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Abstrakt

Uvod a teoreticka éast: Disertaéni prace se zamértuje na vliv polymernich materialt na rozvoj
septickych a aseptickych komplikaci v ortopedii. Podrobné jsou uvedeny vlastnosti polymera,
zejména vysokomolekularniho polyethylenu (UHMWPE), a jejich opotfebeni a degradace,
ktera mlze vést k aseptickému uvolnéni kloubnich nahrad. Dale jsou rozebrany infekce
v ortopedii, kam spadaji osteomyelitidy, septické artritidy a infekce kloubnich nahrad. Vedle
standardnich lé€ebnych postupu je diskutovana a v experimentalni ¢asti i testovana moznost
vyuziti lokalnich nosicl antibiotik v prevenci a Ié¢bé zminénych infekci.

Materidl a metody: Pro hodnoceni ucinnosti nosi¢u antibiotik byly pouzity standardni
mikrobiologické metody — dilu¢ni bujonova metoda testovala bakteriostaticky UCinek nosicu
antibiotik a agarova metoda hodnotila baktericidni ucinek. Byly testovany komeréni vzorky
polymethylmethakrylatu (Palacos®, Palacos R+G® a Vancogenx®) a siranu vapenatého
(Stimulan®) a jejich srovnani s experimentalnim systémem TPS/PCL. Do nosi¢l bylo
pfimichano glykopeptidové antibiotikum vankomycin. Uginek nosiée s antibiotikem byl
testovan vaci referenénimu kmeni CCM 4223 Staphylococcus aureus. Bylo provedeno
i statistické zhodnoceni vysledka.

Vysledky: Vysledky ukazaly, ze vSechny testované nosiCe antibiotik vykazovaly spolehlivé
bakteriostatické vlastnosti. Baktericidni u€inky mély omezenou vypovédni hodnotu,
pravdépodobné vlivem vice faktord. U Casti vysledkd byl pozorovan statisticky vyznamny
rozdil, a to zejména v nizSich koncentracich antibiotika. To svéd¢i o tom, Ze s rostouci
koncentraci antibiotika se nosice stavaji podobné ucinnymi. Nejlepsi baktericidni ucinek byl
zaznamenan u systému Vancogenx®.

Diskuse: Byly identifikovany dulezité trendy souvisejici s vlastnostmi nosi¢u antibiotik, které
mohou ovlivnit jejich U€innost. Rozptyl vysledku byl pravdépodobné zplisoben homogenitou
disperze antibiotik v systémech a horsi reprodukovatelnosti agarové metody.

Zaver: Studie potvrzuje ucinnost komercénich nosicl antibiotik i experimentalni kompozice
TPS/PCL v inhibici rastu bakterii, pfi€emz zdlrazriuje potfebu dalSiho vyzkumu pro
optimalizaci materialt a metod IéCby.

Klicova slova: polymerni materialy, UHMWPE, otér, oxidativni degradace, tribologie,
komplikace kloubnich nahrad, aseptické uvolnéni, infekce v ortopedii, infekce kloubnich
nahrad, systémy pro lokalni uvolfiovani antibiotik, lokalni nosi¢e antibiotik, kostni cement, siran
vapenaty, kalcium sulfat, antimikrobialni u€innost, Staphylococcus aureus, bakteriostaticky
ucinek, baktericidni U€inek, diluéni metoda, agarova metoda, vankomycin, MIC, minimalni
inhibiéni koncentrace, MBC, minimalni baktericidni koncentrace.

4/86



Abstract

Introduction and theoretical part: The thesis focuses on the influence of polymeric materials
on the development of septic and aseptic complications in orthopaedics. The properties of
polymers, particularly high molecular weight polyethylene (UHMWPE), and their wear and
degradation that can lead to aseptic loosening of joint replacements are detailed. Infections in
orthopaedic patients, which include osteomyelitis, septic arthritis and prosthetic joint infections,
are also discussed. In addition to standard therapeutic procedures, the possibility of using local
antibiotic carriers in the prevention and treatment of these infections is discussed and tested
in an experimental part of the thesis.

Material and methods: Commercial samples of polymethyl methacrylate (Palacos®, Palacos
R+G® and Vancogenx®) and calcium sulfate (Stimulan®) were tested and compared with the
experimental TPS/PCL system. The glycopeptide antibiotic vancomycin was mixed into the
carriers. The effect of the carrier with the antibiotic was tested against the reference strain
CCM 4223 Staphylococcus aureus. Statistical evaluation of the results was also performed.

Results: The results showed that all the local antibiotic carriers tested showed reliable
bacteriostatic properties. The bactericidal effects were of limited significance, probably due to
multiple factors. A statistically significant difference was observed for some of the results,
especially at lower antibiotic concentrations. This suggests that the carriers become similarly
effective with increasing antibiotic concentration. The best bactericidal effect was observed
with the Vancogenx® system.

Discussion: Important trends related to the properties of antibiotic carriers that may affect
their efficacy have been identified. The diversity of results was probably due to the
homogeneity of antibiotic dispersion in the systems and the poorer reproducibility of the agar
method.

Conclusions: This study confirms the efficacy of commercial local antibiotic carriers and the
experimental TPS/PCL in inhibiting bacterial growth, highlighting the need for further research
to optimize materials and treatment methods.

Keywords: polymers, UHMWPE, wear, oxidative degradation, tribology, complications of joint
replacements, aseptic loosening, infections in orthopedics, prosthetic joint infections, local
antibiotic delivery, local release of antibiotic, antibiotic carriers, bone cement, calcium sulfate,
antimicrobial susceptibility, Staphylococcus aureus, bacteriostatic effect, bactericidal effect,
dilution method, agar method, vancomycin, MIC, minimum inhibitory concentration, MBC,
minimum bactericidal concentration.
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Seznam nejcastéji pouzitych zkratek

ATB — antibiotikum

CCEP - cervikokapitalni endoprotéza
IKN — infekce kloubnich nahrad

NRKN — Narodni registr kloubnich nahrad
MIC — minimalni inhibiéni koncentrace
MBC — minimalni baktericidni koncentraci
MSSA — meticilin senzitivni S. aureus
MRSA — meticilin rezistentni S. aureus
PE — polyethylen

PCL - polykaprolakton

PMMA - polymethylmethakrylat (kostni cement)
TEP - totalni endoprotéza

TCP - fosfore¢nan vapenaty

TPS/PCL - termoplasticky kompozit obsahuijici polysacharidovou slozku ve smési s poly-¢-
kaprolaktonem

UHMWPE - ultra high molecular weight polyethylene (vysokomolekularni polyethylen)
VRE - vankomycin rezistentni enterokoky

VRSA - vankomycin rezistentni S. aureus
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1 Uvob

Polymerni materidly, zejména vysokomolekularni polyethylen (UHMWPE), jsou kliCoveé
v ortopedii v oblasti aseptickych komplikaci. Degradace UHMWPE muze vést k aseptickému
uvolnéni kloubnich komponent a nutnosti reviznich operaci. DalSim vyznamnym problémem
jsou infekce kloubnich nahrad a jiné infekce kosti a kloubu, které mohou zpUsobit zavazné
zdravotni komplikace. Tato disertaCni prace se zaméfuje na hodnoceni antimikrobialni
ucinnosti systémd pro lokalni uvolfiovani antibiotik (nosi¢e antibiotik) v€etné nového
polymerniho kompozitu TPS/PCL. Cilem je ovéfit spolehlivost mikrobiologickych metod a
kvantifikovat antimikrobialni G€innost téchto nosicu, coz poskytne uceleny pohled na jejich
vyuziti v ortopedii.

Disertaéni prace je rozdélena na teoretickou a praktickou (experimentaini) ¢ast.

2 TEORETICKA CAST

2.1 Aseptické selhani kloubnich nahrad

V ortopedii, zejména v endoprotetice, se Siroce uziva polymerni material. Celosvétové
nejuzivanéjsi polymerni material je vysokomolekularni polyethylen (UHMWPE — ultra high
molecular weight polyethylene). Jde o nejuzivanéjSi material v ramci artikulanich povrchu
v aloplastice. Definice aseptického uvolnéni kloubni nahrady se liSi. Obecné se jedna o selhani
kloubni nahrady bez prokazatelné infekce (napf. Ize zahrnout mechanické selhani komponent,
instabilitu, periprotetické zlomeniny apod.). Casté&ji se uvadi jako pfigina selhani v dasledku
polyethylenového granulomu a opotifebeni artikulaéni komponenty Cili uvolnéni komponent
v dusledku selhani artikulaénich povrchl (zejména UHMWPE). Aseptické uvolnéni je hlavni
pFiCinou revize kloubni nahrady. Podle registru kloubnich nahrad je tato pfi€ina zaznamenana
u 63,62 % revizi nahrad kycelnich kloubt (za roky 2003-2024) a u 35 % revizi nahrad kolennich
kloubt (viz tab. 1 a 2)(NRKN 2024).

Aseptické uvolnéni kloubni nahrady je ovlivnéno Sirokou Skalou faktort, které Ize rozdélit
do tfi skupin (Fulin 2020).

Prvni skupinu faktort tvofi aspekty spojené s pacientem. Kli¢ovou roli v ovliviiovani
funkce a zivotnosti kloubni nahrady hraje spoluprace pacienta, ktera zahrnuje dodrzovani
léCebného planu, napfiklad prevenci vykloubeni nahrady a dodrZzovani pooperacni
rehabilitace. Pravidelné kontroly provadéné Iékafem maiji za cil minimalizovat riziko vzniku
kostnich defektl a periprotetickych zlomenin v disledku osteolyzy. Je dulezité si uvédomit, ze
kloubni nahrada by méla byt vystavena vhodné urovni fyzické aktivity. Pfi nadmérném
sportovnim zatizeni mize dojit k zvySenému riziku Urazu, jako je luxace nahrady nebo
periprotetické zlomeniny. Imunitni reakce hraji vyznamnou roli v rozvoji polyethylenového

granulomu, ackoli mechanismy téchto reakci nejsou uplné objasnéné. Polymorbidita také
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predstavuije rizikovy faktor selhani kloubni nahrady, s obezitou spojené vyssi tlaky na nahradu
mohou zvySovat riziko jejiho selhani. Navic u obéznich pacientd muze dojit ke zvySenému
riziku chyb pfi implantaci, coz mize vést k Casnym selhanim. Mozné riziko pfedstavu;ji také
imunitni poruchy nebo imunosupresivni terapie a jejich vliv na reakce na otérové Castice.
Existuje rovnéz moznost, Zze porucha kostniho metabolismu mize byt rizikovym faktorem v
ramci polymorbidity, avsak tyto skute€nosti nebyly dosud jednoznaéné prokazany v dostupné

literature.

Rok 2003-2024 Celkem

Pricina revize nahrady kycelniho kloubu Pocet %
Bolest a omezeni rozsahu pohybu 153 0,41 %
Bolest bez zfetelného uvolnéni 258 0,68 %
Bolest nejasné etiologie nebo lokalizace 33 0,09 %
Cévni komplikace 4 0,01 %
Dehiscence €i nekroza rany 99 0,26 %
Hematom v rané 258 0,68 %
Hluboka infekce 3453 9,14 %
Jina pficina 699 1,85 %
Mechanické selhani implantatu 1252 3,31 %
Nelze zjistit 10 0,03 %
Opotiebeni PE jamky 2 261 5,99 %
Osteolyza acetabula 1274 3,37 %
Osteolyza proximalniho femoru 921 2,44 %
Pakloub velkého trochanteru 21 0,06 %
Paraartikularni osifikace 677 1,79 %
Periproteticka zlomenina 2524 6,68 %
Periproteticka zlomenina femuru 1 0,00 %
Poskozeni nebo iritace nervu 4 0,01 %
Pouhé omezeni rozsahu pohybu 3 0,01 %
Recidivujici hydrops bez zjisténé pficiny 8 0,02 %
Recidivujici luxace 2757 7,30 %
Reimplantace — druha doba 1152 3,05 %
Repozice nereponibilni luxace 380 1,01 %
Uvolnéni acetabularni komp. aseptické 11 866 31,41 %
Uvolnéni femoralni komp. aseptické 7 709 20,41 %
Celkem 37777 100 %

Tabulka 1: PFiginy reviznich operaci nahrady ky&elniho kloubu v letech 2003-2024. Cervené vyznageny
priciny revize v dusledku polyethylenového granulomu nebo opotfebeni polyethylenové artikulaéni

komponenty (NRKN 2024).
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Rok 2015-2024 Celkem

Pricina revize nahrady kolenniho kloubu Pocet %
Clunk syndrom 10 0,12 %
Anterior knee pain 392 4,77 %
Artrofibréza nebo osifikace 74 0,90 %
Bolest a omezeni rozsahu pohybu 239 291 %
Bolest bez zfetelného uvolnéni 294 3,58 %
Bolest nejasné etiologie 65 0,79 %
Cévni komplikace 4 0,05 %
Dehiscence €i nekroza rany 90 1,10 %
Desaxace extencniho aparatu 34 0,41 %
Desaxace FT 46 0,56 %
Hematom v rané 63 0,77 %
Hluboka infekce 1700 20,70 %
Instabilita 545 6,64 %
Jina pficina 217 2,64 %
Luxace FT 58 0,71 %
Luxace pately 77 0,94 %
Mechanické selhani implantatu 529 6,44 %
Nelze zjistit 21 0,26 %
Opotrebeni a polyethylenovy otér FT 257 3,13 %
Opotrebeni a polyethylenovy otér 18 0,22 %
Opotrebeni PE vlozky 147 1,79 %
Paraartikularni osifikace 11 0,13 %
Periproteticka zlomenina femuru 182 2,22 %
Periprotetickéa zlomenina nahrady 4 0,05 %
Periproteticka zlomenina tibie 48 0,58 %
Pouhé omezeni rozsahu pohybu 69 0,84 %
Recidivujici hydrops bez zji§téné pficiny 54 0,66 %
Reimplantace — druha doba 445 5,42 %
Repozice nereponibilni luxace 16 0,19 %
Ruptura lig. patellae 23 0,28 %
Ruptura m. quadriceps 16 0,19 %
Uvolnéni femoralni komponenty aseptické 1 055 12,85 %
Uvolnéni patelarni komponenty 20 0,24 %
Uvolnéni tibialni komponenty aseptické 1377 16,77 %
Zlomenina pately bez implantatu 11 0,13 %
Celkem 8211 100 %

Tabulka 2: PFiginy reviznich operaci nahrady kolenniho kloubu v letech 2015-2024. Cervené vyznageny
pFiciny revize v dusledku polyethylenového granulomu nebo opotfebeni polyethylenové artikulaéni
komponenty (NRKN 2024).

