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ABSTRAKT

Vymeéna kycelniho a kolenniho kloubu piedstavuje neodmyslitelnou ¢ast ortopedie.
S nartistajicim poc¢tem primarnich operaci ovSem narista také pocet 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 materialti, resp. jejich povrchovych uprav vici
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 druhd c&ast ptredkladané 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 méfitku. Podle zpravy OECD (Organizace pro hospodaiskou spolupraci a
rozvoj) z roku 2013 pocet téchto ortopedickych operaci v posledni dekéd¢ rapidné narostl.
Zatimco nartist po¢tu implantaci ndhrad kycelniho kloubu dosahl 30 %, u vymény
kolenniho kloubu se tento pocet dokonce zdvojnasobil. Vyvojem novych operacnich
postupli a materidlli se z implantovani kloubnich nahrad stala vysoce uspésna 1écebna
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 nahrad (NRKN).

Se zvySujicim se poCtem primarnich operaci nartsta 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 kloubli 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 kloubti pravé z divodl infekénich komplikaci, coz ¢ini 16,83%. 1
ptes dodrzeni vSech perioperacnich zdsad asepse a antibiotickou profylaxi ¢ini incidence
hluboké infekce kloubnich nadhrad 0,99 %. A€ se nejedna o vysoké procento, tyto infek¢ni
komplikace prodluzuji hospitalizaci pacienta, ktery proto podstupuje opakované
ortopedické vykony. Uvadi se dokonce az pétindsobné zvySeni mortality u pacientii po
revizi kloubni ndhrady, a to pravé z divodl infekénich komplikaci. Dal§im negativnim
aspektem tohoto problému je nemala ekonomickd zatéz. Z dat dostupnych na I
Ortopedické klinice FN Motol, stoji jen na pfimych nakladech (hospitalizace, léky,
opera¢ni vykon, krevni derivaty, implantaty) kazda takova revizni operace okolo 400.000,
- K¢&. V této Castce vSak neni zapocitana nasledna rehabilitace, lazenska lécba a ndklady
spojené s ndvratem pacienta do bézného zivota.

Podle progndzy vyvoje poétu implantaci v Ceské republice (vztazeno pouze na
néhrady velkych kloubtl) vypracované Ceskou spoleénosti pro biomechaniku dojde do
roku 2050, s ohledem na demograficky vyvoj, k nartstu poctu implantaci kloubti piiblizné
o 100 %. Da se ptredpokladat, ze tento nartist s sebou ptinese rovnéz zvyseni poctu ptipadi
pooperacnich komplikaci. Spolecenskd poptavka po trendu zvySovani kvality Zivota
v nemoci i v pokroc¢ilém veku je vyzvou pro materidlové inzenyry, farmakology a lékate

pfi vyvijeni novych materiala a 1é€ebnych postupil. Proto problematika infekci totalnich



kloubnich nahrad ziskéava stale vice na vyznamnosti, a to jak v ortopedické praxi, tak i v

celospolecenském méritku.

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 materialti, znichz se
endoprotézy vyrabi, k bakteridlni kolonizaci je riizna. Na zdklad¢ 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
vyc€et miry rizika jednotlivych materiali a jejich povrchovych uprav v unifikovaném
prosttedi tak, aby bylo mozno komplexné porovnat citlivost téchto material ve vztahu ke

kolonizaci.

Cilem této predkladané prace je testovani 14 typi nejCastéji uzivanych
aloplastickych materiala in vitro v jednotnych podminkdch mikrobiologické laboratofe a
stanoveni primdarni odolnosti jednotlivych aloplastickych materiald vacéi bakteridlni
kolonizaci ve vztahu k jejich riznym povrchovym Upravam. Studium zahrnuje testovani
kovovych slitin na bazi CoCrMo, FeNiCr a Ti6A14V a jejich aplikaci na nosnou ¢ast
implantatu. Predmétem testovani jsou také polymerni a keramické materidly
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 pfi  hlubokych infekcich totalnich ndhrad (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 zplsobovat infekce
implantat. Soucasné jsou to kmeny, u nichz je dobie znam zpusob 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 dan¢ho implantatu, dale mohou byt rovnéz



farmakologicky aktivni a plnit napf. antibakteridlni funkci inkorporovanim nebo

navazanim antibiotik, antiseptik, organickych molekul nebo anorganickych iontt.

Diiraz je kladen na statistické vyhodnoceni vSech provedenych analyz a jejich

interpretaci. Na zdklad¢ poznatkii z odborné literatury a klinické praxe o aplikacnich

vlastnostech téchto pouzivanych materiall jsem si stanovil nasledujici hypotézy:

drsnost povrchu je urcujicim faktorem pfi tvorbé biofilmu bez ohledu na typ
materialu,

hodnoceni citlivosti povrchu jednotlivych typt aloplastickych materialt viici
bakterialni kolonizaci s pouzitim pouze jednoho typu bakterialniho agens miize
byt zavadégjici, a proto je nutné ke komplexnimu hodnoceni pouzit vice typt
bakteridlnich izolath

citlivost vii¢i kolonizaci je mozné vyznamné snizit nanesenim farmakologicky
aktivni vrstvy na povrch materiald, které imituji slozeni a strukturu realné 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 experimentdlni analyzy, ktera zahrnuje studium fyzikalnich a

biologickych vlastnosti danych materiali. K dil¢im ciliim této disertacni prace, které maji

prispét k potvrzeni stanovenych hypotéz, patii:

stanoveni relace mezi povrchovou drsnosti a citlivosti vi¢i kolonizaci
bakterialnimi agens pro dany typ materialu,

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

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

vytvoreni korelace mezi fyzikalnimi vlastnostmi a vysledky testi biologického

hodnoceni (in vitro).



