrstva biofilmu vytvofena na povrchu diski byla fixovana 24hodinovym susenim
pii 45 °C a nésledné barvena v 1 ml 1% roztoku krystalové violeti po dobu 20 min. Disky
byly poté tfikrat oplachnuty ve fyziologickém roztoku tak, aby se odstranilo pfebytecné
barvivo a nasledné suSeny. Suché disky s obarvenou vrstvou biofilmu byly eluovany v
jamkach 96 jamkovych desticek (GAMA Group, Trhové Sviny, CZ), obsahujicich 150 pl
33% kyseliny octové, po dobu 20 minut na tfepacce pti 300 rpm. Vzhledem k tomu, ze u
nékterych vzorkll bylo mnoZzstvi krystalové violeti v eludtu pfili§ velké na to, aby bylo
mozno piesné zméfit hodnotu absorbance, byly vSechny eluaty fedény 1:4 roztokem 33%
kyseliny octové. Poté bylo 100 pl natedéného eluatu ptrepipetovano do ¢istych jamek 96
jamkové mikrotitracni desticky (GAMA Group, Trhové Sviny, CZ). Pomoci
spektrofotometru Anthos Labtec Instruments 2001 reader (Labtec Instruments, Salzburg,
Austria) byly zméfeny hodnoty absorbance (A) eluatu z jednotlivych vzorkl pfi vinové

délce 595 nm (Asos). Absorbance pozadi byla méfena pii 690 nm (Aeo). Po odecteni
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hodnoty Asso od hodnoty Asos byla ziskana skutecnd hodnota absorbance méteného eluatu.
Aby byl eliminovan vliv rozdilné pfirozené afinity krystalické violeti k testovanym
materialim, byla pro kazdy testovany material provedena negativni kontrola. To znamena,
ze disk byl testovan za stejnych podminek bez inokulace mikrobem. Tii ter¢iky od kazdého
zkoumaného materidlu prosly zcela identickym postupem, ktery je uveden vySe, bez
pridani bakteridlni suspenze. Pii vypoctu vysledné absorbance AVsos byla primérna
hodnota absorbance negativnich kontrol (AO) konkrétniho materidlu odectena od
naméfenych absorbanci eludtt pfi kvantifikaci biofilmu na povrchu daného materialu.
Vysledna absorbance byla stanovena na zékladé vztahu (1):
AVs95 = (Asos - Ae90) — (A0s95 — ADs90) (1)
Tvorba biofilmu na konkrétnim materidlu byla testovana ve tfech nezavislych
pokusech, ptricemz vkazdém pokusu byly jednim testovanym mikroorganismem

inokulovany tfi vzorky pfislusného materidlu. Za referen¢ni material, se kterym byly

svwvr

3.2.3. Testovani citlivosti na ATB farmakologicky aktivnich vrstvach

Pro testovani ATB ucinku elektrostaticky zvlaknénych KOL/HA vrstev (Obr. §) byly
pro simulaci redlné aplikace vrstev pouzity Ctyfi klinické izolaty odebrané pii infektu

kloubnich nahrad (VSeobecna fakultni nemocnice, Praha):

1) methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus,
2) gentamicin-rezistentni Staphylococcus epidermidis,
3) gentamicin-rezistentni Enterococcus faecalis (1),

4) gentamicin-susceptibilni Enterococcus faecalis (2).

Diskové diftizni testy byly provedeny s pouZitim agaru Mueller-Hintonové (Oxoid

Ltd., Hampshire, UK; LOT1381672), jehoZ vyska byla 4 mm. Postup ptipravy probiha tak,
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ze se klickou nabere vhodné mnozstvi kolonii (vétSinou 1-5 dle druhu bakterie) a prenese
se do 2 ml fyziologického roztoku, poté se zkumavka vlozi do tiepacky a protiepe. Hustota
zékalu se zkontroluje pomoci denzimetru (Densi 2, Erba Lachema, Brno, CR) a pokud je
to nutné, hustota se upravi, dokud nedosdhne 0,5 McFarlanda. Inokulace na pidu se
provadi pomoci vatového sterilniho tampénu, kdy se valivym pohybem rozetie suspenze
postupné po celé plose pudy. Standardni inokulum musi po ptislusné dob¢ inkubace (18-
24 hodin u béznych bakterii) vytvofit souvisly splyvavy nartst po celé plose agarové pidy.
Na takto naockovanou pudu se do 15 minut nandsi ATB disky pomoci sterilni injek¢ni
jehly (v tomto pfipadé; jinak se vyuzivaji specialni raznice na disky). S takto nanesenym
diskem se jiz nesmi hybat, protoze antibiotikum za¢ina difundovat okamzité. Piipravené
agarové pudy se do 15 minut od aplikace diskli vlozi do termostatu a pfi teploté 37 °C se
inkubuji 18-24 hodin. Po uplynuti této doby je mozné odecitat zony inhibice rstu bakterii

okolo ATB disku.