Druha skupina faktor(, ktera ovliviiuje riziko aseptického selhani, jsou faktory spojené s
chirurgem. NejdulezitéjSim z nich je samozfejmé technika implantace. Chyby v orientaci
jednotlivych komponent mohou mit zasadni dopad na funkci a Zivotnost nahrady. Pfi
implantaci nahrady kycelniho kloubu mize nadmeérna abdukce (inklinace) jamky zpUsobit
nerovnomeérné zvySeni tlaku na okraj implantatu, coz vede k rychlejSimu opotfebeni nebo
dokonce k jeho zlomeni. Experimentalné bylo prokazano, Ze pfi sklonu acetabularni
komponenty nad 50° se vyrazné zvySuje tlak na nahradu, a to i pfi pouziti hlavic rdzného
praméru (Daniel et al. 2016). Nespravna rotace tibialni a femoralni komponenty muze zménit
biomechaniku a pretizit kloubni plochy, coz maze zvysit riziko rychlého opotiebeni a selhani
implantata (Vaviik et al. 2019). Chirurg by mél pravidelné monitorovat pacienty a vcas
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indikovat revizni operaci, aby predeSel rozsahlejSim kostnim ztratdm a souvisejicim
komplikacim.

Treti skupinu faktor( tvofi aspekty tykajici se kvality samotného implantatu. Kvalita
pouzitého polymeru je kli€¢ovym faktorem pro spravnou funkci a dlouhodobou zivotnost kloubni
nahrady. Proces vyroby, modifikace a sterilizace maiji rozhodujici vliv na kvalitu pouzitého
materialu. Zpusob skladovani a distribuce muze také ovlivnit kvalitu implantatu. Design
implantatu hraje rovnéz dulezitou roli, pokud je konstrukce nespravna a zpUsobuje pretizeni
urcitych ¢asti, mize dojit k tnavovému selhani. U nékterych implantatu je ¢astéji poSkozovana
okrajova ¢ast vlozky, coz se nazyva rim fracture (Kurtz 2015). Protilehly artikulaéni povrch také
hraje vyznamnou roli v rychlosti opotfebeni a poskozeni implantatu. Pokud je tento povrch
poskozen, napfiklad poSkrabanim, miize dochazet k urychlenému opotfebeni. V nasledujicich
¢astech prace budou podrobnéji zkoumany jednotlivé faktory, které ovliviiuji opotfebeni a
oxidaci implantatu.

2.1.1 Otér artikulaénich povrchu

UHMWPE

Ultravysokomolekularni polyethylen (UHMWPE) je typ termoplastického polymeru, ktery
ma semikrystalickou strukturu a je pevnou bilou latkou. Vytvafi se polymeraci ethylenu (C2Ha)
za vzniku extrémné dlouhych molekul. Jedna molekula polyethylenu obvykle obsahuje kolem
200 000 monomeru ethylenu. Relativni molekulova hmotnost tohoto polyethylenu je obvykle
pfiblizné 0,2 milionu g/mol. Polyethylen s vysokou hustotou (UHMWPE) je klasifikovan jako
vysokomolekularni, a jeho relativni molekulova hmotnost se obvykle pohybuje v rozmezi od 2
do 9 miliénu g/mol (Fulin 2015). Jeho strukturu Ize pfedstavit jako uspofadané lamely v amorfni
fazi. Tato specificka struktura poskytuje kliCové vlastnosti UHMWPE pro ortopedické pouZiti,
jako je vysoka odolnost vlci otéru, nizky koeficient tfeni, znaéna pevnost, houzevnatost a
odolnost proti unavé polymeru (Kurtz 2015). DalSi vyhodou je dobra biokompatibilita, coz je
klicovy faktor pro jeho pouZiti v implantacich do Zivych tkani (Kurtz 2015).

Z hlediska modifikaci a uprav Ize rozliSit tfi generace vysokomolekularniho polyethylenu.
V Ceském kontextu se tyto generace oznacuji jako prvni, druha a tfeti, na rozdil od anglosaské
literatury, kde se pouzivaji pojmy "panensky" polyethylen a UHMWPE prvni a druhé generace
(Kurtz 2015).

Prvni generace je charakterizovana absenci jakychkoli modifikaci, jako je ozafeni nebo
tepelné Upravy. Casto se také oznaduje jako "panensky" polyethylen. Souéasti vyrobniho
procesu je sterilizace, ktera je nezbytnym krokem pro aseptickou implantaci komponent. Tento
typ materialu byl Siroce pouzivan od 70. do 90. let 20. stoleti. V poslednich letech jeho pouziti
postupné klesa (Fulin 2015).
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Druha generace vznikla jako reakce na komplikace spojené s otérem a oxidativni
degradaci, které se postupné objevovaly u prvni generace pfi kloubnich nahradach. Cilem
druhé generace UHMWPE bylo vylepsit tyto kliCové vlastnosti a zaroven zachovat stavajici
mechanické vlastnosti. Modifikace struktury je zaloZzena zejména na sitovani polymeru a
naslednych tepelnych upravach.

Treti generace UHMWPE vznikla v dusledku snizeni mechanickych vlastnosti, které se
objevily u prfedchozich generaci. Hlavnim cilem této generace je provadét modifikace s
minimalnim nebo Zadnym zhor§enim mechanickych vlastnosti UHMWPE. Obecné Ize Fici, ze
tfeti generace vychazi z procesl pouzivanych pfi vyrobé vyrobkl z UHMWPE druhé generace,
ale zavadi také nové postupy, které se zaCaly pouzivat v prvnich dekadach 21. stoleti. V
soucasné dobé jsou k vyrobé pouzivany technologie jako je sekvencni ozarovani nebo pfidani

stabilizatoru, pfi¢emz nejbéznéjsi je vitamin E.

Druhy otéru

Obor tribologie se zaméfuje na vyzkum otéru materialt a souvisejicich jev(, jako je treni
a lubrikace povrcha. Treni je definovano jako odpor vznikajici pfi pohybu povrchu. Lubrikace
se pak zabyva metodami snizovani tohoto tfeni (Landor 2012).

Z mikroskopického hlediska se otér projevuje uvolfiovanim mikroskopickych Castic z
povrchu, pficemz Casto dochazi k otéru mék&iho povrchu v misté kontaktu dvou materiald.
Tento proces muze vést k nezadoucim aktivacim, jako je osteolyza kostniho Iuzka
endoprotézy. Z makroskopického pohledu se projevuje otér jako postupné opotiebeni
materialu, coz mize vést k selhani implantatu. Otér je kliC¢ovym faktorem ovliviiujicim funkci a
Zivotnost kloubni nahrady.

Tribologie rozliSuje 5 riznych mechanismu otéru (Wright a Goodman 2001):

1) Adhezivni otér (adhesive wear)

Adhezivni otér je charakterizovan jako proces pfenosu &astic materidlu mezi
primarnimi povrchy pfi tésném pohybu mezi nimi. Typicky se jedna o uvolfiovani
mikroskopickych ¢&astic, obvykle z mék&iho povrchu, jako je UHMWPE, pfi jejich
vzajemném klouzani s jinymi povrchy, napfiklad kovovymi nebo keramickymi. Tento
proces je komplexni, kde dochazi k pfevaze tfeci sily nad silami udrzujicimi integritu
materialu (Wright a Goodman 2001).

2) Abrazivni otér (abrasive wear)

Abrazivni otér je charakterizovan jako opotfebeni mékéiho povrchu v dusledku
nerovnosti povrchu tvrd§iho materialu. Tribologové rozliSuji dva hlavni typy abrazivniho
otéru:
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a) Poskrabani (scratching): tento jev nastava, kdy je na povrchu tvrdSiho
materialu, napfiklad na hlaviéce femoralni komponenty, vytvofena nerovnost,
ktera nasledné "vyryje" ¢astice z mékciho povrchu, jako je UHMWPE.

b) Vilacovani (embedding): v tomto pfipadé dochazi k vtlaceni fragmentu kosti,
PMMA, keramiky nebo kovu do povrchu UHMWPE, coz muze zpusobit
poskrabani, napfiklad kovové hlavi¢ky, a urychlit tak otér (Vavfik et al. 2019).

3) Unavovy otér (fatigue wear)
Unavovy otér nastava v dusledku opakovaného namahani artikulaéniho povrchu.
Pod povrchem UHMWPE se vytvafi napéti, coZ vede ke vzniku mikrotrhlin (povrchova
Unava). Tyto strukturalni zmény pak vedou k uvolfiovani ¢astic z povrchu UHMWPE
(fretting wear). Tento typ otéru Ize rozdélit do tfi zakladnich kategorii:

a) Dulkovani (pitting)
PFi dllkovani dochazi k vzniku malych dulkd o priméru pfiblizné 1-3 mm a
hloubce 1-2 mm. Vétdinou se zde uvolfiuji vétsi Castice, které vSak nejsou tak
biologicky aktivni, protoZe jsou pfilis velké na pohlceni makrofagem.

b) Delaminace (delamination)
Delaminace nastava, kdyz dochazi k tvorbé a odlu¢ovani jemnych povrchovych
lamel UHMWPE v disledku pfetizeni povrchu komponenty.

c) Povrchova deformace (creep)
Pfi povrchové deformaci dochazi k plastické deformaci povrchu UHMWPE v
dusledku deformace typu "toku za studena".

4) Otér zplUsobeny tretim télesem (third body wear)

Tento typ opotiebeni je charakterizovan tim, ze mezi dva hlavni artikulujici
povrchy je vloZeno cizi téleso, obvykle fragment kosti, polymethylmethakrylat (PMMA)
nebo c¢astice z povrchu implantatu. Tento proces c¢asto zplsobuje urychleni
abrazivniho otéru a nasledné opotiebeni artikulatni komponenty z UHMWPE.

5) Korozivni otér (corrosive wear)
Korozivni otér je definovan jako proces opotfebeni zpusobeny uvolnénymi
otérovymi Casticemi tfetiho télesa, které pronikaji mezi dva hlavni artikulujici povrchy
(Vavrik et al. 2019).

Kromé mechanismu otéru se v oboru tribologie také rozliSuji rizné stavy, ve kterych k otéru
dochazi, nazyvané jako moédy otéru. Bézné se uvadi 4 zakladni mody otéru (Fulin 2020):
1) Méd 1 nastava pfi otéru mezi hlavnimi artikulaénimi povrchy, které jsou uréeny k

tomuto ucelu.

2) Mod 2 je charakterizovan otérem mezi povrchem uréenym k artikulaci a povrchem,
ktery pro tento ucel neni ur€en. Napfiklad kontakt hlavicky TEP kycelniho kloubu,
ktera penetrovala UHMWPE vlozku a pfichazi do kontaktu s kovovou acetabularni
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komponentou. U kolenniho kloubu muze dojit k otéru pfi kontaktu kondylarnich &asti
kovové femoralni komponenty s povrchem tibialni kovové komponenty.

3) Maéd 3, Casto oznaCovany jako otér zpusobeny tietim télesem, spocCiva v interpozici
ciziho t&lesa mezi dva hlavni artikuladni povrchy. Castymi pfiklady jsou fragment
kosti, polymethylmethakrylatu (PMMA) nebo €astice z povrchu implantatu. Tento jev
muze také poSkodit primarni povrch, coz vede k urychleni otéru mezi hlavnimi
povrchy (maod 1).

4) Méd 4 zahrnuje otér mezi dvéma sekundarnimi povrchy, které nejsou uréeny k
artikulaci. Pfikladem je tzv. ,back side wear®, kdy se vzajemné pohybuji opacné
strany UHMWPE vloZky s vnitfnim povrchem acetabularni nebo tibialni komponenty.
DalSim pfikladem m{ize byt kontakt kréku femoralni komponenty s hranou
acetabularni komponenty pfi jejich vzajemném stfetu.

Polyethylenova choroba

Vzajemny pohyb mezi artikulaénimi povrchy zpuUsobuje vznik otérovych ¢astic z
materialu UHMWPE (Kurtz 2015). Tyto ¢astice se uvolnuji do okolnich tkani kolem implantatu,
nazyvanych periprotetické tkané (Sosna et al. 2003). Hydraulické a hydrodynamické sily,
vyvolavané pohybem kloubu, dale vtlaCuji tyto ¢astice do mékkych tkani a do rozhrani mezi
implantatem a kostnim Idzkem. Biologicka reakce organismu na otérové &astice polyethylenu
je znama jako polyethylenova choroba (Sosna et al. 2003). Kdyz makrofagy fagocytuji tyto
Castice, dochazi k makroskopické odpovédi tkani, ktera se projevuje jako vznik
polyethylenového granulomu. Zakladni princip polyethylenové nemoci spociva v interakci
otérovych Castic s makrofagy, které je pohlcuji. Organismus reaguje na tyto Castice jako na
cizi télesa, coz zplsobuje imunitni reakci (Goodman et al. 1998). Otérové castice v
periprotetickych tkanich aktivuji fagocytézu prostfednictvim stimulace monocytl, makrofagl a
trombocytd. Tyto bunky jsou aktivovany vazbou receptord na povrchu &astic, coz zahrnuje
faktory komplementu, koagula¢ni faktory a dalSi. Aktivované makrofagy produkuji zejména
interleukiny (IL-1, IL-6), TNF-a (tumor necrosis faktor alfa) a M-CSF (macrophage colony
stimulating factor), coz vyvolava lokalni nebo systémovou imunitni reakci. M-CSF reguluje
proliferaci prekurzorl osteoklastli, coz indukuje tvorbu osteoklastl. Dulezitym faktorem v
patogenezi polyethylenové choroby je RANKL (receptor aktivatoru nuklearniho faktoru — kappa
B ligand), ktery spolu s M-CSF zpUsobuje maturaci prekurzorovych bunék na zralé osteoklasty.
Regulacni mechanismy polyethylenové nemoci jsou slozité a dosud nejsou Uplné objasnény
(Gallo et al. 2010; 2013).

Z Kklinického hlediska muaze polyethylenova choroba dlouho probihat bez pfiznakd.
Jakmile se implantat zacne postupné uvolfovat v dusledku osteolytickych procest, zacne
pacient pocitovat bolesti. Tyto bolesti obvykle nejsou klidové a ¢asto se zhorSuji pfi pohybu,
zejména pii zatiZzeni postiZzené koncetiny. Misto nejvétsi bolesti zavisi na umisténi nahrady. U
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kyCelni nahrady se nej¢astéji vyskytuji bolesti v hlubokych partiich tfisla nebo ve stehné (pokud
dojde k uvolnéni dfiku). U kolenni endoprotézy je bolest nej¢astéji lokalizovana do oblasti
proximalni ¢asti tibie nebo distalniho femuru a je zesilena pfi zatizeni. V pokrocilych stadiich
muze dojit k nestabilité (napfiklad u decentrace hlavice kvili opotfebeni polyethylenové viozky
u kyCelni nahrady) nebo k porucham osy (napfiklad u migrace tibialni nebo femoralni
komponenty u kolenni nahrady). Pravidelné kontroly pacientl s velkymi kloubnimi nahradami
jsou dulezité pro diagnostiku polyethylenové choroby v ranych stadiich a prevenci vzniku
rozsahlych kostnich defektud, které mohou dlouho probihat bez pfiznak(. Na rentgenovych
snimcich se polyethylenova choroba typicky projevuje osteolyzou (translucentnimi zénami)
kolem endoprotézy (Pokorny et al. 2010).