2. Teoreticka ¢ast

2.1. Materialy pouzivané pro ortopedické aplikace

Pii konstrukci a vyvoji implantati je kladen duiraz na mechanické vlastnosti
(pevnost, pruznost, taznost). Z hlediska vyroby je dulezitd zpracovatelnost do
pozadovaného tvaru. Témto pozadavkim, co se tyce nosnych ¢asti implantatu, vyhovuji v
soucasnosti hlavn¢ nasledujici tii skupiny kovovych materialt (Gurappa 2002):

1) austenitické korozivzdorné oceli - FeCrNi, FeCrNiMo
2) kobaltové slitiny - CoCrMo, CoCrNiMo
3) titan a jeho slitiny TiAIV, TiAINDb

Polymery, jako jiz vySe zminény UHMWPE, a keramické materidly na bazi oxidu
zirkoni¢itého (zirkonia — ZrO») nebo oxidu hlinitého (alumina - Al,O3) jsou vyuzivany na
kostrukci kluznych casti, tj. artikulani vloZzka kloubni jamky a kloubni hlavice. Dalsi
z fady keramickych materialt je hydroxyapatit (HA), ktery je aplikovan pfedevSim ve
form¢ nastiiku na klasické kovové materidly ke zvySeni osteointegracniho potencialu

implantatu.

2.2. Hluboka infekce kloubnich nahrad

Bakterialni kolonizaci povrchu implantatu byla popsana jiz v 80. letech minulého
stoleti. Byl navrzen koncept: “race for the surface — zdavod o povrch”, ve kterém soutézi
hostitelské buiiky s bakteriemi o to, kdo dfive povrch obsadi. Kolonizace povrchu neni
doposud plné¢ objasnéna a ovliviiuje ji cela Skala faktort.

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. Faze ireverzibilni (adhezivni) se tyka molekularnich a bunécnych interakci blizce
sptiznénych s expresi specifickych genli navazanych bakterii pro vytvoieni prvotni
ochranné bariéry (hlen), kterd nasledné¢ vede k vytvofeni biofilmu. Biofilm je tvofen
bakterialnimi bunikami, které jsou navzajem propojeny hostitelskymi proteiny (kolagen,
fibrin, proteoglykany) a uloZeny v extracelularni matrix polysacharidového charakteru
vytvoiené bakterialnimi bunkami, tzv. glykokalyx.

Bakterie v biofilmu spolu navzajem komunikuji pomoci latek blizkych hormontim a

vytvareji signaliza¢ni systém nazyvany ,,quorum sensing*. JiZ prvotni ochranna bariéra a
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nasledné€ i biofilm zplisobuji nejen rezistenci bakterii vii¢i imunitnimu systému hostitele,
ale komplikuji i priinik antimikrobidlnich a vyzivovych latek do kosti. Reverzibilni faze je
tedy jakési Casové ,,okno prilezitosti“ pro inhibici vytvotreni bakteridlniho biofilmu a
nasmérovani osteointegrace a hojeni k pozitivnimu vyvoji.

Nicméné ani uspeéSna osteointegrace neni zarukou eliminace dlouhodobého pieziti
bakteridlnich kolonii. Mezi nejcastéjsi bakteridlni agens zptisobujici infekci kloubnich
nahrad patii Staphylococcus aureus, ktery se vyznacuje vysokou metabolickou aktivitou a
které umoznuji jeho vysokou adaptabilitu. Staphylococcus aureus vykazuje rovnéz
vysokou schopnost adherence k extracelularnim proteintim, coz je rozhodujicim faktorem
vedoucim k ¢asné a rychlé kolonizaci. Dle literatury je schopen tento Staphylococcus
aureus prezivat v kulturdch osteoblastii mnoho let a tento zpiisob pfezivani se nazyva
“Internalization of Bacteria by Osteoblasts“. K dlouhodobému ptezivani dochézi v jeho
metabolicky alterovaném stavu, tzv. ,,small colony variants“ a pii jakémkoliv oslabeni
organizmu pacienta mize dochdzet k uvoliiovani bakterii z osteoblastli a zplsobovat
rekurenci chronické osteomyelitidy. K dal§im vyznamnym patogennim bakteridlnim
kmentUm patii Staphylococcus epidermidis, G+ kok typicky ptivodce katétrovych sepsi, a
mj. subakutnich infekci implantatii, kterd ma souvislost s ,,aseptickym uvolnénim®.
Pseudomonas aeruginosa, zastupci G- nefermentujicich bakterii spojovanych s tvorbou
biofilmu. Tato skupina bakterii je obecné spojend s vétsi odolnosti k antibiotikiim.
Enterococcus faecalis, dalsi zastupce G+ kok, typicky ptivodce infekei mocovych katétr,
podil na infekcich dalSich implantati Escherichia coli zastupci G- bakterii, které jsou
soucasti normalni mikroflory a soucasné jsou spojované s tvorbou biofilmu.