Obr. 8. Ukdzka vzorkii pro diskové difuzni testy
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3.2.4. Statistické zpracovani dat

Vsechny vysledky byly statisticky zpracovany v programu Statgraphics Centurion
XVII (Statpoint, USA). U soubort dat byla nejprve posuzovana normalita (3> test a
Shapiro-Wilktiv test). Shoda rozptyli pii jednotlivych porovnanich byla provedena
pomoci F-testu nebo Bartlettova testu. Pti splnéni obou podminek, tedy normality dat a
shody rozptylt, byl pro nalezeni statisticky vyznamnych rozdili pouzit parametricky
Fisheriv LSD test (Least Significant Difference). V ptipadé poruSeni jedné z téchto
podminek byl pouzit neparametricky Kruskal-Wallistiv test a Mann-Whitneytv post hoc
test s Bonferroniho korekci pfi vicenasobném porovnani. Hladina spolehlivosti ve vSech
testech byla 95 %. Pro vizualizaci namé&fenych hodnot byly pouzity krabicové grafy (box-
plot), v nichz horni okraj krabice pfedstavuje 75 % kvantil, dolni pak 25 % kvantil, vné
krabice tedy leZi 50 % vSech namé&fenych dat. Vodorovna ¢ara vné krabice pfedstavuje

median (50% kvantil), kiizek pak aritmeticky prameér, resp. sttedni hodnotu normélniho

cvwvr

.....

rozpéti, resp. extrémni odchylky.
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3.3. Vysledky
3.3.1. Charakterizace povrchu aloplastickych materiala

Povrchy vSech typl analyzovanych materidld byly vyfotografovany a dale byla
nasnimana topografie jejich povrchu pomoci bezkontaktni optické metody s cilem ovéfeni
parametrQl drsnosti. Na Obr. 9-13 jsou prehledné vyobrazeny fotografie povrchi

jednotlivych analyzovanych materidlti, dale topografie jejich povrchii v 2D a 3D modu.

CLS

Obr. 9. Ukdzka vzorku pripravenych ze slitiny CoCrMo (Vitalium) s lesténym povrchem
(CL), kulickovanym povrchem (CM) a lestenym povrchem znacenym laserem (CLS).
Fotografie a vyobrazeni jejich topografie v 2D a 3D modu. Barevné kodovany vyskovy

profil: tmava barva = nizka hodnota, svetla barva = vysoka hodnota.
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OLS

Obr. 10. Ukazka vzorku pripravenych ze slitiny FeNiCr s lestenym povrchem (OL),
kulickovanym povrchem (OM) a lestenym povrchem znacenym laserem (OLS). Fotografie
a vyobrazeni jejich topografie v 2D a 3D modu. Barevné kodovany vyskovy profil: tmava

barva = nizka hodnota, svétla barva = vysoka hodnota.
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Obr. 11. Ukazka vzorkii pripravenych ze slitiny Ti6AI4V s kartacovanym povrchem (TM),
tryskanym povrchem (TT), anodizovanym povrchem (TA), anodizovanym povrchem
znacenym laserem (TALS), s poréznim HA nastrikem (TPH) a poréznim TiO; nastrikem
(TP). Fotografie a vyobrazeni jejich topografie v2D a 3D modu. Barevné kodovany

vyskovy profil: tmava barva = nizka hodnota, svétla barva = vysoka hodnota.
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Obr. 12. Ukdazka vzorkit pripravenych z Al>O3 keramiky s lestéenym povrchem (K) a
z UHMWPE s lestenym povrchem (PE). Fotografie a vyobrazeni jejich topografie v 2D a
3D moédu. Barevné kodovany vyskovy profil: tmava barva = nizka hodnota, svétla barva =

vysoka hodnota.

Obr. 13. Srovnani naskenovanych povrchui (2D) vSech testovanych materialil.

Tabulka 5 shrnuje naméfené parametry povrchové drsnosti Ra. V nékterych
pfipadech se stanovena drsnost mirn€ 1i§i od teoretické hodnoty, kterd vychdzela
z predpokladi o drsnostech dosahovanych stejnym postupem na ortopedickych
implantatech. Stanovené rozdily mohou byt zptisobeny tim, Ze byly zpracovavany vzorky

s nestandardni velikosti (mensi, nez je obvykld). Materialy je mozné na zéklad¢ parametru
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Ra sefadit do 4 skupin (Obr. 14). Statisticky vyznamné rozdily se vyskytuji pouze mezi

jednotlivymi skupinami.

Tabulka 5. Prehled testovanych materiali a jejich povrchovych uprav s teoretickou a

zmérenou hodnotou povrchové drsnosti Ra [um], aritmeticky prumér, smérodatna

odchylka, pocet méreni u kazdého typu materialu (n) = 30.

Oznaceni | Material Uprava povrchu Ra' [um] Ra [pm]

CL Slitina CoCrMo, | lestény povrch 1 1,0+ 0,1
Vitalium

CM Slitina CoCrMo, | kulickovany matny 2 2,1+0,2
Vitalium

CLS Slitina CoCrMo, | lestény, znaceny laserem 3 3,0+0,2
Vitalium

OL Slitina FeNiCr lestény povrch 1 1,0+0,1

oM Slitina FeNiCr kulickovany matny 2 2,0+0,1

OLS Slitina FeNiCr lestény, znaceny laserem 3 3,0+£0,2

™ Slitina Ti6A14V kartaCovany povrch 2 2,0£0,2

TT Slitina Ti6A14V tryskany Al»03 4 34+0,2

TA Slitina Ti6A14V povrch anodizovany 2 2,1+£0,2

TALS Slitina Ti6A14V povrch anodizovany, znaceny 3 3,0+£0,1

laserem
TPH Slitina Ti6A14V porézni nastfik hydroxyapatit 5 5,0+0,3
(HA)

TP Slitina Ti6A14V porézni TiO; nastiik 5 5,1+£0,2

K Keramika AlLO; jednostranné lestény 0/2 1,2+0,2

PE Polyetylen UHMWPE lestény povrch 2 2,0+0,3
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Obr. 14. Srovnani parametru drsnosti Ra vSech testovanych vzorkii. *znaci statisticky

vyznamne rozdily (Mann-Whitneyuyv test s Bonferroniho korekct, 0,05, n = 30).