Parovani artikulaénich povrchi

V oblasti tribologie existuji dva hlavni typy parovani artikulanich povrchi
v endoprotetice. Prvni typ je nazyvan "hard-on-hard" a spociva v kontaktu mezi dvéma tvrdymi
materialy. V praxi se toto parovani ¢asto provadi s kombinaci keramika-keramika a kov-kov.
Tato konfigurace se pouziva predevSim pfi nahrazovani kycelnich kloubd. Nicméné,
kombinace kovu s kovem je nyni kontroverzni kvdli riziku uvolfiovani chromovych a
kobaltovych iontll do krevniho obéhu, coz muze vést k riiznym rizikim a komplikacim (Fulin
2020). Parovani "hard-on-hard" se experimentalné testuje v endoprotetice jinych kloubu, ale
prevazné se uplatiiuje pfi nahrazovani kyc¢elnich kloubt (AOANJRR 2019). Na druhou stranu,
vétSina nahrad velkych kloubd, s vyjimkou kyc¢elnich kloubu, vyuziva parovani "hard-on-soft".
Tento druh parovani kombinuje tvrdy povrch (kov nebo keramika) s mékkym povrchem
(UHMWPE).

a) Parovani kov-UHMWPE

Parovani kov-UHMWPE je nejbéznéjSi kombinaci materiald pro umeélé klouby, zejména
pfi nahradé kyc€elniho kloub (obr. 1). Tato kombinace se téméf vyhradné pouziva i pfi nahradé
kolenniho, ramenniho, hlezenniho a loketniho kloubu. Nevyhodou kovovych implantati je
jejich nachylnost k podkrabani pfi manipulaci, implantaci nebo pfi styku s kostnimi fragmenty
nebo PMMA. | malé Skrabance na artikulaénim povrchu mohou vést k nerovnostem, které
vyrazné zvysuji abrazivni opotfebeni UHMWPE.

b) Parovani keramika-UHMWPE

V roce 1977 poprvé kombinoval keramicky a UHMWPE povrch Shikata v Japonsku. Diky
klesajici cené keramiky se parovani keramika-UHMWPE stale vice a vice pouziva, zejména
pfi nahradé kyc¢elniho kloubu. Keramika vykazuje vyrazné vétSi odolnost proti poSkrabani
tfetim télesem. Keramicky povrch ma oproti kovu lepSi smacivost (hydrofilitu), coz vede ke
zlepSeni tribologickych podminek. Vy8Si hydrofilita snizuje tfeci sily, zlepSuje lubrikaci a také
zvySuje odolnost proti opotfebeni (obr. 1).
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Vyuziti parovani keramika-UHMWPE pfi nahradé kolenniho, ramenniho, loketniho a
hlezenniho kloubu je spiSe ojedinélé. Typicky se pouziva pouze v pfipadech, kdy ma pacient
alergii na kovy obsazené v kovovych ¢astech endoprotézy.
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Obrazek 1: Pfehled mnozstvi otéru u jednotlivych parovani artikulanich povrchi. Pfevzato z prace
(Fulin 2020), volné podle Kaddicka (Kaddick a Pfaff 2002).

c) Parovani keramika-keramika

V sou€asné dobé se uzZiva pouze v pfipadé nahrady kyCelniho kloubu. Toto parovani
vykazuje vyrazné lepSi otérové vlastnosti (obr. 1). Nevyhodou mulze byt riziko prasknuti
materialu. V soucasné dobé vzhledem ke zlep3eni technologie vyroby tohoto materidlu je toto
riziko vSak velmi malé. Mezi dal$i nevyhody mizeme fadit nepfijemné zvuky oznacované jako
,squeezing“ a rovnéz i vysSi cenu implantatl.

d) Parovani kov-kov

Jak jiZz bylo zminéno vy3e, parovani kov-kov je v sou¢asné dobé pomérné kontroverzni
téma. Je predpokladano, Zze zvySeny pocet revizi endoprotéz ky€elniho kloubu typu kov-kov
souvisi s nepfiznivymi reakcemi na kovové &astice uvolfiované z nosnych ploch bé&éhem
pohybu implantatd. Tyto reakce zpusobuji zmény v mékkych tkanich kolem kloubu a jsou
shrnuty pod terminem nezadouci ucinky kovovych ¢astic (ARMD — adverse reaction to metal
debris) (Fulin 2020). Rozsah téchto nezadoucich ucinkl je Siroky, saha od malych
asymptomatickych cyst po rozsahlé hmoty mékkych tkani, oznacované jako pseudotumory
(European Commission a Directorate-General for Health and Consumers 2014). Léze spojené
s aseptickou lymfocytarni vaskulitidou jsou znamy jako ALVAL (aseptic lymphocyte-dominant
vasculitis associated lesion). ALVAL je histologickym diagnézou, ktera popisuje specifické
bunétné zmény, jez se objevuji kolem endoprotézy v reakci na kovové Castice. Tento
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mechanismus je pravdépodobné zprostiedkovan hypersenzitivni reakci typu IV
prostfednictvim T lymfocytll, coz vede k poSkozeni tkani prostfednictvim cytotoxickych
T bunék a aktivovanych monocytl nebo makrofagu (Watters et al. 2010).

Kontroverzni je riziko zvySené sérové hladiny iontll chromu a kobaltu s jejich moznymi

nezadoucimi uc€inky, zejména kardiotoxickymi (Hach et al. 2020).

2.1.2 Oxidativni degradace

Aseptické uvolhovani zplsobené oxidativni degradaci predstavuje jednu z hlavnich
pFi€in selhani polymernich materiald, kdy dochazi ke strukturalnim zménam. Tyto zmény

vedou nejen k degradaci kvality polyethylenu, ale také k urychleni otéru.

Problematika oxidace UHMWPE a jeji role pfi aseptickém selhani se stala védeckym
zajmem az v poslednich dvaceti letech, pfedevSim kvili neCekanému selhani kloubnich
nahrad.

Oxidace je proces, pii kterém dlouhé molekuly polyethylenu reaguji s kyslikem. Tato
reakce zpravidla vede k rozstépeni molekul polyethylenu, coZ ma za nasledek sniZeni
klicovych vlastnosti materialu, zejména jeho odolnosti vici otéru. Proto se pro tento proces
Casto pouziva termin oxidativni (oxidacni) degradace (Slouf et al. 2009; 2008; Fulin 2015;
2020).

Z ¢asového hlediska rozliSujeme dvé formy oxidace: okamzitou a dlouhodobou.

Okamzita oxidace vychazi z reakce kysliku z okolni atmosféry s volnymi radikaly, které
vznikaji pfi ozareni polyethylenu ionizujicim zafenim béhem modifikacnich nebo sterilizacnich

procesU. Tato reakce vede k rozstépeni dlouhych molekul na kratsi.

Dlouhodoba oxidace pracuje na stejném principu, avSak s tim rozdilem, ze urcita ¢ast
radikalt vzniklych pfi modifikaci nebo sterilizaci zlstava v materialu. Tyto radikaly postupné
reaguji s kyslikem, ktery difunduje do materialu pfed implantaci, béhem skladovani nebo po
implantaci in vivo. Oxidativni poSkozeni mize zasadné ovlivnit strukturu UHMWPE a tim i

zivotnost kloubni nahrady (obr. 2).

Oxidac¢ni reakce jsou cyklické. Z dusledk cyklickych reakci plyne, ze jeden jediny volny
radikal muze potencialné poskodit mnoho molekul polymeru, nez se zni¢i néjakou nahodnou
vedlejSi reakci. Rozstépenim dlouhych fetézcd UHMWPE na krat§i se zhorSuji mechanické
vlastnosti, coz muze vést ke snizeni odolnosti vici opotfebeni, urychleni opotfebeni nebo
dokonce k mechanickému poskozeni samotné komponenty (obr. 2).
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Obréazek 2: Oxida¢ni poSkozeni jednotlivych explantovanych UHMWPE komponent nahrady ky&elniho
(vpravo nahore) a kolenniho (ostatni) kloubu po 5-8 letech in vivo. Pfevzato z prace (Fulin 2020).

2.2 Infekce v ortopedii

2.2.1 Osteomyelitidy
Osteomyelitida je infekéni zanét kosti postihujici v rizném rozsahu jeji ¢asti — kortikalni
kost, kostni dfen, spongidzni kost, periost a okolni tkané (Lew a Waldvogel 2004).

Podle ¢asového pribéhu infekce délime osteomyelitidu na akutni, subakutni nebo
chronickou. Akutni osteomyelitida se rozviji nahle a projevuje se v ramci dnl, naopak
chronicka osteomyelitida pfedstavuje perzistujici infekci trvajici vice nez 6 mésicu. Chronicka
osteomyelitida obvykle navazuje na neadekvatné lé€enou akutni osteomyelitidu, existuji vSak
vzacné formy primarné chronické osteomyelitidy, kam Fadime osteomyelitis albuminosa
(Ollierova-Poncetova choroba) a osteomyelitis sclerotisans neboli morbus Garré (Sosna et al.
2024). Prubéh zavisi na etiologickém agens, probéhlé |é¢bé a na imunitnim i celkovém stavu
pacienta (Lew a Waldvogel 2004).

Chronicka osteomyelitida je charakteristicka setrvalym infekénim zanétlivym procesem,
ktery vede k destrukci kosti a tvorbé sekvestru. Pribéh je variabilni, stfidaji se klidova obdobi
s akutnimi exacerbacemi. Lécba je komplikovana, individualni a vyzaduje vétSinou
multioborovou spolupraci ortopeda, radiologa, mikrobiologa a vzhledem k nutnosti feSeni
defektu i plastického chirurga (Panteli a Giannoudis 2016).
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Subakutni osteomyelitida je vzacny typ osteomyelitidy, ktery je charakteristicky
pomalejSim nastupem pfiznak( (obvykle vice jak 2 tydny) a obtiznou diagnostikou, ktera je
dana mirnymi pfiznaky a chybéjici systémovou odpovédi. Pribéh onemocnéni je pfipisovan
kombinaci nizké virulence patogenniho agens a dobré imunitni odpovédi pacienta (Shih et al.
2005). NejCastéji se u pacientli setkavame s bolesti lokalizovanou do postizené oblasti,
v nékterych pfipadech je pfitomno i lokalni zdufeni a palpacni bolestivost (Hayes et al. 1990).
Subakutni osteomyelitida mdze svymi projevy a radiologickym nalezem imitovat nadorové
procesy. Brodieho absces je nej¢astéjSi formou subakutni osteomyelitidy (Shih et al. 2005),
muze byt vSak zafazen i mezi primarni chronické osteomyelitidy (Sosna et al. 2024). Na
rentgenu nalézame cystické osteolytické projasnéni v oblasti metafyzy, nékdy ohrani¢ené
zonou osteosklerézy, avsak radiologicky nalez maze byt atypicky, coz ztéZuje diagnostiku
(Shih et al. 2005).

Podle mista vstupu infekce muze osteomyelitida vznikat hematogenné nebo
exogenné. Hematogenni osteomyelitida vznika prinikem bakterialniho agens do kosti pfi
bakteriémii. Exogenni osteomyelitida vznika bud pfimym prdnikem mikroorganismu do kosti,
nebo prinikem per continuitatem z loZiska v blizkosti kosti (Hurych a Sticha 2021).

e Hematogenni etiologie je typicka u déti, u kterych v oblasti metafyzy (pfed ristovou
ploténkou) pfechazi kapilary v zZilni sinusy a dochazi ke zpomaleni krevniho toku.
Oblast metafyz (zejména distalni femur, proximalni tibie a proximalni femur) je tedy
nejnachylnéjsi k uchyceni bakterii a rozvoji osteomyelitidy (Gigante et al. 2019;
Sosna et al. 2024). Hematogenni infekce je u dospélych vzacna, ale nejcastéji
postihuje obratlova téla (Lew a Waldvogel 2004).

e K pfimému pruniku a rozvoji exogenni osteomyelitidy mGze dojit pfi poranéni kize a
meékkych tkani, pfi oteviené zlomeniné, v misté chirurgického vykonu (napf.
implantace endoprotézy Ci zavedeni osteosyntetického materialu) nebo pfi jinych
invazivnich zdravotnich vykonech (punkce, biopsie a dalsi).

e Lozisko, ze kterého se mlze dostat infekce do kosti, mize byt infekce mékkych tkani
jakou jsou abscesy, infekce podkozi, kozni viedy a dekubity (Hurych a Sticha 2021).
Dulezitou klinickou jednotkou je osteomyelitida pfi vaskularni insuficienci dolnich
koncetin — typickou jednotkou je napf. syndrom diabetické nohy (Sosna et al. 2024).
Zvlastni pozornosti si zaslouZi diabetici se znamkami zanétu mékkych tkani nohy
nebo s defektem, protoZe pacienti obvykle nemaji hore€ku a jiné celkové pfiznaky
infekce (Lew a Waldvogel 2004).

Patogeneze osteomyelitidy zahrnuje vznik purulentniho loziska (typicky uloZzeného
v metafyze), které expanduje postupné skrze kortikalni kost a pronika pod periost — vznika
subperiostalni absces. V kosti je porudena endostalni i periostalni vyZiva a dochazi k nekréze
a tvorbé sekvestru. Periost tvofi kolem sekvestru novou kost, ¢imz vznika involukrum (tzv.

zarakveni sekvestru). Pfi praniku hnisavého procesu skrze periost, mékké tkané a kizi dojde
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ke vzniku piStéle. Na devitalizované a nekrotické kosti mohou bakterie dlouhodobé prezivat
v biofilmu a odolavat systémové podavané antibiotické terapii (Sosna et al. 2024; Lew a
Waldvogel 2004).

Komplikace osteomyelitidy u dospélych muze byt Sifeni infekce z metafyzy na epifyzu a
nasledné do kloubu s rozvojem septické artritidy. U déti je pfitomna ristova ploténka, ktera
predstavuje bariéru pro postup infekce. Pokud v§ak na metafyzu dosahuje kloubni pouzdro
(proximalni femur, proximalni radius, distalni tibie a fibula, proximalni humerus), mize se
infekce rozSifit i do kloubu (Sosna et al. 2024).