Strategie prevence infekce v prubéhu perioperacniho obdobi v podobé systematické
a lokalni profylaxe je v klinické praxi velmi dobfe implementovéana. Strategie zahrnujici
pouziti antiseptickych a antibakteridlnich pokryvli implantovanych materialti je
technologie, kterd se zacala rozvijet jiz pted 30 lety. Antibakteridlni pokryvy je mozné

kategorizovat do 3 skupin:

1) perioperacni antibakteridlni lokdlni nosi¢e nebo pokryvy, napt. kostni cementy;

2) pasivni povrchova modifikace, kterd zahrnuje modifikaci morfologickou a
fyzikaln&-chemickou;

3) aktivni povrchova modifikace pomoci bioaktivnich vrstev s implementovanymi

1€Civy.



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 pti vyrob¢ ortopedickych implantétii (Tab. 1).

Tabulka 1. Prehled testovanych materialii 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) lestény, 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 Al,Os3 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» nastik 5
K Keramika Al,O; (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 nazvl 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.
1), jimz bylo manipulovano v optiméalnich podminkach mikrobiologické laboratote.
Vsechny zkoumané materialové vzorky patii k vyrobklim spole¢nosti MEDIN

Orthopaedics a byly dodany ve sterilni form¢ v ochranné folii.

«©

CD?)

Obr. 1. Ukdzka studovanych vzorki (vlevo) a jejich technicky ndkres (vpravo).

3.1.2. Priprava farmakologicky aktivnich vrstev KOL/HA/ATB

Vrstvy byly pripravovany elektrostatickym zvlaknovanim roztoku kolagenu (KOL),
hydroxyapatitu (HA) a polyethylen oxidu jako 8 % hmotnostnich (%hm.) roztoku
kolagenu ve smési ethanolu a fosfatového pufru. Hmotnostni podily jednotlivych sloZek
v elektrostaticky zvlaknéné 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 zvlaknéného kolagenu pfipada 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
miniméln€ 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) pficemz finalni mnozstvi ATB ¢ini 10 hm.% na KOL+HA a

dale jsou suseny pii pokojové teploté do konstantni hmotnosti.
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3.2. Analytické metody

3.2.1. Charakterizace povrchové drsnosti aloplastickych materiala

Na vSech ptipravenych vzorcich byla nejprve vySetfena topografie povrchu s cilem
ovéteni parametrii drsnosti. Standardni liniovy parametr drsnosti Ra [um] byl méten
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 materialu byly proméfeny 3 ndhodné vybrané vzorky, pfi¢emz na kazdém
znich bylo provedeno deset méfeni v
liniich o délce piiblizné¢ 4 mm (Obr. 2),
s vyhodnocovanou délkou /, 1,25 mm (dle
CSN EN ISO 4288 a 3274). 3D data
povrchovych vrstev byla zpracovana

v programu ODSCAD 5.075 (Mahr, SRN).

Length (mm)

Pro kazdy typ materidlu byla dale vytvoiena

vizualizace struktury povrchu.

Obr. 2. Ukazka vyhodnoceni parametru

9
Width (mm)

8
drsnosti Ra. Height (um) NSNS
-20 <15 10 -5 0 SIS

3.2.2. Testovani tvorby biofilmu in vitro na aloplastickych materialech

Pro sledovani schopnosti tvofit biofilm byly vybrany mikroby povaZované za
nejcastéjsi ptivodce infekei kloubnich ndhrad viz teoreticky tivod.

Prvni testovanou bakterii byl Staphylococcus epidermidis CCM 7221 (Czech
Collection of Microorganisms, CCM), plivodné klinicky izolat €. A117 s deklarovanou
schopnosti tvofit biofilm (Ridzicka 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 tvofit biofilm (Sbirka
mikroorganismti Mikrobiologického tustavu Lékaiské fakulty Masarykovy univerzity v
Brn¢): Pseudomonas aeruginosa ¥B44, Enterococcus faecalis FB16, Escherichia coli

FB42 a Staphylococcus aureus FB11. Jsou to zastupci jednotlivych skupin vyznamnych
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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 piivodce katétrovych sepsi, a mj.
subakutnich infekci implantatii — souvislost s ,,aseptickym uvolnénim*

Enterococcus faecalis — dalsi zastupce G+ koki, typicky pivodce infekci mocovych
katétrti, podil na infekcich dalSich implantati.

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

Escherichia coli — zé&stupci G — bakterii, které jsou soucasti normalni mikroflory a
soucasn¢ jsou spojované s tvorbou biofilmu.
Kmeny byly uchovavany v kryozkumavkéch s kryoprotektivnim médiem (ITEST plus,
Hradec Kralové) pii teploté -76 °C. Pfed pouZzitim 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 hustoté odpovidajici stupni &. 1
McFarlandovy $kaly, ktery odpovida 3,0 x 108 kolonie tvoficich jednotek/ml. Jamky 24-
jamkovych desticek (Nunc, Roskilde, Denmark) obsahujici disk zkoumaného materialu a
900 ml BHI bujonu (Brain Heart Infusion, HiMedia, Mumbai, India) s 50 mM glukézy
byly inokulovany s 100 ml suspenze testované bakterie. Po 24 hodinach inkubace pii 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 vytvotena 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 trikrat oplachnuty ve fyziologickém roztoku tak, aby se odstranilo pfebytecné
barvivo a nasledné susSeny. 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 tiepacce pii 300 rpm. Vzhledem k tomu, ze u
nékterych vzorkll bylo mnozstvi krystalové violeti v eluatu piili§ velké na to, aby bylo
mozno piesné zmétit hodnotu absorbance, byly vSechny eluaty fedény 1:4 roztokem 33%