3.3.2. Odolnost aloplastickych materiala vici riznym bakterialnim agens

Vysledky sledovani odolnosti jednotlivych materidlii s riiznou povrchovou Upravou,
ktera se odrazi v jejich povrchové drsnosti, vi¢i riznym bakteridlnim kmeniim jsou
uvedeny na Obr. 15-18. Data jsou zpracovana jako vysledna absorbance vyluhti po
kolonizaci (AVsos), stanovena dle vztahu (1) v kapitole 3.2.2. v zavislosti na jednotlivych
bakteridlnich agens.

Jak je patrné z Obr. 15, vSechny povrchy slitiny CoCrMo vykazuji nejvetsi odolnost,

tzn. nejnizsi absorbanci, vici E. coli. Nejlépe adheruje S. epidermidis ve vSech piipadech

a s postupné vzristajici povrchovou drsnosti také S. aureus.
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Obr. 15. Vysledna absorbance vyluhui po kolonizaci jednotlivych bakterialnich agens na
vzorcich ze slitiny CoCrMo s lestenym povrchem (CL; Ra 1,0+ 0, 1), kulickovanym matnym
povrchem (CM; Ra 2,1 £ 0,2) a povrchem lesténym a znacenym laserem (CLS; Ra 3,0
0,2). *znaci statisticky vyznamné rozdily (Mann-Whitneyuv test s Bonferroniho korekci,

0,05, n=9).

Obdobny trend je mozné vypozorovat i u slitin FeNiCr (Obr. 16), kde nejnizsi
adherence a tedy nejvyssi odolnost se projevuje v ptipadé E.coli, naopak nejvyssi citlivost
ke kolonizaci vykazuji povrchy slitiny FeNiCr v ptipadech S. epidermidis a S. aureus.
S dosazenim hodnoty povrchové drsnosti (Ra 3,0 + 0,2) pro povrch znaceny laserem se
zaCiné projevovat stale vice pozitivni adherence i v ptipadé P. aeruginosa, kterd se v grafu

projevuje vétsim rozptylem dat a dosaZzenim maximalni hodnoty AVses az 1,2. Velmi
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vyrazné se projevuje nariist vysledné absorbance v ptipadé S. aurea, kdy 50 % vsech

zmeétenych dat se pohybuje v intervalu 0,95 — 2,70.
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Obr. 16. Vysledna absorbance vyluhu po kolonizaci jednotlivych bakterialnich agens na
vzorcich ze slitiny FeNiCr s lestenym povrchem (OL; Ra 1,0 £ 0,1), kulickovanym matnym
povrchem (OM; Ra 2,0 = 0,1) a povrchem lesténym a znacenym laserem (OLS; Ra 3,0
0,2). *znaci statisticky vyznamné rozdily (Mann-Whitneyuv test s Bonferroniho korekci,

0,05, n=9).
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Velmi zajimava je situace v pfipad¢é povrchi titanové slitiny Ti6Al4V (Obr. 17).
Varianty povrchii bez plazmatického néstfiku (kartdCovany, tryskany, anodizovany a
znaceny laserem) maji podobny trend v odolnosti proti jednotlivym bakterialnim kmentim.
Opét nejméné adheruje E. coli a nejvice S. epidermidis. Velmi dobie adheruje také S.
aureus, avsak na anodizovanych povrsich hiie nez na povrchu matném ¢i tryskaném.
S aplikaci plazmatického nésttiku, kdy se povrchova drsnost zvysi az na Ra ~ 5 um, se
situace vyznamné méni. VSechny bakteridlni kmeny vykazuji nartst absorbance, avSak
trend v afinité viici povrchim je zcela odliSny. S. epidermidis zde adheruje hlife nez P.
aeruginosa a E. coli. Niz$i adherenci ma 1 HA nasttik v porovnani s néstfikem titanovym.
Nebyly nalezeny statisticky vyznamné rozdily mezi S. epidermidis a Enterococcus ani
v piipad¢ srovnani S. epidermidis a S. aureus, a to z divodu velkého rozptylu dat u
Enterococcus a S. aureus. Chovani S. aurea u HA nastfiku se statisticky vyznamné nelisi
od chovani kmene Enterococccus, zatimco u titanového nasttiku je stanovena absorbance
statisticky vyznamné vy$$i. Vyrazny nértst absorbance v porovnani s povrchy bez nastiiku

a zéaroven 1 se slitinami CoCrMo a FeNiCr je mozné zaznamenat u P. aeruginosa.