Pro diagnostiku osteomyelitidy je prvnim krokem klinické vySetfeni pacienta a dukladné
odebrana anamnéza. Dulezité jsou informace o poranéni kozniho krytu, anamnéza urazu,
otevfena zlomenina, pfitomnost cizorodého materialu (napf. osteosynteticky material nebo
implantat) a komorbidity jako jsou ischemicka choroba dolnich konc&etin, metabolické
onemocnéni v anamnéze (nejastéji diabetes mellitus), stavy kompromitujici imunitni systém
(kortikoterapie, hematologicka onemocnéni, HIV apod.) a u novorozencl pribéh porodu a
poporodni adaptace, predchozi hospitalizace a pfipadné invazivni zakroky. U akutni
hematogenni infekce dochazi €asto k rychlé alteraci celkového stavu pacienta doprovazené
bolesti, otokem a zarudnutim postizené oblasti. Pokud dojde k rozvoji osteomyelitidy po
oteviené zlomeniné nebo operacnim feSeni zaviené zlomeniny, pak pozorujeme zhorSeni
lokalniho nalezu (zarudnuti, zvySena bolestivost, hnisava sekrece z rany a nékdy az jeji
dehiscence) a eventualné i zhorSeni celkového stavu doprovazeného subfebrilii az febrilii (Lew
a Waldvogel 2004). Chronicka osteomyelitida miva nespecifické projevy a mize byt zaménéna
za infekci mékkych tkani, zejména u diabetik(l. Symptomy chronické osteomyelitidy mohou
zahrnovat chronickou nebo cyklickou bolest, erytém v postizené oblasti, otok a palpacni
citlivost, mize byt pfitomny kozni defekt, piStél a sekrece. Obdobi klidu mizou stfidat
exacerbace doprovazené unavou, zimnici, hore¢kou nebo jen subfebrilii (Panteli a Giannoudis
2016).

V diagnostice je zlatym standardem mikrobiologické vysetieni (kultivace a PCR), které
pomuze z odebranych vzork( zjistit etiologické agens a cilit terapii. Vzorky mlizeme ziskat
z loziska infekce kosti punkci, biopsii nebo pfi otevieném chirurgickém vykonu.
Histopatologické vysSetfeni odebranych vzorka se zjisténim pFitomnosti neutrofild muize pfispét
k potvrzeni infekce. Na druhou stranu stér z pistéle nebo povrchovych koznich defektd maze
vést k nepfesnym vysledkim z d{ivodu kolonizace nepatogennimi mikroorganismy (Lew a
Waldvogel 2004). Pfi celkovych pfiznacich odebirame hemokultury a pfi podezfeni na jiny
fokus infekce v t&le odebirame i vzorek napf. moéi nebo sputa (Hurych a Sticha 2021).

Etiologické agens je zavislé na anamnéze, stavu a véku pacienta. Osteomyelitidy
délime na nespecifické a specifické (méné Casté). Vibec nejCastéjSim plvodcem
nespecifickych infekci kosti je Staphylococcus aureus. U déti do 1 roku véku je dale typicky
Streptococcus agalactiae (tzv. GBS, streptokok skupiny B) a E. coli. U starSich déti je Casto
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identifikovan Streptococcus pyogenes, Haemophilus influenzae typ b a enterobakterie (v€.
salmonely). U nozokomialnich infekci se ¢asto setkdvame s pseudomonadami a anaerobnimi
bakteriemi. U dospélych jednoznatné prevazuje S. aureus. Vzacnéji se setkavame
s koagulaza negativnimi stafylokoky (S. epidermidis), streptokoky a enterobakteriemi. U
syndromu diabetické nohy byva pfitomna polymikrobialni infekce. Candida spp. a dal$i houby
mohou byt puavodci osteomyelitid (Castéji u imunokompromitovanych). Specifické
osteomyelitidy jsou zpisobeny nejéast&ji Mycobacterium tuberculosis (Hurych a Sticha 2021).

Dale se uplatriuji zobrazovaci metody. Rentgenové vySetfeni (RTG) ukaze destrukci
kosti (osteolyzu) a periostalni reakci. Zmény na RTG jsou vSak patrné az po 10-21 dnech
(obr. 3). Sonografie muze ukazat hnisavou kolekci v mékkych tkanich. CT a MR vySetfeni
nabizeji detailngjSi zobrazeni a zmény struktury jsou patrné dfive nez na RTG. MR dokaze
odhalit kostni edém velice brzy, a tak mize pomoci v brzké diagnostice osteomyelitidy. CT je
uziteCné zejména k zjisténi pfitomnosti sekvestru. Velmi napomocné jsou metody nuklearni
mediciny, jako je scintigrafie a scintigrafie se znacenymi leukocyty (Lew a Waldvogel 2004).

V laboratorni vySetfeni krve pacienta nalézame zvySenou sedimentaci erytrocytd a
elevaci CRP, které je velmi napomocné pro sledovani ucinku terapie. Leukocytéza neni
spolehlivym ukazatelem, protoze leukocyty mohou byt u osteomyelitidy v normalnim rozmezi
(Lew a Waldvogel 2004).

L

Obrazek 3: Osteomyelitida V. metatarzu. Na snimku je patrnd osteolyza v oblasti V.
metarzofalangealniho kloubu nohy.

Lécba osteomyelitidy je vétSinou multimodalni a zahrnuje riznou kombinaci chirurgické
a antibiotické 1é€by. Infekce kosti jsou mnohdy obtizné 1é€itelné vzhledem k odlinostem kostni
tkané. Akutni osteomyelitida muaze byt zvladnuta pomoci samotné antibiotické IéCby.
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Chirurgicka lé¢ba vSak byva nezbytna u akutni osteomyelitidy, ktera nereaguje na parenteraini
Ié€bu antibiotiky, v pFitomnosti abscesu a u subakutni i chronické osteomyelitidy (Lew a
Waldvogel 2004).

Antibioticka terapie osteomyelitid zahrnuje systémové podavani ATB s dobrym prinikem
do kosti. Mezi nejCastéji uzivana ATB patfi protistafylokokové peniciliny (oxacilin, flukloxacilin),
klindamycin, vankomycin, cefalosporiny Ill. generace, fluorochinolony (ciprofloxacin a
levofloxacin) a linezolid (Hurych a Sticha 2021). Délka lé&by je obvykle 6 tydn(, u akutni
osteomyelitidy zpravidla 2 tydny intravendzné a 4 tydny peroralné (Sosna et al. 2024). Existuji
studie a systematicka review, které doporu€uji u déti s nekomplikovanou akutni
osteomyelitidou i krat§i podavani ATB (Gigante et al. 2019). Délka ATB terapie se upravuje
dle efektu IéCby a stavu pacienta. Prinik ATB z krevniho obéhu do mista infekce muze byt
omezeny (napf. do Spatné vaskularizovanych nebo infekci zménénych tkani, nekrotickych
oblasti, kostnich sekvestri a u bakterii tvoficich biofilm). ATB terapie se upravuje na zakladé
identifikace mikroorganismu z odebranych vzork( a zji$téni citlivosti va&i ATB (Hurych a Sticha
2021). Problémem je rostouci rezistence k antibiotikim s nutnosti volit k Ié¢bé vice toxicka
antibiotika. ATB lé¢ba muze mit nezadouci uUc€inky, ¢asté jsou gastrointenstinalni obtize jako
nauzea, zvraceni a dyspepsie. Pfi podavani gentamicinu nebo vankomycinu je tfeba mit na
paméti jejich nefrotoxicky uginek (Hurych a Sticha 2021).

Usp&8na chirurgickd sanace loziska infekce zahrnuje dikladny debridement
nekrotickych a infikovanych tkani, odstranéni sekvestru a pfipadnou extrakci implantatu nebo
jiného cizorodého materialu (Sanders a Mauffrey 2013). Po radikalnim odstranéni vSech
postizenych tkani ¢asto vznika mrtvy prostor (kostni a mékkotkanovy defekt), ktery je mozny
feSit riznymi technikami (Panteli a Giannoudis 2016). Papineau vyuzival spongiézni $tépy,
rana se primarné neuzavira a necha se prerust granulaéni tkani. DalSi metody vyuzivaiji
kostniho cementu (PMMA) s obsahem ATB, ktery do¢asné vypini mrtvy prostor pfed finalnim
rekonstrukénim vykonem, napf. technika indukéni membrany dle Masqueleta (Sosna et al.
2024). Dale se vyuziva svalovych a koznich lalokl (Panteli a Giannoudis 2016). U pacientu se
zhorSenym prokrvenim koncetin nebo s diabetes mellitus mize byt osteomyelitida indikaci
k amputaci koncetiny (Lew a Waldvogel 2004; Nizamani et al. 2020).

Pfi chirurgickém vykonu Ize aplikovat systémy obsahuijici antibiotika (nosi¢e ATB), které
dovoli lokalné uvolhovat ATB, ktera dosahuji vysokych koncentraci pfimo v misté infekce.
Existuji lokalni nosi¢e ATB, které dovoluji uvolfiovat ATB s nastavitelnou rychlosti a po rizné
dlouhou dobu. Bézné pouzivanymi nosic¢i jsou zminény PMMA, siran vapenaty a syntetické
polymery jako polylaktid (Gogia et al. 2009). Popisovany jsou techniky s vyuzitim cementovych
koralk( (kuli¢ek), cementové do€asné kloubni nahrady (spacery) a doasné vypiné mrtvého
prostoru (Gogia et al. 2009; Panteli a Giannoudis 2016).

Jinou moznosti je aplikace priplachové lavaze s antibiotikem nebo s roztokem betadine.
Podtlakové kryti je jednou z novéjSich metod, ktera se v praxi jiz bézné vyuziva u vétsich
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defektl mékkych tkani a kize. Diky podtlakové metodé Ize z rany odvadét sekret a zaroven
podpofit postupné uzavirani rany, ktera je sterilné pfekryta folii (Sosna et al. 2024).

2.2.2 Septické artritidy
Septicka artritida je infek&ni zanét postihujici kloub. Jedna se o urgentni stav vyzadujici
v€asnou |éCbu. Zavaznou komplikaci vyZadujici intenzivni péci je infekce kloubu provazend
septickym Sokem (Mathews et al. 2010). Mortalita se lisi v riznych studiich, udava se 11 %,
coz ukazuje na vaznost této diagnézy (Mathews et al. 2010).

Septicka artritida vznika hematogenné, prunikem infekce z okoli, pfimou inokulaci
mikrobialniho agens pfi poranéni, chirurgickém vykonu nebo po aplikaci 1&Civa do kloubu.
NejcastéjSim pavodcem infekce je Staphylococcus aureus, mezi dalSi agens patfi
Staphylococcus epidermidis, u mladSich dospélych a sexualné aktivnich pacientl je ¢astym
nalezem Neisseria gonorhoeae, méné Castymi plvodci jsou enterobakterie (E. coli, Proteus
sp., Klebsiella sp., Enterobacter sp.) a Pseudomonas aeruginosa. U novorozencu nejcastéji
identifikujeme Streptococcus agalactiae (streptokok skupiny B), u starSich déti Haemophilus
influenzae (Hurych a Sticha 2021). Studie v poslednich letech &asto hovofi o $patné
kultivovatelné gramnegativni bakterii Kingella kingae (Porsch et al. 2022; Khattak et al. 2021).

Symptomy zahrnuji otok, naplfi a znacnou bolestivost kloubu s omezenou aktivni i
pasivni hybnosti. Pacient drzi kon¢etinu a kloub v Ulevové poloze, mize se branit zméné
polohy kvuli bolesti. Kize v oblasti kloubu byva zarudla a teplej$i, mize mit az charakter
flegmédny. Pfi vySetfeni si vS§imame pfitomnosti odfenin, ran, vpicht nebo jizev po operacich,
které by mohly byt branou vstupu infekce. U septické artritidy ¢asto pozorujeme celkové
pfiznaky s febrilii a schvacenosti (Ifeanyi I. Momodu a Vipul Savaliya 2023).

Z laboratornich vySetfeni krve hraje dulezitou roli elevace CRP a hodnoceni jeho vyvoje
v prubéhu 1écby. DalSi markery zanétu jsou zvySena sedimentace erytrocytll a hladina
prokalcitoninu. Nutné podotknout, Ze nizké zanétlivé parametry nevylucuji septickou artritidu
a odbér validniho vzorku kloubniho vypotku, ktery odeSleme k dalSi analyze — zejména
k mikrobiologickému vySetfeni (Mathews et al. 2010). Kultivace a PCR mu(ze nejen urcit
etiologické agens, ale také zacilit antibiotickou terapii. Dale Ize v kloubni tekutiné detekovat
jiné markery zanétu, napf. na naSem pracovisti vyuzivame antimikrobialni peptidy jako je alfa-
defenzin. Punktat je vhodné vySetfit cytologicky, v takovém pfipadé je pfitomna zaplava
leukocytll s majoritnim zastoupenim polymorfonukleard. V punktatu je mozné detekovat i
krystaly pfi podezfeni na krystalovou artropatii (Sosna et al. 2024).

Z radiologickych metod provadime vzdy RTG, které mize ukazat zménéné postaveni
v postizeném kloubu v disledku zvySené napiné, pozdéji i zmény na subchondralni kosti

(snizena denzita). Sonografické vySetfeni potvrdi napli kloubu a mize pomoci pfi navigaci
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punkce kloubu. Na MR muzeme pozorovat zvySenou napln v kloubu a nékdy i znamky
osteomyelitidy v pfilehlé kosti (Mathews et al. 2010; Ifeanyi I. Momodu a Vipul Savaliya 2023).

Jak bylo uvedeno vyse, |éCba tohoto urgentniho stavu musi zacit bez prodlevy. Po
provedeni punkce a odeslani vzork(l k mikrobiologickému vySetfeni nasazujeme empiricky
intravenozni  Sirokospektra antibiotika a pacienta pfipravujeme Kk chirurgickému vykonu
s lavazi a drenazi kloubu (artroskopie nebo oteviena artrotomie). ATB za hospitalizace
upravujeme dle citlivosti a pokra¢ujeme 4-6 tydnd, terapii ménime v zavislosti na vyvoji stavu
(Mathews et al. 2010). Pfi pokrocilych degenerativnich nebo destruktivnich zménach
kolenniho a ky€elniho kloubu se €asto voli v prvni dobé resekce a implantace do¢asné kloubni
nahrady (spacer), s odstupem v druhé dobé se implantuje totalni endoprotéza (Sosna et al.
2024).