kyseliny octové. Poté bylo 100 pul nafedéného eluatu prepipetovano do Cistych jamek 96
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jamkové mikrotitraéni 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 pii vinové
délce 595 nm (Asos). Absorbance pozadi byla méfena pii 690 nm (Aeo). Po odecteni
hodnoty As9 od hodnoty Asgs byla ziskana skutecnd hodnota absorbance méteného eluatu.
Aby byl eliminovan vliv rozdilné pfirozené afinity krystalické violeti k testovanym
materidltim, byla pro kazdy testovany material provedena negativni kontrola. To znamena,
ze disk byl testovan za stejnych podminek bez inokulace mikrobem. Tti 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 eluatd pii kvantifikaci biofilmu na povrchu daného materialu.
Vysledna absorbance byla stanovena na zaklad¢ vztahu (1):
AVs595 = (As95 - Ae90) — (A0s95 — ADg90) (D)
Tvorba biofilmu na konkrétnim materidlu byla testovana ve tfech nezavislych
pokusech, pficemz v kazdém pokusu byly jednim testovanym mikroorganismem

inokulovany tfi vzorky pfislusného materidlu. Za referencni material, se kterym byly

svwvr

3.2.3. Testovani citlivosti na ATB farmakologicky aktivnich vrstvach

Pro testovani ATB uc¢inku elektrostaticky zvlaknénych KOL/HA vrstev (Obr. 8) byly
pro simulaci redlné aplikace vrstev pouzity Ctyfi klinické izolaty odebrané pti 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 pfipravy probih4 tak,
ze se klickou nabere vhodné mnozstvi kolonii (vétSinou 1-5 dle druhu bakterie) a ptenese
se do 2 ml fyziologického roztoku, poté se zkumavka vlozi do ttepacky a prottepe. Hustota

zakalu se zkontroluje pomoci denzimetru (Densi 2, Erba Lachema, Brno, CR) a pokud je
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to nutné, hustota se upravi, dokud nedosdhne 0,5 McFarlanda. Inokulace na ptudu se
provadi pomoci vatového sterilniho tampoénu, kdy se valivym pohybem rozetie suspenze
postupné po celé plose pudy. Standardni inokulum musi po piislusné dob¢ inkubace (18-
24 hodin u béznych bakterii) vytvotit souvisly splyvavy narast po celé plose agarové pudy.
Na takto naockovanou pudu se do 15 minut nandsi ATB disky pomoci sterilni injek¢ni
jehly (v tomto ptipad¢; jinak se vyuzivaji specialni raznice na disky). S takto nanesenym
diskem se jiz nesmi hybat, protoze antibiotikum zacina difundovat okamzité. Pfipravené
agarové pudy se do 15 minut od aplikace diskl vlozi do termostatu a pii teploté 37 °C se
inkubuji 18-24 hodin. Po uplynuti této doby je mozné odecitat zony inhibice ristu bakterii

okolo ATB disku.

3.2.4. Statistické zpracovani dat

Vsechny vysledky byly statisticky zpracovany v programu Statgraphics Centurion
XVII (Statpoint, USA). U souborl dat byla nejprve posuzovana normalita (x> test a
Shapiro-Wilktv test). Shoda rozptyli pii jednotlivych porovnanich byla provedena
pomoci F-testu nebo Bartlettova testu. Pii splnéni obou podminek, tedy normality dat a
shody rozptylli, byl pro nalezeni statisticky vyznamnych rozdilti pouzit parametricky
Fisheriv LSD test (Least Significant Difference). V piipad€ poruSeni jedné z téchto
podminek byl pouZzit neparametricky Kruskal-Wallistiv test a Mann-Whitneyiiv post hoc
test s Bonferroniho korekci pfi vicendsobném porovnani. Hladina spolehlivosti ve vSech
testech byla 95 %. Pro vizualizaci namétenych 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), kiiZzek pak aritmeticky pramér, resp. sttedni hodnotu normalniho

cvwvr

.....

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

Povrchy vSech typl analyzovanych materidld byly vyfotografovany a dale byla
nasnimana topografie jejich povrchu pomoci bezkontaktni optické metody s cilem ovéfeni
parametrt drsnosti. Na Obr. 3 je uveden piiklad této analyzy: fotografie povrchi a déle

topografie jejich povrchti v 2D a 3D moédu.

CLS

Obr. 3. Ukdzka vzorku pripravenych ze slitiny CoCrMo (Vitalium) s lestenym povrchem
(CL), kulickovanym povrchem (CM) a lestéenym povrchem znacenym laserem (CLS).
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. 4 uvadi piehled a srovnani povrchti v 2D vSech testovanych materiala.

Obr. 4. Srovnani naskenovanych povrchii (2D) vSech testovanych materialii.