Vysledky adherence na leSténych povrSich keramického (Al2O3) a polymerniho
(UHMWPE) materialu jsou uvedeny na Obr. 18. V pifipad¢ keramického materidlu je
mozné, na zakladé statisticky vyznamnych rozdilti, definovat dvé skupiny. Prvni skupinu
reprezentuji S. epidermidis, P. aeruginosa a S. aureus, jejichz hodnoty absorbance jsou
vys$$i v porovnani s druhou skupinou, kterou ptedstavuji E. coli a Enterococcus. Na

lesténém povrchu UHMWPE nastava pokles absorbance v ptipad¢ S. aurea.
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Obr. 17. Vysledna absorbance vyluhit po kolonizaci jednotlivych bakterialnich agens na

vzorcich ze slitiny Ti6AI4V s kartacovanym (matnym) povrchem (TM; Ra 2,0 + 0,2),

tryskanym povrchem (TT; Ra 3,4 = 0,2), anodizovanym povrchem (TA; Ra 2,1 + 0,2),

anodizovanym povrchem znacenym laserem (TAL; Ra 3,0 = 0,1), s poréznim TiO:

nastrikem (TP; Ra 5,1 £ 0,2) a s poréznim TiO: nastrikem a s HA (TPH; Ra 5,0 = 0,3).

*znaci statisticky vyznamné rozdily (Mann-Whitneyuv test s Bonferroniho korekci, 0,05,

n=93).
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Obr. 18. Vysledna absorbance vyluhii po kolonizaci jednotlivych bakterialnich agens na
vzorcich z Al;03 keramiky (Ra 1,2 = 0,2) a UHMWPE (Ra 2,0 + 0,3) s lestenymi povrchy.

*znaci statisticky vyznamné rozdily (Mann-Whitneyuv test s Bonferroniho korekci, 0,05,

n=9).

3.3.3. Chovani bakteridlnich agens na riznych povrsich aloplastickych
materiali

Pro shrnuti chovani jednotlivych bakteridlnich kmenti na rtiznych povrsich materiala
byla data sestavena do grafii jako zéavislost vysledné absorbance vyluhii po kolonizaci
(AVsos), stanovené dle vztahu (1) v kapitole 3.2.2., na jednotlivych materialech (Obr. 19-
23). Boxploty jsou barevné rozliSeny na zakladé povrchové drsnosti.

Graf shrnujici vysledky pro S. epidermidis je uveden na Obr. 19. Statisticky
vyznamné nizsi absorbanci, a tudiZ niz$i adherenci, prokazoval na povrsich Ti6Al4V s HA
plazmatickym nastfikem (Ra 5,0 £ 0,3) a na lesténych povrSich AlO03 (Ra 1,2 £ 0,2) a

UHMWPE (Ra 2,0 = 0,3).
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Obr. 19. Vyslednda absorbance vyluhii po kolonizaci Staphylococcus epidermidis na
Jjednotlivych studovanych vzorcich. *znaci statisticky vyznamné rozdily (Mann-Whitneyuv

test s Bonferroniho korekct, 0,05, n=9).

Jind situace nastava pti kolonizaci povrchti bakterialnimi kmeny P. aeruginosa (Obr.
20), E. coli (Obr. 21) a kmenem Enterococcus (Obr. 22). VSechny tyto zminéné bakterialni
kmeny nejlépe adheruji na titanové slitiné opatfené obéma typy plazmatického nastiiku
(TiO2 a HA), na povrsich s nejvyssi povrchovou drsnosti (Ra ~ 5 pm). Vyssi citlivost ke
kolonizaci P. aeruginosa mé povrch prostého titanového nastfiku (Obr. 20). Hodnoty
vysledné absorbance, v pfipadé Enterococcus (Obr. 22), maji velky rozptyl dat, a to

v rozmezi hodnot od 0,2 do 2,5.
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Pseudomonas aeruginosa
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Obr. 20. Vysledna absorbance vyluhit po kolonizaci Pseudomonas aeruginosa na
jednotlivych studovanych vzorcich. *znaci statisticky vyznamné rozdily (Mann-Whitneyiiv

test s Bonferroniho korekci, 0,05, n=9).

S. aureus (Obr. 23) nejméné ochotné kolonizuje lestény povrch UHMWPE (Ra 2,0
+ 0,3), jehoz hodnota vysledné absorbance se statisticky vyznamné nelisi od lesténych
povrchi slitin CoCrMo a FeNiCr, kde hodnoty Ra dosahuji ~ 1 pm, matnych povrchi slitin
CoCrMo a Ti6Al4V a anodizovaného povrchu Ti6Al4V, kde hodnoty Ra dosahuji ~ 2 pm.
Nejvyssi citlivost ke kolonizaci S. aureus se projevuje u titanového plazmatického nastiiku
(Ra5,1£0,2), jehoz hodnoty vysledné absorbance se statisticky shoduji s povrchem slitiny

FeNiCr znacené laserem (Ra 3,0 + 0,2).
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Escherichia coli
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Obr. 21. Vysledna absorbance vyluhii po kolonizaci Escherichia coli na jednotlivych
studovanych vzorcich. *znaci statisticky vyznamné rozdily (Mann-Whitneyiv test

s Bonferroniho korekci, 0,05, n=9).
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Obr. 22. Vysledna absorbance vyluhii po kolonizaci Enterococcus na jednotlivych
studovanych vzorcich. *znaci statisticky vyznamné rozdily (Mann-Whitneyiv test

s Bonferroniho korekci, 0,05, n=9).
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Obr. 23. Vysledna absorbance vyluhii po kolonizaci Staphylococcus aureus na
Jjednotlivych studovanych vzorcich. *znaci statisticky vyznamné rozdily (Mann-Whitneyuv
test s Bonferroniho korekci, 0,05, n=9).