2.2.3 Septické komplikace kloubnich nahrad

Vv s

Infekce kloubnich nahrad (zkratka IKN, v anglické literatufe pod pojmem prosthetic joint
infection, zkr. PJI) jsou vaznou komplikaci a dochazi k nim u 1-2 % primarnich implantaci
(Abosala a Ali 2020). Jiné zdroje uvadi podobné zastoupeni infekénich komplikaci kloubnich
nahrad, a to 0,5-2 % v zavislosti na kloubu, kde je endoprotéza implantovana (Lew a
Waldvogel 2004). Obdobna data jsou udavana i v USA, kde se uvadi kolem 2 % (Abad a
Haleem 2018). Tyto komplikace jsou velmi zatéZujici pro systém zdravotni péce i pro pacienty,
ktefi potfebuji naro¢nou invazivni 1é€bu a jsou zatizeni nezadoucimi Ucinky terapeutického
postupu (McNally et al. 2020). Mortalita pacienti s IKN je v prvnim roce az 10 %, pétileté preziti
se pohybuje okolo 70 % (Sosna et al. 2024). Dle udaju Narodniho registru kloubnich nahrad
je u reviznich operaci indikaci pravé septickd komplikaci (,hluboka infekce®) v 20 % u
endoprotézy kycle a 9,4 % u endoprotézy kolene (NRKN 2024).

Osmdesat procent pacientt indikovanych k implantaci endoprotézy ma ovlivnitelné
rizikové faktory. Mezi hlavni ovlivnitelné rizikové faktory pro infekce kloubnich nahrad patfi
obezita (zejména BMI >35), anémie, malnutrice a diabetes mellitus (Abad a Haleem 2018).
Dobrou kompenzaci stavu pacienta pfed operaci snizime riziko komplikaci v€etné IKN. Dale
riziko rozvoje IKN zvySuje prodlouzeny operacni ¢as, to mlze byt vysvétleno potencialné delsi
dobou pro kontaminaci nebo pfitomnosti jinych faktort, které mohou prodlouzit operaci, napf.
obezita (Abad a Haleem 2018). Pfitomnost infekce jiného organu v dobé& operace zvysuje
riziko IKN, tato problematika zahrnuje zejména infekce dychaciho a mo€ového systému. AvSak
v pfipadé asymptomatické bakteriurie neni riziko IKN zvySeno, jeji zjisténi neni dlivodem
k indikaci ATB IéCby ani k odkladani operace (Abad a Haleem 2018).

Diagnostika (a definice) infekce kloubni nahrady neni €asto jednoducha. Nékteré
pfipady aseptického uvolnéni muze identifikovat jako IKN, pokud se ponofime do
podrobnéjSim zkoumani nebo pfi pouziti jiného diagnostického pfistupu. Diagnosticka kritéria
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prodélala v posledni dekadé fadu zmén a stale se vyviji. Obsahuji fadu kritérii a faktor(
k hodnoceni, ktera nejsou obecné ustalena a jednotna. Problematikou a definici IKN se
zabyvaji tyto odborné skupiny:

e European Bone and Joint Infection Society (EBJIS),

¢ Infectious Diseases Society of America (IDSA),

¢ International Consensus on Musculoskeletal Infection (ICM),

e Musculoskeletal Infection Society (MSIS).

Tabulka 3 poskytuje pfehled vyvoje definice IKN v ¢ase. Dale bude vysvétlena definice

a kritéria dle EBJIS.

MSIS IDSA ICM/MSIS ‘ 2.ICM EBJIS
2011 2012 2013 2018 2021
2 hlavni kritéria 1 z 5 kritérii 2 hlavni kritéria 2 hlavni kritéria 1 z 6 potvrzujicich
kritérii
(,potvrzena infekce®)
Pistél Pistél Pistél Pistél Pistél
Mikrobiologie: 2 Purulentni obsah | Mikrobiologie: 2 Mikrobiologie: 2 Leukocyty v synovialni
kultur ; : kultu kultu tekutiné >3000 (PMN
y HI‘StO|O.gIe - ry ry <80 %) (
m:;[ﬁ;ﬂlogle' 2 Alfa-defensin
virulentni Mikrobiologie: 2 kultury

Sonifikace: >50 CFU/mi
Histologie

4 z 6 malych kritérii

3 z 5 malych kritérii

10 malych kritérii

(vazené skoére 2 6 = IKN)

Podpurna kritéria
(,pravdépodobna
infekce®)*

CRP a FW

Leukocyty
v synovialni
tekutiné

Zastoupeni PMN
(%) v synovidlni
tekutiné

Purulentni obsah
1 kultura
Histologie

CRP a FW

Leukocyty
v synovialni tekutiné
nebo LE

Zastoupeni PMN
(%) v synovidlni
tekutiné

1 kultura
Histologie

CRP, D-dimer a
FW

Leukocyty

v synovialni
tekuting,
zastoupeni PMN
(%) a CRP

Alfa-defensin
Histologie
Purulentni obsah
1 kultura

Casné uvolnéni <5 let
Komplikované hojeni
rany

Horecka

Purulentni obsah

Leukocyty v synovialni
tekutiné >1500 (PMN
>65 %)

1 kultura

Metody nuklearni
mediciny

Tabulka 3: Prehled kritérii a vyvoje Definice infekce kloubnich nahrad (IKN) v ¢ase — volné podle
(McNally et al. 2023). Vysvétlivky: zkratky odbornych organizaci v prvnim fadku jsou vysvétleny v textu;
PMN = neutrofily (polymorfonukleary); FW = Sedimentace erytrocyt(i (Fahraeus Westergren); histologie
— pritomnost leukocytt (PMN) a bakterii ve tkariovém vzorku; LE = Leukocytova esteraza; CFU = colony
forming unit — uréuje kolik je v tekutém vzorku pfitomnych Zivotaschopnych bunék, které jsou schopné
tvofit malé kolonie na agaru.  * Infekce je pravdépodobna v pfipadé pozitivnhiho klinického kritéria
(znazornény kurzivou) nebo elevace CRP spolu s dalSim pozitivnim nalezem (analyza synovialni
tekutiny, mikrobiologicky nebo histologicky nalez, metody nuklearni mediciny) (McNally et al. 2020).
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Evropska skupina z EBJIS pfedstavila tfidroviiovy systém v diagnostice IKN (McNally et
al. 2020). Podle pfitomnosti rdznych klinickych pfiznakd a laboratornich &i radiologickych
znamek infektu rozliSujeme tyto urovné:

a) infekce nepravdépodobna,
b) infekce pravdépodobna,
c) potvrzena infekce.

Mezi hlavni klinické znamky IKN patfi pidtél s prokazanou komunikaci s kloubem nebo
odhalend a viditelna endoprotéza (obr. 4). Pomocnymi klinickymi kritérii jsou znamky uvolnéni
do 5 let po implantaci, anamnéza Spatného hojeni rany po operaci, nebo recentni horecka ¢i
bakteriéemie. Dale se hodnoti CRP, cytologicky rozbor synovialni tekutiny (pfitomnost
leukocytd a procentualni zastoupeni neutrofill), biomarkery v synovidlni tekutiné (pozitivni
nalez alfa-defensinu). Velmi dllezité je mikrobiologické vySetfeni jednak punktatu, jednak
perioperacni odebranych vzorkd. Na nékterych pracovistich se vyuziva i sonifikace
explantovaného implantatu a zjisténi pfitomnosti mikroorganismu. Svou roli ma i histologické
vySetieni, kde se zjiStuje pfitomnost neutrofili nebo bakterii. Metody nuklearni mediciny jako
scintigrafie se znaCenymi leukocyty patfi mezi pomocné metody (McNally et al. 2020).

e

Obrazek 4: Fotografie dehiscence operaéni rany s pistéli v proximalnim podlu rany levé kyéle, podezieni
na ¢asnou IKN u pacientky 4 tydny po endoprotéze kycelniho kloubu.

IKN mazeme podle ¢asového odstupu od implantace rozdélit nasledovné (Zimmerli et
al. 2004):

1) Casna IKN — vznikla do 3 mésict od implantace. Jsou zpravidla zptisobeny
virulentné&jSimi mikroorganismy. VétSinou se projevuje akutnim pribéhem
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spojenym s bolesti kloubu, vznikem kloubni naplné&, zarudnuti a zvySenou
teplotou klze v misté infekce a nékdy i vznikem pistéle s hnisavou sekreci.

2) Mitigovana IKN — vznika v rozmezi 3—24 mésicu od implantace. Nema tak
bouflivy pribéh a probiha spiSe s mirngjSimi symptomy, zejména bolestivost
kloubu a na RTG &asto nalézame uvolnéni implantatu, které maze byt tézko
rozeznatelné od aseptického uvolnéni.

3) Pozdni IKN — po vice jak 24 mésicich od implantace, nej¢astéji hematogenniho

pavodu.

Etiologickymi agens zpuUsobuijici IKN jsou nej¢astéji grampozitivni koky, z toho 50-60 %
pfedstavuji stafylokoky, 10 % enterokoky a streptokoky. Gramnegativni aerobni nebo
fakultativné anaerobni tyCinky jsou pfi€inou infekce v méné nez 10 % pfipadu (Musil et al.
2017). NejcastéjSi izolované agens je Staphylococcus aureus, ktery se spolu
s gramnegativnimi ty€inkami nejvice podili na vzniku €asnych IKN. Mitigované IKN byvaji
zpusobeny méné virulentnimi kmeny, typicky koagulaza-negativni stafylokoky nebo
Cutibacterium acnes (dfive Propionibacterium acnes). Casné a mitigované IKN maji typicky
pavod v praniku mikroorganismi k implantatu jiz v prdbé&hu operace, ¢astym zdrojem muze
byt kGize, fokus v Ustni dutiné (napf. kariézni chrup) nebo urogenitalni i respiracni infekce
(Zimmerli et al. 2004). Pozdni infekce jsou nejCastéji hematogenniho plvodu. Rozvoj IKN
ovliviuji faktory na strané pacienta (jak jsou popsany vySe u rizikovych faktord) a
mikroorganismu, kam fadime virulenci a rezistenci vic¢i ATB u daného kmene. Mezi dulezité
faktory virulence patfi schopnost tvorby biofiimu.

Nejen pro diagnostiku, ale i pro naslednou terapii je kliCova izolace etiologického agens
pomoci kultivace a uréeni citlivosti na ATB. Literatura udava, ze 7-39 % vzorkd je kultivaéné
negativnich, pfi podani ATB pfed operaci dokonce > 50 % (Abad a Haleem 2018). DalSimi
faktory jsou pfitomnost kultivaéné naro€nych bakterii, kmeny produkujici biofilm nebo vzacni
a netypicti pavodci jako jsou mykobekterie nebo houby. Negativné mize vysledek ovlivnit i
opozdény transport, nevhodné kultivaéni médium ¢&i nedostate¢né dlouha kultivaéni doba (pro
vetsi senzitivitu volime prodlouzenou kultivaci). Proto by se méla vysadit ATB 2—4 tydny pfed
odbérem vzorku (synovialni tekutiny nebo tkané), ktery lze ziskat:

A) pfi diagnostické punkci kloubu,
B) pfi biopsii,
C) peroperacnim odbérem.

V priibéhu operace se doporucuje odebirat minimalné 3 tkarové vzorky na aerobni i
anaerobni kultivaci. Tkafiové vzorky volime z rlznych mist — kloubni pouzdro, rozhrani
kost/cement, fragmenty kosti, purulentni a nekrotické vzorky a tkané, pfipadné exkochleovana
tkan z dfefiové dutiny. Na mykobakteria a houby myslime v pfipadé opakované kultivacné
negativnich vzorkd, u atypickych, mitigovanych a symptomaticky chudych pfipadd, a to
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zejména u imunokompromitovanych pacientll. Stéry z piStéle se nedoporuéuji kvuli vysoké
pravdépodobnosti zachytu mikroorganismu, které nezplsobili infekci. PCR techniky zatim
nejsou standardné zakomponovany v diagnostickych kritériich a nékteré zdroje uvadi
nejednotnou senzitivitu a specificitu pro diagndézu IKN. AvSak senzitivita PCR se oproti kultivaci
zvySi v pfipadé, ze byl pacient vystaven ATB terapii (Abad a Haleem 2018). Molekularné-
biologické metody jako PCR a sekvenovani nové generace nabiraji na vyznamu a predpoklada
se jejich jesté vétsi zapojeni do diagnostiky IKN (Esteban a Gdmez-Barrena 2021).

Biofilm umozriuje preziti bakterii v méné pfiznivych podminkach, zlepSuje adherenci
k cizorodému povrchu a poskytuje ochranu viéi imunitnimu systému i antibiotické 1é¢bé. Toto
spole€enstvi bakterii je spojeno jejich extracelularnimi produkty. Zahajeni tvorby biofilmu je
dano hustotou bakterialni populace, ktera vysila signalni molekuly (quorum sensing). Bakterie
v biofilmu mezi sebou komunikuji a pfipominaji vicebunéény organismus. Uvnitf biofilmu se
bakterialni burky tak rychle nedéli, ziejmé kvuli mensimu mnozstvi metabolickych substratd
vstupuji do stacionarni ristové faze, coz mize mit podil na mensim efektu ATB. Biofilm muze
byt monobakterialni i polymikrobialni (Hurych a Sticha 2021; Zimmerli et al. 2004).

Terapie IKN je prakticky vzdy kombinaci antibiotické a chirurgické |eéCby. Paliativni ATB
terapie je velmi sporna a voli se jen u neoperabilnich (asto geriatrickych) pacientd (Prendki
et al. 2017). V dal§im textu jsou uvedeny pouzivané chirurgické metody pfi feSeni IKN.

¢ DAIR (z anglického debridement, antibiotics, and implant retention) pfedstavuje
endoprotézu zachovavajici vykon, pfi kterém je zasadni v€asna indikace a cilené
volena antibioticka lé¢ba. Soucasti vykonu je dikladny debridement, opakované
vyplachy nebo lavaz. Zachovavaji se pevné adherované komponenty kloubni
nahrady a vymeénuji se vdechny volné explantovatelné ¢asti. U endoprotézy kycle se
ponechava dfik a acetabularni komponenta a vyménuje se pouze polyethylenovy
insert a hlavicka. V pfipadé endoprotézy kolene se ponechava femoraini i tibialni
komponenta a vyménuje se polyethylenova artikulacni viozka (Sosna et al. 2024).
Casova hranice, kdy je mozné jesté provést DAIR se udava nejpozdéji 4 tydny od
zaCatku symptomu, avSak nejvyssi Sance na uspéch dle klinickych zkuSenosti je do
jednoho tydne od zacatku pfiznaku (Sosna et al. 2024). Operaci je mozné indikovat
u ¢asné IKN nebo i u akutniho vzplanuti pozdni hematogenni IKN, pokud je
dodrzeno zminéné Casové kritérium (<4 tydny). Tento vykon muze byt indikovan v
pfipadech, kdy nejsou kotvici ¢asti endoprotézy uvolnéné, je dostatecna kvalita
meékkych tkani, pfi dobrém imunitnim stavu pacienta a pokud byl identifikovan
patogen s dobrou citlivosti vi¢i ATB (Karachalios a Komnos 2021). Pfi dodrzeni
zminénych indikacnich kritérii udavaji studie uspéch lé¢by az u 80 % pacientu
(Karachalios a Komnos 2021).