Tabulka 2 shrnuje namétfené parametry povrchové drsnosti Ra. V nékterych
pfipadech se stanovena drsnost mirné 1iSi od teoretické hodnoty, kterd vychdzela
z predpokladii o drsnostech dosahovanych stejnym postupem na ortopedickych
implantatech. Stanovené rozdily mohou byt zplisobeny tim, Ze byly zpracovavany vzorky
s nestandardni velikosti (mensi, nez je obvykld). Materialy je mozné na zakladé parametru
Ra setadit do 4 skupin (Obr. 4). Statisticky vyznamné rozdily se vyskytuji pouze mezi

jednotlivymi skupinami.

sE =S
_4F u 3
£ - o ]
3 3 == = =
[} - R ]
“LE O o — === E
: T e ]
1:—EIE-=I=E 3
= -

CL oOL K CM OM T™™ TA PE CLS OLS TT TALS TPH TP

CoCrMo  FeNiCr Al;03 CoCrMo  FeNiCr  Ti6Al4V Ti6Al4V UHMWPE CoCrMo FeNiCr Ti6Al4V Ti6AI4V  Ti6Al4V Ti6Al4V

LESTENY  LESTENY LESTENY MATN! MATNY MATNY  ANODIZOVANY LESTENY LESTENY LESTENY  TRYSKANY ANODIZOVANY PLASMA+HA PLASMA
KULICKOVANY ~ KULICKOVANY KARTACOVANY LASER LASER LASER

Obr. 4. Srovnani parametru drsnosti Ra vSech testovanych vzorkii. *znaci statisticky

vyznamné rozdily (Mann-Whitneyuv test s Bonferroniho korekci, 0,05, n = 30).
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Tabulka 2. Prehled testovanych materialu a jejich povrchovych uprav s teoretickou a

zmérenou hodnotou povrchové drsnosti Ra [um], aritmeticky primér, smeérodatna

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

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

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 karta¢ovany 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  nastiik hydroxyapatit | 5 5,0+0,3
(HA)

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

K Keramika Al,O3 jednostranné leStény 0/2 1,2+0,2

PE Polyetylen UHMWPE lestény povrch 2 2,0+£0,3
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3.3.2. Odolnost aloplastickych materiali vici riznym bakterialnim agens

Vysledky sledovani odolnosti jednotlivych materidlli s riznou povrchovou Upravou,
ktera se odrazi v jejich povrchové drsnosti, vici riznym bakteridlnim kmeniim jsou
uvedeny na Obr. 5-8. Data jsou zpracovana jako vysledna absorbance vyluhti po kolonizaci
(AVsos), stanovena dle vztahu (1) v kapitole 3.2.2. v zavislosti na jednotlivych
bakterialnich agens.

Jak je patrné z Obr. 5, vSechny povrchy slitiny CoCrMo vykazuji nejvétsi odolnost,
tzn. nejnizsi absorbanci, viuci E. coli. Nejlépe adheruje S. epidermidis ve vsech ptipadech

a s postupné vzrustajici povrchovou drsnosti také S. aureus.
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Obr. 5. Vysledna absorbance vyluhii 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 lestenym a znacenym laserem (CLS; Ra 3,0 £
0,2). *znaci statisticky vyznamné rozdily (Mann-Whitneyuv test s Bonferroniho korekci,

0,05, n=9).
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Obdobny trend je mozné vypozorovat i u slitin FeNiCr (Obr. 6), kde nejnizsi
adherence a tedy nejvyssi odolnost se projevuje v ptipadé E.coli, naopak nejvyssi citlivost
ke kolonizaci vykazuji povrchy slitiny FeNiCr v piipadech S. epidermidis a S. aureus.
S dosazenim hodnoty povrchové drsnosti (Ra 3,0 = 0,2) pro povrch znaceny laserem se
zaCina projevovat stale vice pozitivni adherence i v ptipadé P. aeruginosa, kterd se v grafu
projevuje veétsim rozptylem dat a dosazenim maximalni hodnoty AVses az 1,2. Velmi
vyrazn€ se projevuje nariist vysledné absorbance v ptipadé S. aurea, kdy 50 % vSech

zmétenych dat se pohybuje v intervalu 0,95 — 2,70.
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Obr. 6. Vysledna absorbance vyluhit 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 pfipadé povrchu titanové slitiny Ti6Al4V (Obr. 7).
Varianty povrchii bez plazmatického néastfiku (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 hlie 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 narGist absorbance, avsak
trend v afinit€¢ vici povrchiim je zcela odlisny. S. epidermidis zde adheruje hiife nez P.
aeruginosa a E. coli. Niz§i adherenci mé 1 HA nastiik v porovnani s nastfikem 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 nastiiku se statisticky vyznamné nelisi
od chovani kmene Enterococccus, zatimco u titanového nastfiku je stanovend absorbance
statisticky vyznamné vy$$i. Vyrazny nérist absorbance v porovnani s povrchy bez nastiiku
a zaroven i se slitinami CoCrMo a FeNiCr je mozné zaznamenat u P. aeruginosa.

Vysledky adherence na lesténych povrSich keramického (Al2O3) a polymerniho
(UHMWPE) materidlu jsou uvedeny na Obr. 8. V piipadé keramického materialu je
mozné, na zaklad¢ statisticky vyznamnych rozdilt, 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 piipadé S. aurea.
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Obr. 7. Vysledna absorbance vyluhii 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. 8. 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 bakterialnich agens na riznych povrsich aloplastickych
materiali

Pro shrnuti chovéni jednotlivych bakterialnich kment na riznych povrSich material
byla data sestavena do grafii jako zéavislost vysledné absorbance vyluhii po kolonizaci
(AVs9s5), stanovené dle vztahu (1) v kapitole 3.2.2., na jednotlivych materialech (Obr. 9-
13). Boxploty jsou barevné rozliSeny na zékladé povrchové drsnosti.

Graf shrnujici vysledky pro S. epidermidis je uveden na Obr. 9. Statisticky vyznamné
niz§i absorbanci, a tudiZ niz8i adherenci, prokazoval na povrSich Ti6Al4V s HA
plazmatickym néstiikem (Ra 5,0 £ 0,3) a na leSténych povrsich AbOs3 (Ra 1,2 £ 0,2) a
UHMWPE (Ra 2,0 + 0,3).