3.3.4. Testovani citlivosti na ATB farmakologicky aktivnich vrstvach

Mikrobiélni aktivita vSech elektrostaticky zvldknénych vrstev na bazi KOL/HA je
testovana s pouzitim diskovych difuznich testli pomoci 4 bakterialnich kment izolovanych
z pacientdl. Citlivost je hodnocena na zaklad€ ptfitomnosti ¢i absence inhibicnich zon.
Vzorky KOL/HA vrstev piipravenych bez ATB, které maji nulovou inhibi¢ni zénu, byly
pouzity jako negativni kontrola (Obr. 24). Velikost inhibi¢nich zo6n obklopujici vzorky je
srovnavana s velikosti inhibi¢nich zon kolem standardnich kontrolnich diskid obsahujici
vankomycin (KV) a gentamicin (KG).

Jak je patrné z Obr. 25, vSechny studované KOL/HA/V+G vrstvy jsou z hlediska
statisticky vyznamnych rozdili srovnatelné nebo lepsi nez kontrolni vzorky bez ohledu na
koncentraci HA. Velmi zajimavé jsou vysledky pro gentamicin-rezistentni kmeny

Staphylococcus epidermidis a Enterococcus faecalis (1), kdy studované vrstvy prokazaly
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Ve

lepsi G¢innost proti témto bakteridlnim agens s hodnotami inhibi¢nich z6n od 16 do 21

mm, zatimco velikosti inhibi¢nich zén kontrolnich vzorkli pro gentamicin (KG)

dosahovaly hodnot od 5 do 10 mm.

Obr. 24. Ukazka diskového difuzniho testu. Disky bez antibiotik (vlevo) a s antibiotiky
(vpravo) v prostiedi s izoldtem Enterococcus faecalis.
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Obr. 25 Velikost inhibicni zony v prostredi sledovanych izolatii. Jednotlivé skupiny
kolagenovych vrstev s 0, 5 a 15 hmot.% hydroxyapatitu obsahuji dale kontrolni vzorky pro
vankomycin (KV) a gentamicin (GV). *znaci statisticky vyznamné rozdily (Mann-

Whitneyuv test s Bonferroniho korekci, 0,05, n=7).
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3.4. Diskuze

3.4.1. Aloplastické materialy z pohledu jejich citlivosti ke kolonizaci
bakteriemi

Statisticky byl nalezen vyznamny narust citlivosti k infekci v pfipad¢ plazmatickych
nasttikl titanové slitiny (Ra ~ 5 um), a to pro kmeny P. aeruginosa, E. coli, Enterococcus
a S. aureus (Obr. 20-23). Mezi Vitaliem a titanovou slitinou se srovnatelnymi
povrchovymi Upravami nebyl prokazan statisticky vyznamny rozdil pti sledovani tvorby
biofilmu.

Upravy pomoci plazmatického néstfiku maji dnes zdsadni vyznam u titanovych
implantatt, kde je hrubost povrchu dilezita pro lepsi osteointegraci. Hrubsi povrchy, vice
¢i méné porézni, jsou vytvareny jednovrstevnym nebo dvouvrstevnym plazmatickym
nastiikem. Pokud jsou porézné upravené povrchy porovnavany s hladkym anodizovanym
povrchem titanu, je afinita porézniho povrchu statisticky vyznamné vétsi, a to v piipadech
P. aeruginosa, E. coli, Enterococcus a S. aureus (Obr. 20-23). V ptipad¢ S. epidermidis
tento zaver vSak neplati, citlivost titanové slitiny s HA nastfikem ma citlivost dokonce
statisticky vyznamné niz$i ve srovnani s ostatnimi materialy (Obr. 19). V tomto pifipadé se
muze jednat o vliv dalSich fyzikalné-chemickych faktorti vrstvy (Emery et al. 2003,
Campoccia et al. 2013, Chouirfa et al. 2019), které byly uvedeny v Tab. 2 a popsany
v kapitole 2.2.1. teoretické casti této prace. Dulezitou roli pfi tvorbé biofilmu hraje rovnéz
chemické slozeni substratu, ke kterému bakterie adheruji (Chu a Williams 1984).
Anodizované povrchy titanoveé slitiny, jejichz Ra se pohybuje od 2 do 3 um, jsou pokryty
oxidy TiO> (Moravec et al. 2014) stejné jako je tomu v ptipad€ povrchu s plazmatickym
nastfikem TiO> (Ra ~ 5,1). Jak je patrné z Obr. 20, 21 a 22 pro kmeny P. aeruginosa, E.
coli a Enterococcus je rozhodujicim faktorem drsnost, ne chemické slozeni povrchu.
V ptipadech S. epidermidis (Obr. 19) a S. aureus (Obr. 23) drsnost nemé tak zasadni
vyznam a vysledny efekt mize byt souhrou mnoha fyzikalnich faktort vrstvy, véetné jejiho
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chemického slozeni. Statisticky vyznamné se od sebe 1iSi povrchy s plazmatickym
nastiikem (HA a Ti0.) podle stupné porozity (Obr. 19, 20, 22, 23). V ptipad¢ E. coli (Obr.
21) jsou vsak rozdily statisticky nevyznamné.