¢ Jednodoba reimplantace (one-stage revision surgery) pfedstavuje vykon, pfi

kterém se provede diukladny debridement a proplach rany, explantuje se puvodni
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endoprotéza a pfi stejné operaci se po vyméné nastroju a pferouskovani implantuje
nova finalni endoprotéza. Podminkou indikace k operaci je znalost etiologického
agens a jeho citlivost na ATB, ktera jsou dostupna v peroralni formé. Dllezité je i
schopnost primarné uzavfit ranu, tedy adekvatni kozni kryt (Larry M Baddour et al.
2024). Z Casového hlediska byva jednodoba reimplantace indikovana u IKN, které
probihaji vice jak 4 tydny. Podminkou je znalost patogena, jeho dobra citlivost na
antibiotickou 1é6bu a moznost primarniho uzavéru rany (Sosna et al. 2024). Soucasti
terapie je lokalni a systémové podavani ATB (Karachalios a Komnos 2021).
Doporu¢ovano byva systémové podavani ATB dle citlivosti 6—12 tydnl po operaci
(Sosna et al. 2024). Uspésnost metody je dle riiznych zdrojii a studii uvadéna

v rozmezi 77-100 % (Karachalios a Komnos 2021).

Dvoudoba reimplantace (two-stage revision surgery) rozdéluje proces reimplantace
na dvé doby (dvé operace). V prvni dobé se explantuje ptiivodni endoprotéza,
implantuje se doCasna kloubni nadhrada (spacer), ktera je zpravidla z PMMA
(polymethylmethakrylatu — kostniho cementu) s pfimési ATB. V soucasnosti Ize
pouzit prefabrikované artikulované spacery, které jsou dodavany v riznych
variantach. V druhé dobé (po 6—12 tydnech) se explantuje spacer a implantuje se
finalni nahrada kloubu (Sosna et al. 2024). V kostnim cementu mlze byt jedno ATB
nebo kombinace, nejcastéji se setkdvame s uzitim kombinace vankomycin a
gentamicin. Literatura uvadi i beta-laktam, daptomycin a amfotericin (Abad a Haleem
2018). Nezbytna soucast terapie je i systémové a cilené podavani ATB. Tato metoda
je indikovana v situacich, kdy nejsou naplnény podminky pro jednodobou
reimplantaci (Sosna et al. 2024 ). Byva stale povazovana za zlaty standard pro terapii
IKN, které probihaji vice jak 4 tydny od zagatku symptomu. Uspésnost dvoudobé
reimplantace se dle rliznych studii uvadi 80-95 %, navic artikulované spacery
umoznuji lepSi funkéni vysledky (Karachalios a Komnos 2021).

Posledni kategorii jsou tzv. zachranné vykony. Ty jsou indikovany v pfipadé, Ze jiz
neni mozna reimplantace. Patfi mezi né resekCni artroplastika, artrodéza, funkéni
déza, amputace a permanentni spacer.

DAIR, jednodoba a dvoudoba reimplantace jsou nejbéznéji pouzivané metody v terapii

IKN. Vysledky a ucinnost téchto pfistupl jsou zatim k dispozici ve studiich niz8i kvality a

stfednédobém cCasovém horizontu (Karachalios a Komnos 2021). Obavanou komplikaci

terapie IKN jsou recidivy infekce, které zvySuji mortalitu i riziko reinfekce (Lum et al. 2018; Leta

et al. 2019). Usp&&nost hodnotime na zakladé recidivy a doby bez aktivni prokazané infekce,

zatim nejsou dostupné dlouhodobé vysledky. Navic dostupné studie se téZko srovnavaiji,

protoze jsou Casto pouzita rlizna indika€ni kritéria. Nedavna data vSak ukazuiji, ze ve spravné

indikovanych pfipadech mize DAIR a jednodoba reimplantace mit lepSi vysledky nez

dvoudoba reimplantace (Karachalios a Komnos 2021).
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Antibioticka lé¢ba se fidi pfedpokladanym nebo jiz identifikovanym mikrobialnim agens.
V CR vzniklo v roce 2017 spoleéné doporuéeni Ceské spole&nosti pro ortopedii a traumatologii
a Spoleénosti infekéniho lékarstvi Ceské Iékaiské spolecnosti J. E. Purkyné (Musil et al. 2017).
ATB se podavaiji ve dvoustupfiovém schématu, nejprve zahajujeme uvodni intravenézni ATB
|&é€bu, nasleduje (vétSinou po 2 tydnech) pokradovaci peroralni Ié¢ba na dalSi 4—6 tydnl (Musil
et al. 2017). Délka antibiotické terapie IKN zlstava kontroverzni otazkou a obvykle se
setkavame s doporucenim 6-12 tydn(l (Le Vavasseur a Zeller 2022). Ve svété se nazory na
délku ATB terapie razni. V Evropé se Castéji voli kratSi ATB terapie, jejiz vysledky nejsou horsi
nez u prolongované 4—6meésicni terapie (Abad a Haleem 2018).

Volba ATB se muze liSit i podle stavu pacienta, komorbidit, alergii a dle renalnich a
jaternich funkci. ATB upravujeme na zakladé vysledku citlivosti. Je vhodné vzdy konzultovat
antibiotické stfedisko a klinického farmaceuta. U meticilin senzitivnich kmenu stafylokoka se
voli oxacilin, u meticilin-rezistentnich kmen( se voli vankomycin. V pfitomnosti implantatu se
s vyhodou pfidava do kombinace rifampicin. Pro pokraCovaci Ié¢bu stafylokokovych infekci je
doporuceno zvolit kotrimoxazol. V pfipadé jiného puvodce, pfilis vysoké toxicity nebo
intolerance ATB je nutné terapii upravit, fidime se pfi tom antibiogramem (Musil et al. 2017).

2.2.4 Antibiotika uzivana v ortopedii pro celkovou a lokalni terapii

V nasledujicim textu budou popsany jednotlivé skupiny a zastupci ATB ve vztahu k
infekcim kosti, kloubl a kloubnich nahrad (obr. 5). Cilem neni popisovat v§echny indikace uziti
uvedenych ATB, coz by bylo nad ramec této disertaCni prace. Pro experimentalni ¢ast této
prace jsou dulezita ATB, ktera se pouzivaji v lokalni ATB terapii.

i

Linkosamidy

(klindamycin) Fluorochinolony

ﬁ (ciprofloxacin, Ievofloxacm)
Aminoglykosidy

(Gentamicin, amikacin, tobramycin)
Glykopeptidy
(vankomycin, teikoplanin)
Beta-laktamova ATB
. Z&kladni peniciliny (PNC G a V) ]

« Protistafylokokové peniciliny (oxacilin,
flukloxacilin) ANTIBIOTIKA

- Sirokospektré peniciliny (amoxicilin, ampicilin) UZIVANA V ORTOPEDII Rifampicin
« Potencované peniciliny (amoxicillin/klavulanat,

ampicilin/sulbaktam, piperacilin/ftazobaktam)

+ Karbapenemy (ertapenem, meropenem...) \

» Cefalosporiny |. generace (cefalotin, cefazolin, Linezolid
cefadroxil)

» Cefalosporiny Il. generace (cefuroxim)

« Cefalosporiny lIl. generace (cefotaxim,
ceftriaxon, ceftazidim) Metronidazol Kolistin Daptomycin

Baktericidni ucinek ﬂ ATB nejcastéji uZivana v lokalnich nosicich

Bakteriostaticky ucinek

Obrazek 5: Nejcastgji uzivana ATB v ortopedii (pfehled)
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Beta-laktamova antibiotika

Beta-laktamy jsou skupinou velmi ¢asto pouzivanych baktericidnich ATB, které inhibuji
syntézu bunécné stény. Skupina zahrnuje peniciliny, cefalosporiny, karbapenemy a
monobaktamy. Inhibitory beta-laktamaz (bakterialni enzymy rozkladajici ATB) se vyuzivaji
v kombinaci s ostatnimi beta-laktamy, vznikaji tak potencované beta-laktamy. Zastupci
inhibitor(i beta-laktamaz jsou klavulanat, sulbaktam a tazobaktam (Hurych a Sticha 2021).

Velkou vyhodou je, Ze beta-laktamova ATB jsou malo toxicka, ale relativné Casto se
setkavame s alergii, obzvlasté na penicilin. Reakce na ATB vSak nejsou vzdy alergii, jen mala
¢ast pacientd ma opravdovou alergii (imunitné zprostfedkovanou reakci na latku). Nékteré
prace udavaji, Ze pfi alergologickém vySetfeni je jen v 5-15 % pfipadl alergie spravné urena.
Navic se ukazuje, Ze u pacientd s alergii mize s Casem senzitizace vicCi beta-laktamim
odeznit — jen 10 % pacientu je citlivych na ATB po 10 letech, kdy nebyli vystaveni této skupiné
ATB (Mak et al. 2022). Nevyhodou alergické anamnézy na penicilin nebo jina beta-laktamova
ATB je, ze ¢asto musime volit ATB druhé volby, které jsou zatiZzeny vice nezadoucimi ucinky
nebo nemusi byt stejné dobfe uginna (Mak et al. 2022). Sirokospektré peniciliny mohou
zpusobit postantibiotickou klostridiovou kolitidu.

Zakladni peniciliny (penicilin G a V) maji uzké spektrum ucinku, v ortopedii se s nimi
setkavame zejména pfi 1écbé streptokokovych a anaerobnich infekci (Actinomyces israelii,
Fusobacterium spp., Clostridium spp. mimo C. difficile).

Protistafylokokové peniciliny jsou velmi ¢asto indikované, protoze jsou vyborné
uginné na meticilin senzitivni kmeny Staphylococcus aureus (MSSA), v CR se uziva oxacilin
(pouze parenteralni podani) a flukloxacilin (Ize i peroralné).

Sirokospektré peniciliny (zejména aminopeniciliny — amoxicilin a ampicilin) pouzivame
v pfipadé infekci zpUsobenych streptokoky, enterokoky a v nékterych pfipadech infekce
enterobakteriemi, které neprodukuji beta-laktaméazu (Hurych a Sticha 2021).

Potencované peniciliny jsou Sirokospektré a odolné vUéi beta-laktamaze.
Amoxicilin/klavulanat se pouziva u infekci mékkych tkani, kloubl a kosti, také jej Ize uzit
k profylaktickému podani u chirurgickych vykond a u dlouhodobé nemocnych pacientd.
Ampicilin/sulbaktam Ize pouzit v podobnych indikacich, a navic i u infekci zplsobenych
Acinetobacter baumannii, pokud je ovéfena citlivost. Piperacilin/tazobaktam ma mimofadné
Siroké spektrum Uginku, plsobi i proti Pseudomonas aeruginosa (Hurych a Sticha 2021).

Karbapenemy (ertapenem, meropenem, imipenem a doripenem) a monobaktamy
(aztreonam) patfi k rezervnim Sirokospektrym antibiotikim, jejichz uziti by mélo vzdy byt
konzultovano s antibiotickym centrem. V ortopedii jsou vyuzZivany zpravidla karbapenemy,
které se podavaji pouze parenteralné.

Cefalosporiny jsou ¢asto pouzivanymi ATB, které rozdélujeme do I.-IV. generace. Maji
podobné spektrum ucinku jako peniciliny, ale jsou uc€innéjsi na gramnegativni bakterie a méné
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ucinné na grampozitivni bakterie. Spektrum se lisi podle generace. P¥i alergii na peniciliny
muze dojit ke zkFizené reakci. I. a ll. generace cefalosporinu se ¢asto pouziva pro profylaktické
podavani pfed operaci (Siddiqi et al. 2019). |. generace (cefalotin, cefazolin, cefadroxil) pasobi
zejména na grampozitivni bakterie (streptokoky a stafylokoky). Il. generace (cefuroxim) ma
roz$ifené spektrum o nékteré gramnegativni bakterie (Hurych a Sticha 2021). Ill. generace
cefalosporint (cefotaxim, ceftriaxon, ceftazidim) ma zesileny uc¢inek na gramnegativni bakterie
a slabsi na grampozitivni bakterie. Ceftazidim ucinkuje i na pseudomonady, ale jiz neplsobi
na stafylokoky. Potencované cefalosporiny Ill. generace (sulperazon neboli
cefoperazon/sulbaktam a ceftazidim/avibaktam by meéli byt pouzity az po konzultaci
s antibiotickym centrem (Hurych a Sticha 2021). Cefepim je Sirokospektré ATB a je zastupcem
IV. generace cefalosporind, indikuje se u zavaznych infekci gramnegativnimi bakteriemi
s produkci beta-laktamazy, u zavaznych nozokomialnich infekcich a pfi 1é¢bé sepse u
imunokompromitovanych pacientt (Hurych a Sticha 2021).

Linkosamidy — klindamycin

Linkosamidy jsou bakteriostaticka ATB s dobrym prinikem do kosti i do bunék. Inhibuji
proteosyntézu. Volime je jako druhou volbu pfi alergii na beta-laktamy. Hlavni zastupce je
klindamycin, ktery se pouziva v profylaxi i vIécbé. Cesta podani muize byt parenteralné i
peroralné. Diky svému praniku do kosti se ¢asto uplatfiuji u 1éCby osteomyelitidy. Dale se
vyuzivaji u infekci mékkych tkani, nitrobfiSnich a panevnich infekci. Maji pomérné uzké
spektrum, jsou u¢inné u infekci grampozitivnimi koky (kromé enterokok(l) a anerobnimi
bakteriemi. NepUsobi ani na gramnegativni bakterie, proto se v nékterych pfipadech kombinuji
s jinymi ATB, napf. pfi infekci diabetické nohy. Mezi vyznamné nezadouci UCinky |éCby patfi
narusSeni stfevniho mikrobiomu a riziko rozvoje klostridiové kolitidy, proto je potfeba je pouzivat
obezfetné. DalSi nezadouci u€inky jsou gastrointenstinaini obtize a alergie. Toxicita je vSak
maléa a Ize je volit i v gravidité (Hurych a Sticha 2021).