Jina situace nastava pfi kolonizaci povrchi bakteridlnimi kmeny P. aeruginosa (Obr.
10), E. coli (Obr. 11) a kmenem Enterococcus (Obr. 12). VSechny tyto zminéné bakteridlni
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. 10). Hodnoty
vysledné absorbance, v piipadé Enterococcus (Obr. 12), maji velky rozptyl dat, a to

v rozmezi hodnot od 0,2 do 2,5.
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9.

Vysledna absorbance vyluhii po kolonizaci Staphylococcus epidermidis na

Jjednotlivych studovanych vzorcich. *znaci statisticky vyznamné rozdily (Mann-Whitneyuv

test s Bonferroniho korekct, 0,05, n=9).
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10. Vysledna absorbance vyluhii po kolonizaci Pseudomonas aeruginosa na

Jjednotlivych studovanych vzorcich. *znaci statisticky vyznamné rozdily (Mann-Whitneyuv

test s Bonferroniho korekci, 0,05, n=9).
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S. aureus (Obr. 13) nejméné ochotné kolonizuje lestény povich 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 um, matnych povrchi slitin
CoCrMo a Ti6Al4V a anodizovaného povrchu Ti6Al4V, kde hodnoty Ra dosahuji ~ 2 um.
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).

Escherichia coli
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Obr. 11. Vysledna absorbance vyluhii po kolonizaci Escherichia coli na jednotlivych
studovanych vzorcich. *znaci statisticky vyznamné rozdily (Mann-Whitneyuv test

s Bonferroniho korekci, 0,05, n=9).
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Enterococcus
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Obr. 12. Vyslednda absorbance vyluhii po kolonizaci Enterococcus na jednotlivych
studovanych vzorcich. *znaci statisticky vyznamné rozdily (Mann-Whitneyuv test

s Bonferroniho korekci, 0,05, n=9).
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Obr. 13. Vysledna absorbance vyluhuii po kolonizaci Staphylococcus aureus na
jednotlivych studovanych vzorcich. *znaci statisticky vyznamné rozdily (Mann-Whitneyiiv
test s Bonferroniho korekci, 0,05, n=9).
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3.3.4. Testovani citlivosti na ATB farmakologicky aktivnich vrstvach

Mikrobialni aktivita vSech elektrostaticky zvlaknénych vrstev na bazi KOL/HA je
testovana s pouzitim diskovych difuznich testli pomoci 4 bakteridlnich kmenti izolovanych
z pacientl. Citlivost je hodnocena na zdklad& ptitomnosti ¢i absence inhibi¢nich zon.
Vzorky KOL/HA vrstev ptipravenych bez ATB, které maji nulovou inhibi¢ni zénu, byly
pouzity jako negativni kontrola (Obr. 14). Velikost inhibi¢nich zo6n obklopujici vzorky je
srovnavana s velikosti inhibi¢nich zon kolem standardnich kontrolnich diskil obsahujici
vankomycin (KV) a gentamicin (KG).

Jak je patrné z Obr. 15, vSechny studované KOL/HA/V+G vrstvy jsou z hlediska
statisticky vyznamnych rozdil 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
lepsi G¢innost proti témto bakteridlnim agens s hodnotami inhibi¢nich z6n od 16 do 21
mm, zatimco velikosti inhibi¢nich zén kontrolnich vzorkd pro gentamicin (KG)

dosahovaly hodnot od 5 do 10 mm.

Obr. 14. Ukazka diskového difuzniho testu. Disky bez antibiotik (vlevo) a s antibiotiky
(vpravo) v prostiedi s izolatem Enterococcus faecalis.
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Obr. 25 Velikost inhibicni zony v prostiedi sledovanych izolatu. 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-

Whitneyiiv test s Bonferroniho korekci, 0,05, n=7).

3.4. Diskuze

3.4.1. Aloplastické materialy z pohledu jejich citlivosti ke kolonizaci
bakteriemi

Statisticky byl nalezen vyznamny nartst citlivosti k infekci v ptipadé plazmatickych
nastfik titanové slitiny (Ra ~ 5 um), a to pro kmeny P. aeruginosa, E. coli, Enterococcus
a S. aureus (Obr. 10-13). Mezi Vitaliem a titanovou slitinou se srovnatelnymi
povrchovymi Upravami nebyl prokazéan statisticky vyznamny rozdil pfi sledovéani tvorby
biofilmu.

Upravy pomoci plazmatického néstiiku maji dnes zasadni vyznam u titanovych
implantatt, kde je hrubost povrchu dilezita pro lepsi osteointegraci. Hrubsi povrchy, vice
¢i méné porézni, jsou vytvareny jednovrstevnym nebo dvouvrstevnym plazmatickym
nastfikem. Pokud jsou porézné upravené povrchy porovnavany s hladkym anodizovanym
povrchem titanu, je afinita porézniho povrchu statisticky vyznamné vétsi, a to v ptipadech
P. aeruginosa, E. coli, Enterococcus a S. aureus (Obr. 10-13). V ptipad¢€ S. epidermidis
tento zavér vSak neplati, citlivost titanové slitiny s HA néstfikem ma citlivost dokonce
statisticky vyznamné niz$i ve srovnani s ostatnimi materidly (Obr. 9). V tomto pfipad¢ se