Pti porovnavani zakladnich kovovych material v hladké (lesténé) povrchové tprave
ma Vitalium nejnizsi afinitu k adhezi a kolonizaci mikroorganismy, situace u titanu a oceli
je srovnatelnd. Statisticky vSak mezi nimi nenachdzime vyznamny rozdil. VSechny
materialy se projevily jako velmi stabilni v parametru nachylnosti k infekci i pii zakladnich
upravach povrchu s mensi hrubosti pouzivanych v endoprotetice.

Pti porovnani materialii podle jejich prumérné afinity v jejich nejhladsi povrchové
upravé vykazoval nejnizsi afinitu UHMWPE v porovnani s ostatnimi materialy vuci S.
aureus (Obr. 23), spiSe nizs§i vaci S. epidermidis (Obr. 19), srovnatelnd s ostatnimi je
v piipad€ Enterococcus (Obr. 22), spiSe vyssi vuci E. coli (Obr. 21) a v ptipad¢ P.
aeruginosa patti UHMWPE k povrchim s vyssi afinitou v porovnani s ostatnimi povrchy
(Obr. 20). Urcitym piekvapenim se miize zdat pomérné vysoka ,,odolnost UHMWPE,
ktery dle klasickée literatury patii ve vztahu ke kolonizaci spiSe mezi citlivéjsi materialy
(Petty et al. 1985), a to z divodu hydrofobicity povrchu (Fletcher a Loeb, 1979). Jina
studie, ve shod¢ se zde prezentovanymi vysledky, uvadi preferenci S. aureus vytvéret
biofilm na kovovém povrchu pfed UHMWPE (Barth et al. 1989, Gristina a Hobgood
1987). Tento nalez potvrzuje i prace Gomez Barrena et al. 2012, kde pii infekéni
komplikaci v oblasti implantované kloubni ndhrady kolena je kolonizace artikula¢ni
vlozky (UHMWPE) mikrobidlnim agens nejnizsi (Gristina and Corterton, 1987). Barth et
al. 1989 a Gristina a Hobgood 1987 zjistili, ze S. epidermidis davéa ptednost UHMWPE
pfed kovovymi slitinami. Tento fakt se vSak v této studii nepotvrdil (Obr. 19). Rovnéz
Kinnari et al. 2010 nenalezli rozdily v adherenci mezi S. aureus a S. epidermidis na

povrchu sterilizovaného UHMWPE bez ohledu na povrchovou drsnost.
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Je mozné konstatovat, ze S. epidermiids (Obr. 19) a S. aureus (Obr. 23) pomérné
velmi dobte adheruji na vSech typech materialti, nepreferuji vyznamné povrchovou drsnost
v porovnani s ostatnimi testovanymi kmeny (Obr. 20, 21, 22). Vyssi hodnoty absorbance
v porovnani se S. epidermidis (Obr. 19) vykazoval S. aureus (Obr. 23), coz potvrzuje jeho
snadnou tvorbu biofilmu a adherenci k riznym variacim povrchd materiali a skute¢nost,
Ze je nejcastéjSim etiologickym agens zptisobujicim osteomyelitidu. Neni tedy ndhoda, ze
bakterie S. aureus a S. epidermidis jsou zodpovédné za 48 % az 56 % pozitivnich nalezii
pii revizich kloubnich nahrad (Garvin et al. 1999). Jak v ptipadé S. aureus, tak v ptipadé
S. epidermidis je mozné nalézt rozdily v adherenci mezi jednotlivymi studovanymi vzorky.
Zdavodnéni, pro¢ tomu tak je, vSak neni zcela jednoznacné a na zdkladé analytickych
metod, pouzitych v této praci, neni mozné tento trend rozklicovat. Uplatnuje se zde cela
Skala faktora (Tab. 2, kapitola 2.2.1.), které hraji dilezitou roli ve vzajemném vztahu
konkrétniho bakterialniho kmene a konkrétniho materialu.

Urcitou limitaci této studie je hodnoceni
poréznich povrchi in vitro, které vykazuji zvySenou
citlivost ke kolonizaci. /n vivo bude ve prospéch
tohoto materidlu slouzit vyhoda konceptu ,,race for
surface (Gristina 1987). Porézni titan, a zejména
pak jeho HA vrstva, totiz znacné akceleruje osidleni
povrchu osteoblasty a osteointegraci implantatu do

kostniho lizka (Obr. 26).