Fluorochinolony — ciprofloxacin a levofloxacin

Fluorochinolony jsou baktericidni ATB, které inhibuji syntézu bakterialni DNA. Maji
vyhodné farmakokinetické vlastnosti — dobfe se absorbuji ze zazivaciho traktu a pronikaji do
bunék, tkani, na povrch sliznic i do sekretld. Nezadouci U€inky u dospélych jsou pomérné
vzacné, ale mohou byt zavazné a trvalé, postihuji svaly, Slachy, vazy a centralni nervovy
systém. Mezi projevy patfi bolesti pohybového aparatu pfi tendinopatii, parestézie pfi
neuropatii, ztrata chuti a Cichu, unava, deprese ¢&i poruchy spanku. Dulezité je, ze
fluorochinolony mohou poskodit ristovou chrupavku, a tak je jejich podavani kontraindikovano
u déti a mladistvych do 18 let. Fluorochinolony diky svym jinak vyhodnym vlastnostem byly
fadu let hojné vyuzivany, ale velkym problémem je ATB rezistence, ktera se u této skupiny
rozviji rychle a mlze se rozvinout i béhem terapie daného pacienta. Tato ATB by méla byt
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volena jen v zavaznych situacich a pokud neni mozné pouzit jiné ATB. Lze je pouzit pfi infekci
kosti, kloubti a IKN (Hurych a Sticha 2021).

Hlavnimi zastupci, které se uzivaji v ortopedii v CR, jsou ciprofloxacin a levofloxacin,
které patfi do Il. generace fluorochinolonll. Spektrum Gcinku zahrnuje z gramnegativnich
bakterii enterobakterie a pseudomonady, naproti tomu z grampozitivnich bakterii pUsobi
nejvice na stafylokoky a jen omezené na streptokoky. Plsobi také na intracelularni patogeny
a Ize je pouzit v terapii tuberkulézy (Hurych a Sticha 2021).

Glykopeptidy — vankomycin

Glykopeptidy jsou baktericidni ATB s extracelularnim G¢inkem. Mechanismus Uc&inku je
inhibice syntézy buné&né stény bakterii. Kvili podobnému mechanismu u¢inku by se nemély
glykopeptidy kombinovat s beta-laktamy. Hlavni zastupcem je vankomycin, ktery je
pouzivany Kk lécbé infekci zplsobenych grampozitivnimi koky (koagulaza negativni
stafylokoky, S. aureus, enterokoky, streptokoky, Corynebacterium sp.). Mezi nejCastéjsi
indikace patfi infekce meticilin (oxacilin) rezistentnich kmend Staphylococcus aureus (MRSA).
K celkové Ié¢bé infekci kosti, kloubll a IKN se podava pouze intraven6zné, a to pomalou infizi,
jinak hrozi anafylaktoidni reakce nazyvana ,red man syndrom®. Velkou nevyhodou jsou
nezadouci UCinky, zejména nefrotoxicita. Pfi |1éCbé vankomycinem je tfeba sledovat renalni
funkce a monitorovat sérové hladiny ATB, pfipadné upravit davkovani. ldedlni je moznost
konzultovat klinického farmaceuta. Peroralné se vankomycin pouziva k Ié¢bé klostridiové
kolitidy (infekce Clostridioides difficile), pfi této cesté podani se ATB nevstfeba z traviciho
traktu. NovéjSim zastupcem glykopeptidovych ATB je teikoplanin, ktery ma lepSi u€inek proti
enterokokiim. Bohuzel i na vankomycin mlze vzniknout rezistence, kmeny stafylokok( a
enterokok( pak oznadujeme jako VRSA a VRE (Hurych a Sticha 2021).

Glykopeptidova ATB se uzivaji i v lokalni terapii, pfidavaji se do kostniho cementu a do
dalSich lokalni nosic¢ll ATB, jak bude popsano v dalSich ¢astech této prace.

Aminoglykosidy — gentamicin a dalsi

Aminoglykosidy jsou baktericidni ATB s rychlym nastupem ucinku. Inhibuji
proteosyntézu a funkce bunééné membrany bakterii. Tato ATB plsobi extracelularnég, ale
pronikaji i do tkani a bunék. Aminoglykosidy maiji dlouhy postantibioticky efekt a jejich u€inek
je zavisly na maximalni koncentraci, a ne na ¢ase (oproti penicilinim), vétSinou se podavaji
jednou dénné. Podobné jako glykopeptidové ATB se nevstiebavaji z gastrointestinalniho
traktu, a tak se podavaji pouze parenteralné, ale také je Ize pouzivat v lokalnich nosic¢ich ATB.
DalSi podobnost s glykopeptidy jsou nezadouci ucinky — zejména nefrotoxicita, dale také
ototoxicita, a proto i vtomto pfipadé je nutna monitorace sérovych koncentraci ATB a
sledovani renalnich funkci. Nefrotoxicita se vyskytuje v 10 % pacientl a je reverzibilni, avSak
ototoxicita je vétSinou ireverzibilni (Musil et al. 2017).
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Zakladnim aminoglykosidem je gentamicin. Podobny u€inek maji i tobramycin a
netilmicin. Aminoglykosidy pusobi zejména na gramnegativni bakterie, avSak ne na anaerobni
bakterie. Maji omezeny ucinek na grampozitivni bakterie — zejména stafylokoky. Mezi indikace
patfi sepse zplUsobena gramnegativnimi bakteriemi a rezistentni nozokomialni infekce.
Gentamicin se vyuziva v 1écbé infekci mékkych tkani, kloubl a ve vybranych pfipadech IKN
(Musil et al. 2017; Hurych a Sticha 2021). Pro systémy s lokalnim uvolfiovanim ATB se &asto
vyuziva gentamicin nebo tobramycin (Bistolfi et al. 2011).

Pfi rezistenci na gentamicin se voli amikacin. Streptomycin je starSi aminoglykosid,
ktery je uzivany v 1é¢bé tuberkuldzy. Neomycin se uziva v lokalni IéEbé v podobé krému, masti
nebo o&nich kapek (Hurych a Sticha 2021).

Kotrimoxazol

Kotrimoxazol je kombinace chemoterapeutik sulfamethoxazolu a trimethoprimu. Ma
baktericidni u€inek, mechanismem je inhibice syntézy kyseliny listové. Dobfe se vstfebava ze
zazivaciho traktu a pronika do bunék i tkani. Ma Siroké spektrum ucinku, do kterého spadaji
stafylokoky, pneumokoky, enterobakterie, hemofily, nokardie a Pneumocystis jiroveci.
Kotrimoxazol Ize podavat v peroralni i parenteralni formé. Pokud ovéfime citlivost, pak
muzeme u ortopedickych pacientu s infekci MRSA pouzit v peroralni formé kotrimoxazol misto
vankomycinu, ktery je vice toxicky a omezuje pacienty kvali nutnosti intravendzni cesty podani
(Hurych a Sticha 2021). Své misto ma kotrimoxazol i pfi |é¢b& IKN, kdy se nasazuje v
pokracovaci terapii v kombinaci s rifampicinem (Musil et al. 2017). Mezi nezadouci ucinky patfi
fotosenzibilizace, zazivaci obtize, exantém a poruchy krvetvorby. Toto ATB je
kontraindikovano u téhotnych a kojicich Zen a u déti do 2 mésict véku. Nevyhodou jsou i etné
lékové interakce, které je dobré ovéiit zejména u polymorbidnich pacientd (Hurych a Sticha
2021).

Metronidazol

Metronidazol (patfi mezi nitroimidazoly) je baktericidni ATB inhibujici tvorbu bakterialni
DNA. Vyuziva se pfi |éCbé anaerobnich infekci, zejména Fusobacterium spp. a Bacteroides
spp. Nezadouci ucinky jsou pomérné vzacné, mize vedle zazivacich a koznich obtizi zpusobit
i leukopenii a polyneuropatii (Hurych a Sticha 2021; Musil et al. 2017).

Oxazolidinony - linezolid

Linezolid je bakteriostatické ATB, které pusobi na urovni proteosyntézy u bakterii. Patfi
mezi rezervni ATB pfi |éCbé& grampozitivnich infekci (stafylokoky, streptokoky, enterokoky a
grampozitivni anaeroby), a to zejména pfi rezistenci na beta-laktamy a glykopeptidy
(vankomycin). Linezolid Ize tedy pouzit u infekci MRSA, VRSA a VRE. Rezistence vici
linezolid existuje, ale neni Casta. Mezi nezadouci ucinky patfi zazivaci obtize, zvySeni hladiny
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serotoninu a inhibice monoaminooxidazy (interaguje s nékterymi Iéky) a riziko poruchy
krvetvorby, coz je divod omezeni délky IéCby vétSinou na maximalné 28 dni a nutnosti kontroly
krevniho obrazu (Hurych a Sticha 2021). V poslednich letech se také objevilo doporuéeni
k monitoraci sérovych hladin linezolidu u zna¢né ¢asti pacient(l (Lin et al. 2022).

Daptomycin

Daptomycin je baktericidni cyklické lipopeptidové antibiotikum pouzivané k Iécbé
grampozitivnich bakterii, a to v€etné MRSA a VRE. Nej¢astéji je pouzivan pro infekce S.
aureus, ale je mozné ho pouzit i pro 1éEbu osteomyelitidy a septické artritidy pfi prokazani
MRSA, u IKN zpusobenych stafylokoky nebo enterokoky a pfi infekcich VRE (Shivali Patel a
Stephen Saw 2022; Musil et al. 2017).

Polypeptidy — kolistin (polymyxin E)

Kolistin je polypeptidové ATB s baktericidnim u€inkem na gramnegativni bakterie.
NaruSuje funkci bunééné membrany. Pro svou nefrotoxicitu, neurotoxicitu a ototoxicitu se
uziva jen u multirezistentnich gramnegativnich infekci, zejména zplsobenych
enterobakteriemi a pseudomonadami. ATB se nevstiebava z GIT, a tak se podava jen
parenteralné nebo lokalné (masti, roztoky, inhalaéné) (Hurych a Sticha 2021). Své vyuziti ma
vSak i v nosicich ATB, napf. je dostupny v antibiotickém kostnim cementu (Wang et al. 2013).

Ucinek proti biofilmu — rifampicin a ciprofloxacin

Rifampicin je vyznamné baktericidni ATB, které blokuje proteosyntézu a ma prokazany
efekt proti grampozitivnim bakteriim rostoucim v biofilmu (stafylokoky a Caste€né i
enterokoky). Vyhodné je, Zze ATB Ize podavat nejen parenteralné, ale i peroralng, a je tedy
mozné ho uzivat i po propusténi pacienta z nemocnice. Nevyhodou je rychly nastup
rezistence, coz je davod, pro¢ by rifampicin nemél nikdy byt pouzivan v monoterapii. Mezi
nezadouci uc€inky patfi hepatotoxicita a zbarveni télesnych tekutin do ¢ervenooranzové barvy
(napf. moc€ a stolice), na coz je tfeba pacienta upozornit. Rifampicin je pomérné ¢asto Spatné
tolerovan kvuli gastrointestinalnim obtizim (20-30 % pacient(), nejcastéji v prvnim tydnu
terapie. Rifampicin ma znacny vyznam v pokraCovaci fazi ATB terapie u IKN (Le Vavasseur a
Zeller 2022; Musil et al. 2017; Hurych a Sticha 2021). Linezolid, daptomycin a vankomycin
maji také ucinek proti biofilmu, ale zatim chybi velké studie, které by presnégji urcili jejich
vyznam (Le Vavasseur a Zeller 2022).

U gramnegativnich bakterii je popisovan ucinek proti biofilmu u ciprofloxacinu (Musil et
al. 2017).
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2.2.5 Lokalni nosice antibiotik

Infekce v ortopedii jsou Easto spojeny s horSim u€inkem antibiotik v misté infekce, mezi
dulezité faktory patfi zhorSeny prunik ATB do mista s nekrotickou kostni tkani pfi chronické
osteomyelitidé, tvorba biofilmu a snizeny metabolicky obrat mikroorganismu (Gogia et al.
2009). Obzvlasté problematicka je tvorba biofilmu, ktery miuze az 10.000krat zvySit odolnost
vuci ATB ve srovnani s planktonickym rastem bakterii. Biofilm se tvofi na implantatu i na
tkanich v misté infekce (Steadman et al. 2023). K vyjadfeni koncentrace ATB potiebného
k usmrceni v8ech bakterii v biofilmu se v literatufre setkdvame s pojmem ,minimalni
koncentrace pro eradikaci biofilmu® (angl. minimum biofilm eradication concentration, zkr.
MBEC). MBEC mize byt o nékolik fadd vyssi nez minimalni inhibiéni koncentrace (MIC) u
planktonického rustu bakterii (Steadman et al. 2023).

Pfi 1éCbé IKN je stadardem chirurgicka IéCba, vétSinou v kombinaci s dlouhodobou
systémovou antibiotickou lé€bou. K ovlivnéni bakterii v biofilmu by bylo nutné pouZivat
extrémné vysoké a toxické davky ATB, coz je pfi systémovém podavani neredlné. Lokalni
podani ATB ma za cil dosahnout vysoké koncentrace ATB v misté infekce, a tim zlepSit
uspésnost lIéCby, snizit mnozstvi nezadoucich ucginkl ATB terapie, snizit riziko vzniku ATB
rezistence a celkového uzivani ATB (Steadman et al. 2023).

Systémy s lokalnim uvolfovanim antibiotik (,lokalni nosice®) Ize rozdélit do nékolika
skupin podle jejich povahy nebo puvodu: syntetické polymery, pfirodni polymery
(biopolymery), anorganické materialy, kompozitni materialy nebo specialni materialy, jako jsou
kostni Stépy (Melicher¢ik 2011). Pfehled nosi¢u ATB, které umozfuji lokalni uvolfiovani
antibiotik, je uveden v tabulkach 4, 5 a 6. Zakladni klasifikace rdznych typu nosi¢u vychazi z
pfedchozich studii naseho pracovisté (MelichercCik 2011; MelicherCik et al. 2012), ale tabulka

sv s

byla aktualizovana na zakladé nejnové;jsi literatury (viz odkazy pfimo v tabulce).

Kli¢ova vlastnost nosi¢e ATB je biodegradabilita (biologicka rozlozitelnost), protoze
ma vliv na naslednou chirurgickou |é€bu pacienta. Nebiodegradabilni nosi¢e ATB vyZaduji
nasledné odstranéni, a tedy dalSi operaci, zatimco biodegradabilni nosiCe se v téle samy
rozlozi (Kanellakopoulou a Giamarellos-Bourboulis 2000). Vyvoj a pouzivani ATB nosicq,
zejména biodegradabilnich, se ukazuje jako u¢inné a vyhodné pro IéCbu chronické
osteomyelitidy (Kanellakopoulou a Giamarellos-Bourboulis 2000), ale uplatriuji se i v [éCbé& IKN
(Steadman et al. 2023).