muze jednat o vliv dalSich fyzikalné-chemickych faktorti vrstvy. DlleZitou roli pii tvorbé
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biofilmu hraje rovnéz chemické slozeni substratu, ke kterému bakterie adheruji.
Anodizované povrchy titanové slitiny, jejichz Ra se pohybuje od 2 do 3 um, jsou pokryty
oxidy TiO> stejné jako je tomu v piipadé povrchu s plazmatickym nastiikem TiO> (Ra ~
5,1). Jak je patrné z Obr. 10, 11 a 12 pro kmeny P. aeruginosa, E. coli a Enterococcus je
rozhodujicim faktorem drsnost, ne chemické slozeni povrchu. V piipadech S. epidermidis
(Obr. 9) a S. aureus (Obr. 13) drsnost nema tak zasadni vyznam a vysledny efekt mize byt
souhrou mnoha fyzikalnich faktort vrstvy, véetné jejiho chemického slozeni. Statisticky
vyznamné se od sebe lisi povrchy s plazmatickym nastfikem (HA a TiO2) podle stupné
porozity (Obr. 9, 10, 12, 13). V piipadé E. coli (Obr. 11) jsou vSak rozdily statisticky
nevyznamne.

Pti porovnavani zakladnich kovovych material v hladké (lesténé) povrchové uprave
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 1 pii zadkladnich
upravach povrchu s mensi hrubosti pouzivanych v endoprotetice.

Pti porovnani materiald podle jejich primérné afinity v jejich nejhladsi povrchové
upravé vykazoval nejnizsi afinitu UHMWPE v porovnéni s ostatnimi materialy vici S.
aureus (Obr. 13), spiSe nizs$i viuci S. epidermidis (Obr. 9), srovnatelna s ostatnimi je
v piipad€ Enterococcus (Obr. 12), spiSe vyssi vuci E. coli (Obr. 11) a v ptipadé¢ P.
aeruginosa patti UHMWPE k povrchiim s vyssi afinitou v porovnani s ostatnimi povrchy
(Obr. 10). Urcitym piekvapenim se muze zdat pomérné vysokd ,,odolnost UHMWPE,
ktery dle klasické literatury patii ve vztahu ke kolonizaci spiSe mezi citlivéj$i materialy
(Petty et al. 1985), a to z dvodu hydrofobicity povrchu (Fletcher a Loeb, 1979). Jina
studie, ve shod¢ se zde prezentovanymi vysledky, uvadi preferenci S. aureus vytvéret
biofilm na kovovém povrchu pted UHMWPE (Barth et al. 1989, Gristina a Hobgood
1987). Tento nalez potvrzuje 1 prace Gomez Barrena et al. 2012, kde pfi infekéni
komplikaci v oblasti implantované kloubni ndhrady kolena je kolonizace artikulacni
vlozky (UHMWPE) mikrobidlnim agens nejnizsi (Gristina and Corterton, 1987). Barth et
al. 1989 a Gristina a Hobgood 1987 zjistili, Ze S. epidermidis dava ptednost UHMWPE
pfed kovovymi slitinami. Tento fakt se vSak v této studii nepotvrdil (Obr. 9). Rovnéz
Kinnari et al. 2009 nenalezli rozdily v adherenci mezi S. aureus a S. epidermidis na
povrchu sterilizovaného UHMWPE bez ohledu na povrchovou drsnost.

Je mozné konstatovat, ze S. epidermiids (Obr. 9) a S. aureus (Obr. 13) pomérné velmi

dobfe adheruji na vSech typech materialdi, nepreferuji vyznamné povrchovou drsnost
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v porovnani s ostatnimi testovanymi kmeny (Obr. 10, 11, 12). Vyssi hodnoty absorbance
v porovnani se S. epidermidis (Obr. 9) vykazoval S. aureus (Obr. 13), coz potvrzuje jeho
snadnou tvorbu biofilmu a adherenci k riznym variacim povrchti materialti a skutecnost,
Ze je nejcastéjSim etiologickym agens zptsobujicim osteomyelitidu. Neni tedy nahoda, ze
bakterie S. aureus a S. epidermidis jsou zodpovédné za 48 % az 56 % pozitivnich nalezii
pti revizich kloubnich nahrad (Garvin et al. 1999). Jak v ptipad€ S. aureus, tak v ptipadé
S. epidermidis je mozné nalézt rozdily v adherenci mezi jednotlivymi studovanymi vzorky.
Zduvodnéni, pro¢ tomu tak je, vSak neni zcela jednoznacné a na zaklad¢ analytickych
metod, pouzitych v této praci, neni mozné tento trend rozklicovat. Uplatiiuje se zde cela
Skala faktort, které hraji dulezitou roli ve vzajemném vztahu konkrétniho bakteridlniho
kmene a konkrétniho materialu.

Urcitou limitaci této studie je hodnoceni poréznich povrchil in vitro, které vykazuji

zvySenou citlivost ke kolonizaci. In vivo bude ve
prospéch tohoto materialu 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.

16).

Obr. 16. Optimalni vazba dvouvrstevného povrchu
implantatu s nastiikem HA do kostniho lizka

(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 zastava 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
piipadé 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
sniZzenim afinity ke kolonizaci v této studii (Obr. 9, 10, 12, 13).