Obr. 26. Optimalni vazba dvouvrstevného povrchu implantatu s nastrikem HA do kostniho

luzka (Landor et al. 2009).
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Po osteointegraci tohoto povrchu nema jiz bakteridlni agens prostor tento povrch
kolonizovat. Problémem mohou byt ¢asti poréznich povrcht, které zlistavaji mimo kontakt
s kosti a jejich afinita ke kolonizaci tudiz zlstava trvale vysoka. Bakterie tak mohou velmi
rychle vyplnit porézni labyrint, kde v glykokalyxové vrstvé mohou piezivat (Cordero
1996, Gristina a Costerton 1985). Negativni vliv ma i nesrovnatelné vétsi plocha porézniho
povrchu (Cordero 1996). Oga et al. 1993 sice prokazali in vitro srovnatelnou afinitu ke
kolonizaci u HA nastfiku v porovnani s povrchem hladkého titanu, nicméné v tomto
ptipadé se jednalo o povrch s minimalni porozitou. HA nastiik, ktery byl také pouzit ve
studiich Landor et al. 2007, Landor et al. 2009, je kombinovany, tzn. je nanesen na silné
porézni zakladni vrstvu TiO,. Tak se porozita piivodni vrstvy o néco snizi, cozZ se projevuje
snizenim afinity ke kolonizaci v této studii (Obr. 19, 20, 22, 23).

Materialem volby pro konstrukci cementovanych endoprotéz je Vitalium, které ma
zejména v leSténé Upraveé vynikajici odolnost proti kolonizaci. Horsi integraéni moznosti
materidlu nahrazuje fixace do kostniho lizka zprostfedkovand kostnim cementem
(polymetylmetakrylat). Vyhodou uziti kostniho cementu je moznost jeho michani s
antibiotiky. Cement pak slouzi jako lokalni nosi¢ antibiotik, coZ zvySuje ochranu
implantatu viici kolonizaci bakteriemi (Jiranek 2005).

V ptipadé titanovych implantati s poréznimi povrchy, které jsou dnes metodou
volby u necementovanych aloplastik, je ur¢itym obrannym mechanismem rychla integrace
implantatu do kostniho liizka, kdy se vitézem zavodu o povrch stava osteoblast. Navic in
vivo titan projevuje vynikajici biokompatibilitu, kde mékké tkané¢ pevné adheruji k
implantatu, aniZ by vznikal mrtvy prostor mezi implantitem a jeho vazivovym obalem,

jako je tomu u materidlll z oceli. V tomto mrtvém prostoru se totiz bakterie bez vlivu

4
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V soucasné dob¢ jiz existuji rizné druhy antimikrobialnich povrchi, zaloZzené na
iontech nebo na nanocasticich kovi, které vedou ke zvySeni antibakteridlni aktivity
(Lemire et al. 2013). Otazkou zlstava jejich cytotoxicita (Mijnendonckx et al. 2013). Stale
vice se do popredi védeckého zajmu dostavaji farmakologicky aktivni vrstvy, které byly

teoreticky popséany v kapitole 2.3.3. teoretické ¢asti této prace.

3.4.2. Farmakologicky aktivni vrstvy na bazi KOL/HA/ATB

V ramci projektu technologické agentury Ceské republiky (TA04010330) jsem
pusobil jako clen védeckého tymu a aktivné jsem se tak podilel na vyvoji
osteokonduktivniho kompozitniho nano vldkenného nosi¢e na bazi KOL a HA. Jeho
sloZeni a pfiprava byly popsany v kapitole 3.1.2. experimentalni ¢asti této prace. Idea
tohoto nosice spociva v jeho schopnosti navazat se na hruby titanovy povrch protézy (Obr.
27), vyplnit mrtvy prostor mezi implantitem a kostnim liZkem a spolu s eluci
antimikrobialniho agens chranit povrch implantatu pfed kolonizaci bakteridlnimi kmeny.

Tento povrch by mohl vyznamné zvysit rezistenci implantatu proti infekci (Obr. 28).

Obr. 27. Detailni ukdazka jamek pred a po pokryvu a zesiteni KOL/HA/ATB vrstvy (Suchy
etal 2017a).
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Obr. 28 Ukazka pomocnych zarizeni navrzenych pro pokryv vybranych casti endoprotéz

(A) a jejich pouziti v zarizeni 4Spin (B, C) (Suchy et al. 2018).

Nejprve byl tento kompozitni materidl testovan pouze jako nosi¢ vankomycinu
(Suchy et al. 2016, Suchy et al. 2017) a posléze také pro kombinaci vankomycin +
gentamicin.

Na zékladé vysledkd testovani uCinnosti téchto vrstev, v kapitole 3.2.3.
experimentalni ¢asti této prace, vSechny studované KOL/HA vrstvy, impregnované smeési
vankomycinu a gentamicinu, vykazovaly srovnatelné nebo lepsi vysledky nez kontrolni
vzorky. Koncentrace HA (5, 10 a 15 hm.%) nema vyznamny vliv na antimikrobialni
ucinnost. Pozitivum pfidaného HA spociva v tom, Ze imituje slozeni realné kosti a ptispiva
tak ke zvyseni biokompatibility daného materidlu. Synergické ucinky aplikovanych ATB
spektrum navrhovaného materialu proti riznym vicenasobnym rezistentnim kmentim. Z
tohoto hlediska je kombinace V+G, navic jen v polovi¢nich koncentracich, G¢innéjsi nez