Materidlem volby pro konstrukei cementovanych endoprotéz je Vitalium, které ma
zejména v leSténé Upraveé vynikajici odolnost proti kolonizaci. Horsi integraéni moznosti
materidlu nahrazuje fixace do kostniho luzka zprostiedkovana kostnim cementem
(polymetylmetakrylat). Vyhodou uziti kostniho cementu je moZnost jeho michani s
antibiotiky. Cement pak slouzi jako lokalni nosi¢ antibiotik, coz zvySuje ochranu
implantatu viic¢i kolonizaci bakteriemi (Jiranek 2005).

V piipad¢ 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, aniZz by vznikal mrtvy prostor mezi implantatem a jeho vazivovym obalem,
jako je tomu u materialii z oceli. V tomto mrtvém prostoru se totiz bakterie bez vlivu

V soucasné dobé jiz existuji rizné druhy antimikrobidlnich povrchi, zaloZzené na
iontech nebo na nanocasticich kovil, které vedou ke zvySeni antibakteridlni aktivity
(Lemire et al. 2013). Otazkou ziistava jejich cytotoxicita (Mijnendonckx et al. 2013). Stale

vice se do popiedi védeckého z4jmu dostavaji farmakologicky aktivni vrstvy.
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3.4.2. Farmakologicky aktivni vrstvy na bazi KOL/HA/ATB

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

Tento povrch by mohl vyznamné zvysit rezistenci implantatu proti infekci (Obr. 18).

Obr. 17. Detailni ukdazka jamek pred a po pokryvu a zesiteni KOL/HA/ATB vrstvy (Suchy
etal. 2017a).

Obr. 18 Ukazka pomocnych zarizeni navrzenych pro pokryv vybranych casti endoprotéz

(A) a jejich pouziti v zarizeni 4Spin (B, C) (Suchy et al. 2018).
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Nejprve byl tento kompozitni material testovan pouze jako nosi¢ vankomycinu
(Suchy et al. 2016, Suchy et al. 2017) a posléze také pro kombinaci vankomycin +
gentamicin. Na zéklad¢ vysledkl testovani ucinnosti téchto vrstev, v kapitole 3.2.3.
experimentalni Casti této prace, vSechny studované KOL/HA vrstvy, impregnované smési
vankomycinu a gentamicinu, vykazovaly srovnatelné nebo lepsi vysledky nez kontrolni
vzorky. Koncentrace HA (5, 10 a 15 hm.%) nemd vyznamny vliv na antimikrobialni
ucinnost. Pozitivum ptfidaného HA spociva v tom, ze imituje slozeni realné kosti a piispiva
tak ke zvyseni biokompatibility daného materialu. Synergické tcinky aplikovanych ATB
spektrum navrhovaného materialu proti riznym vicenasobnym rezistentnim kmendim. Z
tohoto hlediska je kombinace V+G, navic jen v polovi¢nich koncentracich, ¢inng;$i nez

monoterapie vankomycinem nebo gentamycinem (Suchy et al. 2019).

4. Zavéry a zhodnoceni cilii a hypotéz prace

Cilem této disertacni prace bylo potvrdit ¢i vyvratit vyty€ené hypotézy, a to pomoci
experimentalni analyzy fyzikélnich a biologickych vlastnosti s dirazem na statistické
vyhodnoceni pouzitych analyz a jejich interpretaci. Vytéené cile disertacni prace byly
splnény podle zadanych cilii a prezentované vysledky potvrdily dvé ze tii 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 pfi tvorbé biofilmu bez ohledu na typ materidlu
v ptipadech kment E. coli, Enterococcus a P. aeruginosa. ZvySeni drsnosti povrchu do
ur¢ité miry (Ra =1 — 3 um) nevede u téchto izolath k rozdilné citlivosti. To se projevi az
pii 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 hlavné S. aureus pomérné velmi dobie adheruji na vSech typech materialt
bez ohledu na povrchovou drsnost materialu. Bylo prokézéano, 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
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zvyseni citlivosti. Prvni hypotézu neni tedy mozné zobecnit na vSechny typy materidlu a
bakterialni agens.
e hodnoceni citlivosti povrchu jednotlivych typt aloplastickych materiali viici
bakterialni kolonizaci s pouzitim pouze jednoho typu bakteridlniho agens mize byt
zavadéjici, a proto je nutné ke komplexnimu hodnoceni pouzit vice typl

bakterialnich izolatt

Komplexni hodnoceni vSech bézné uzivanych aloplastickych materidlti, na zaklad¢
testovani pomoci bakteridlnich kment povazovanych za nejcastéjsi ptivodce infekcei
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 zdklad€ vysledkli bylo mozno bakterialni
kmeny rozdélit do dvou skupin podle preference vysoké povrchové drsnosti. Jak bylo
prokazano, do prvni skupiny je mozné zafadit 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 chovéani bakteridlnich agens na povrSich
implantatd neni mozné vytvafet zdvéry pouze na zaklad¢ studia jednoho ¢i dvou
bakteridlnich kment. Urcujicim faktorem je dany bakterialni kmen, jeho dané afinita
k danému materialu, 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 materialii, 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 pasobi preventivné proti vzniku nebo rozsifeni osteomyelitidy. Kinetika
uvoliiovani antibiotik byla optimalizovdna s cilem dosazeni vhodné miry uvoliiovani
antibiotik a s tim spojené degradace kolagenové slozky a zastoupeni hydroxyapatitové
slozky, takové, aby byla dostate¢né antibakteridlné¢ Uc¢innd a soucasné netoxicka pro

34



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 infek¢nich komplikaci, které v

soucasnosti vedou k selhani 1€cby.
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