monoterapie vankomycinem nebo gentamycinem (Suchy et al. 2019).
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4. Zavéry a zhodnoceni cilii a hypotéz prace
Cilem této disertacni prace bylo potvrdit ¢i vyvratit vyty¢ené hypotézy, a to pomoci
experimentalni analyzy fyzikalnich a biologickych vlastnosti s dirazem na statistické
vyhodnoceni pouzitych analyz a jejich interpretaci. Vytéené cile disertacni prace byly
splnény podle zadanych cili a prezentované vysledky potvrdily dvé ze tfi stanovenych
hypotéz.
e drsnost povrchu je urcujicim faktorem pii tvorbé biofilmu bez ohledu na typ

materialu

Zvyseni drsnosti nevede u vSech materialii ke zvySenti citlivosti vii¢i vSem izolatim.
Drsnost povrchu je urcujicim faktorem pii tvorb€ biofilmu bez ohledu na typ materialu
v piipadech kmenil E. coli, Enterococcus a P. aeruginosa. Zvyseni drsnosti povrchu do
urc¢ité miry (Ra =1 — 3 pum) nevede u téchto izolatl k rozdilné citlivosti. To se projevi az
pti dosazeni hodnoty Ra = 5. U kment S. epidermidis a S. aureus tato hypotéza neplati. U
téchto dvou izolatlh nema drsnost povrchu statisticky vyznamny vliv na zménu citlivosti.
S. epidermidis a hlavng€ S. aureus pomérné velmi dobie adheruji na vSech typech materiali
bez ohledu na povrchovou drsnost materialu. Bylo prokazano, Ze S. aureus ma vyssi afinitu
spiSe ke kovovym materidliim a k Al,O3 nez k materialu polymernimu (UHMWPE). Piesto
je mozné konstatovat, Ze vykazuje rustovou nendrocnost a dobrou adaptaci na rizné
variace materialli, coz potvrzuje situaci v klinické praxi. Znaceni laserem nevede nutné ke
zvyseni citlivosti. Prvni hypotézu neni tedy mozné zobecnit na vSechny typy materidlu a
bakteridlni agens.

e hodnoceni citlivosti povrchu jednotlivych typti aloplastickych materidld vici
bakterialni kolonizaci s pouZzitim pouze jednoho typu bakterialniho agens mtize byt
zavadéjici, a proto je nutné ke komplexnimu hodnoceni pouzit vice typu

bakterialnich izolata
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Komplexni hodnoceni vsech bézné uzivanych aloplastickych materiald, na zaklade
testovani pomoci bakteridlnich kmenti povazovanych za nejcastéj$i ptivodce infekci
kloubnich nahrad, se ukazalo jako velmi efektivni. V literatufe prakticky neni mozné
takovouto komplexni studii nalézt, vzdy jsou porovnavany pouze nckteré typy materiala
s omezenym poctem bakteridlnich agens. Na zéklad¢ vysledkii bylo mozno bakteridlni
kmeny rozdélit do dvou skupin podle preference vysoké povrchové drsnosti. Jak bylo
prokdzano, do prvni skupiny je mozné zatadit kmeny E. coli, P. aeruginosa a
Enterococcus, které preferuji vysokou povrchovou drsnost. Druha skupina, do niz patii S.
aureus a S. aeruginnosa, nemaji povrchovou drsnost jako svou prioritu. Tato komplexni
analyza prokézala, ze pro pochopeni trendu chovani bakteridlnich agens na povrsich
implantatl neni mozné vytvafet zavéry pouze na zaklad¢ studia jednoho ¢i dvou
bakteridlnich kment. Urcujicim faktorem je dany bakterialni kmen, jeho dana afinita
k danému materidlu, kterd je komplexem mnoha fyzikalné-chemickych vlastnosti nejen
samotného bakteridlniho agens, ale také substratu. Bez provedeni takovéto komplexni

analyzy je mozné ziskat pouze neptesné, zavadéjici ¢i dokonce zcela mylné zavéry.

e citlivost vii¢i kolonizaci je moZné vyznamné sniZit nanesenim farmakologicky
aktivni vrstvy na povrch materiald, které imituji sloZeni a strukturu redlné kosti a
jejichz osteointegracni potencidl je pfes zvySenou afinitu k infekci pro vyvoj

aloplatiky nepostradatelny.

Farmakologicky  aktivni kompozity na bazi kolagen-hydroxyapatitové
nanostrukturované vrstvy s fizenou eluci antibiotik (kombinace vankomycin a gentamicin)
prokdzaly minimalizaci citlivosti vi¢i kolonizaci rezistentnimi bakterialnimi kmeny.
Svym slozenim a strukturou imituji sloZeni realné kosti, akceleruji fixaci v kosti po
implantaci a plisobi preventivné proti vzniku nebo roz$ifeni osteomyelitidy. Kinetika

uvoliiovani antibiotik byla optimalizovana s cilem dosaZeni vhodné miry uvolfiovani
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antibiotik a s tim spojené degradace kolagenové slozky a zastoupeni hydroxyapatitové
slozky, takové, aby byla dostate¢né¢ antibakteridlné ucinnd a soucasné netoxickd pro
organismus. Vyvinuté kolagen-hydroxyapatitové vrstvy s fizenym uvolfiovanim antibiotik
maji perspektivu stat se modernim zdravotnickym prostfedkem prvni volby v ortopedii a
traumatologii, a to pro pacienty s rizikem rozvoje infekénich komplikaci, které v

soucasnosti vedou k selhani 1éCby.
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