Jednotlivé nosiCe se liSi svou interakci s tkanémi v misté implantace, v ortopedii je
dulezita interakce s kostni tkani. Klicové vlastnosti uvadime v tabulkach. Bioaktivita —
bioaktivni materialy mohou tvofit pfimy kontakt s Zivou tkani bez tvorby mezivrstvy pojivové
tkané. Osteokondukce je tvorba kosti migrujicimi osteogennimi burikami. Osteoindukce
oznacuje tvorbu kosti v misté, kde nejsou primarné pfitomny osteogenni buriky, je ovlivnéna
ristovymi faktory, které ovliviuji diferenciaci bunék. Vlastnosti a in vivo interakce uvedenych
material( jsou ovlivnény nejen jejich chemickym slozenim (které je popsano v tabulce), ale
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také jejich vnitfni strukturou a morfologii povrchu, napf. resorbovatelnost klesa s rostouci
krystalinitou (ij. podil polymeru, ktery se nachazi v relativné uspofadaném stavu), roste s
poérovitosti (poréznosti) materialu a zavisi také na prokrveni okolni tkané (Sheikh et al. 2015;
Niemela a Kellomaki 2011; Shekhawat et al. 2021; Wu a Chang 2012; Schumacher et al.
2021).

Jako nosi¢ ATB lIze pouzit i kostni stépy, které mohou byt autologni (ziskané od
stejného pacienta), nebo alogenni (od darce). Kostni $tépy maji osteokonduktivni vlastnosti
(Melichercik et al. 2012; Kluin et al. 2013).

Nebiodegradabilni nosice ATB

Mezi hlavni pfedstavitele nebiodegradabilnich ATB nosicu, které se v sou¢asné ortopedii
pouzivaji, patfi rdzné formy syntetického polymeru polymethylmethakrylatu (PMMA; tzv.
"kostni cement", napf. Palacos®, Vacogenx® aj.). PMMA (obr. 6) je stale nejCastéji
pouzivanym nosi¢em antibiotik, ktery se pouziva k prevenci nebo Ié¢bé infekci kosti, kloubl a
kloubnich nahrad (napf. pfi dvoudobé reimplantaci ve formé do&asnych nahrad, tzv. spacert),
jak doklada fada studii (Kihn et al. 2017) a statistiky z klinické praxe ve Fakultni nemocnici
v Motole. PMMA bude detailné rozebran v experimentalni ¢asti prace.

DalSimi zastupci nebiodegradabilnich nosicl jsou hydroxyapatit, apatit-wollastonitové
keramické sklo, fosfore¢nan vapenaty (trikalcium fosfat) a kompozitni materialy (napf. siran
vapenaty s uhli¢itanem vapenatym, hydrogenovanym triglyceridem a gentamicinem sulfatem).

Vyznamnym a velmi pouzivanym nebiodegradabilnim nosi¢em je hydroxyapatit (HA,
chemicky Caio (PO4)s (OH)2). Jedna se o osteokonduktivni material, ktery se pouziva na
povrchy implantatu diky své schopnosti vytvaret silnou chemickou vazbu s kosti. MUze se vS§ak
pouzivat také jako nosi¢ antibiotik, napf. pfi IéEbé infekci kolennich nahrad (Hasegawa et al.
2021; MelicherCik 2011). Experimentalné se pouziva také v ruznych kompozitnich
materialech, napf. kompozit HA s kolagenem a pfidavkem ATB byl testovan pro Iécbu
osteomyelitidy na zvifecich modelech. Rada studii ukazuje, Ze vhodné kompozitni materialy
mohou nabizet lepSi vlastnosti a moznost ovlivnéni uvolnovani antibiotika in vivo (Egawa et al.
2020).
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et al. 2015a; Wahlig 1982)

Polymery Nazev nosice, priklady Vlastnosti, interakce s tkanémi
Syntetické Polymethylmethakrylat (PMMA, kostni Nebiodegradabilni
polymery cement, napf. Palacos®, Vancogenx®) (Ene et al. 2021; McConoughey et al.

(Daniél M C Janssen et al. 2016; McConoughey | 2015a)

Polyanhydrid
(El-Husseiny et al. 2011)

Biodegradabilni
(El-Husseiny et al. 2011)

Polyhydroxyalkanoat
(Melichercik 2011)

Biodegradabilni
(Melichercik 2011)

(Melichergik 2011)

Polyhydroxybutyrat-ko-hydroxyvalerat Biodegradabilni, osteoinduktivni

(Melichergik 2011)

Polykaprolakton (PCL)

Biodegradabilni

Garamycin®, Septocoll®)

Sheikh et al. 2015)

(Slouf et al. 2017; Sheikh et al. 2015) (Slouf et al. 2017; Gajdosova et al. 2022)
Polylaktid Biodegradabilni
(Kluin et al. 2013) (Kluin et al. 2013)
Pfirodni Fibrin Biodegradabilni
polymery (Melichercik 2011) (Melichercik 2011)
Kolagen, zelatinova houba (napf. Biodegradabilni

(El-Husseiny et al. 2011; Sheikh et al.

(El-Husseiny et al. 2011; Mendel et al. 2005; 2015)

(Melichercik 2011)

Demineralizovana kostni matrix (DBM): lidska | Biodegradabilni, osteokonduktivni,
(Accell Connexus®) nebo hovézi (Colloss®E) osteoinduktivni

Krevni koagulum

Biodegradabilni

Tabulka 4: Pfehled nosicd ATB (1. ¢ast) — polymery

Anorganické a keramické materialy

Vlastnosti, interakce s tkanémi

Bioaktivni sklo (Na20-Ca0O-SiO2P20 s5)
(Niemela a Kelloméki 2011; Sheikh et al. 2015)

Nebiodegradabilni, osteokonduktivni
(Gajdosova et al. 2022; Niemela a Kelloméki 2011)

Apatit-wollastonitové keramické sklo (A-W
GC, bioaktivni keramika)
(Duminis et al. 2017)

Nebiodegradabilni, osteokonduktivni
(Duminis et al. 2017; Goto et al. 2019; Fujita et al. 2000;
Ismail a Mohamad 2021)

Hydroxyapatit (HA, napf. Endobon®)
(Hasegawa et al. 2021; Sheikh et al. 2015)

Biodegradabilni (ve formé malych ¢astic), osteokonduktivni
(Sheikh et al. 2015)

Fosforecnan vapenaty (TCP, napf. Poresorb®)
(Melichercik 2011; Jiang et al. 2021; Sheikh et
al. 2015)

Biodegradabilni (ve formé malych €astic), osteokonduktivni a
osteoinduktivni

(El-Husseiny et al. 2011; Tay Vikas et al. 1999; Kluin et al.
2013; Sheikh et al. 2015)

Siran vapenaty (napf. Stimulan®, Osteoset T®)
(El-Husseiny et al. 2011; Ene et al. 2021; Tay
Vikas et al. 1999)

Biodegradabilni
(Abosala a Ali 2020; El-Husseiny et al. 2011; Tay Vikas et al.
1999)

Tabulka 5: Prehled nosi¢l ATB (2. ¢ast) — anorganické a keramické materialy

40/86




Kompozitni materialy Vlastnosti, interakce s télesnymi tkanémi

Hydroxyapatit s kolagenem (napf. Collapat® Il, Healos®) Biodegradabilni, osteokonduktivni
(Egawa et al. 2020) (Egawa et al. 2020)
Hydroxyapatit s fosfore€nanem vapenatym a fibrilarnim Biodegradabilni, osteoinduktivni
kolagenem (Sheikh et al. 2015)

(Sheikh et al. 2015)

Hydroxyapatit s fosfore€nanem vapenatym a poly(DL- Biodegradabilni, osteoinduktivni
laktidem) (Sheikh et al. 2015)

Nano-HA s poly(3-hydroxybutyrat-hydroxyvaleratem)- Biodegradabilni

polyethylenglykolem (PHBV-PEG)
(Melicher¢ik 2011)

Bioaktivni sklo s polymethylmethakrylatem Nebiodegradabilni
(Melicher¢ik 2011) (Niemela a Kellomaki 2011)
Mezoporézni biosklo s poly(D,L-laktid-ko-glykolidem) Biodegradabilni

(PLGA) (Niemela a Kellomaki 2011)

(Niemela a Kelloméaki 2011)

Bioaktivni kostni cement (BABC; apatit-bisfenol-alfa-glycidyl- | Nebiodegradabilni, Casteéné osteoinduktivni
methakrylat plnény ¢asticemi wolastonitového skla) (Goto et al. 2019)
(Goto et al. 2019)

Biodegradabilni, osteokonduktivni,
osteoinduktivni
(Sheikh et al. 2015)

Fosforecnan vapenaty (napf. Poresorb®) s autologni krvi
nebo aspiratem kostni diené

Biodegradabilni, osteoinduktivni

Fosforeénan vapenaty lysin (TCPL) (Sheikh et al. 2015)

Biodegradabilni

Fosforeénan vapenaty s poly(laktid-co-glykolidem) (PLGA) (Sheikh et al. 2015)

Biodegradabilni

Fosfore€nan vapenaty s hovézim kolagenem (Sheikh et al. 2015)

Siran vapenaty s kostnim cementem Nebiodegradabilni
(Melichercik 2011)

Siran vapenaty s autolognim kostnim stépem Biodegradabilni
(Melichercik 2011)

Siran vapenaty s demineralizovanou kostni matrici Biodegradabilni
(Melichercik 2011)

Biodegradabilni (ve formé malych ¢astic),
osteokonduktivni, osteoinduktivni
(Ene et al. 2021)

Siran vapenaty a hydroxyapatit
(Ene et al. 2021)

Siran vapenaty s uhli¢itanem vapenatym a Biodegradabilni
hydrogenovanym triglyceridem (napf. Herafill®beads G)
(Ene et al. 2021)

Tabulka 6: Pfehled nosic¢t ATB (3. ¢ast) — kompozitni materialy
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Obrazek 6: Fotografie s aplikaci kostniho cementu pfi implantaci endoprotézy kolenniho kloubu, a)
tibialni komponenta po implantaci, skalpelem je odstrafiovan pfebyteCny cement po obvodu; b)
femoralni komponenta pfed implantaci (cement je naneseny na kontaktni ploSe implantatu), c) stav po
implantaci femoraini komponenty, odstrafiovani prebyte¢ného cementu.

Apatit-wollastonitova sklokeramika (AW-GC) je nebiodegradabilni bioaktivni material
s vysokou pevnosti, ktery je schopen vytvofit pevnou vazbu s kosti bez tvorby vazivovych jizev.
Uvadéné slozeni AW-CG je 28 % oxidu kifemiciteho (SiO3z), 38 % apatitu [Ca1o(POs)s (O, F2)]
a 34 % wollastonitu (SiO»-CaO)(Fujita et al. 2000). AW-GC byl pouzit jako nosi¢ ATB pfi
testech na zvifatech in vivo a u pacient( jiz v 90. letech 20. stoleti, a to s dobrym G€inkem pfi
IéCbé osteomyelitidy (Kawanabe et al. 1998).

Biodegradabilni nosi¢e ATB

Mezi nejpouzivangjSi biodegradabilni nosiCe ATB patfi siran vapenaty, polylaktid a
kolagen (Kanellakopoulou a Giamarellos-Bourboulis 2000).

V praxi se ¢asto pouzivaji pelety siranu vapenatého (angl. calcium sulphate, zkratka CS,
chemicky CaS04) znamé pod komerénim nazvem Stimulan® (obr. 7), do kterych Ize béhem

pfipravy pfidavat termostabilni a termolabilni antibiotika (El-Husseiny et al. 2011; Melicherc¢ik
2011). Detailni popis CS bude uveden v experimentalni ¢asti prace.

Mezi alternativni biodegradabilni nosi¢e patfi fosforeCnan vapenaty, kolagenové nosi¢e
a polylaktidy.
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Obrazek 7: Aplikace lokalniho nosi¢e Stimulan® (siran vapenaty) s vankomycinem pfi revizni operaci
endoprotézy kolenniho kloubu (metoda DAIR). Pelety Stimulanu® vyplfiuji mrtvy prostor po odstranéni
sekvestru. Anamnéza pacienta zahrnuje reimplantaci z dlvodu periprotetické zlomeniny, nasledné se
rozvinula ¢asna infekce kloubni nahrady.

Fosforeénan vapenaty (trikalcium fosfat, zkratka TCP, chemicky vzorec Cas(POs)2) je
jednim z biodegradabilnich anorganickych materialt pouzivanych k nahradé kostnich defektu.
Vykazuje osteoindukéni a osteokondukéni viastnosti (Melicher¢ik 2011). Jak TCP, tak CS
(siran vapenaty, ktery byl popsan v pfedchozi podkapitole) se k vyplni kostnich defekt
pouzivaji jiz desitky let (Pietrzak a Ronk 2000). Kombinace TCP a CS spolu s antibiotiky
(kombinace vankomycinu a tobramycinu; kombinace vankomycinu a gentamicinu) vykazovala
dobrou ochranu proti Pseudomonas aeruginosa a Staphylococcus aureus a blokovala tvorbu
biofilmu (Tay Vikas et al. 1999; Jiang et al. 2021).

Dalsim Siroce pouzivanym nosi¢em ATB jsou rizné kolagenové preparaty. Kolagen je
pfirozené se vyskytujici sloZzkou lidské pojivové tkané a s vyhodou se pouziva jako nosic¢ 1&Civ
pro svou dokonalou biokompatibilitu. Vyhodou pouZiti kolagenu jako nosice je moznost
modifikace jeho struktury (zménou vnitromolekularnich a mezimolekularnich vazeb), a tim i
jeho vlastnosti, zejména z hlediska farmakokinetiky (Rapetto et al. 2016; Ruszczak a Friess
2003). V klinické praxi se pouzivaji nosi¢e na bazi kolagenu (napf. Zelatinova houba; zelatina
je CasteCné degradovana forma kolagenu) s gentamicinem (napf. Garamycin®,
Septocoll®)(El-Husseiny et al. 2011; Melichercik 2011). Vynikajici uc¢inek vykazuje zelatinova
houba s gentamicinem napf. v prevenci infekci opera¢ni rany na hrudni kosti; jeji aplikace do
rany snizuje riziko infekce o0 40 % (Kowalewski et al. 2015; Mavros et al. 2012).

Kompozit siranu vapenatého a uhli¢itanu vapenatého (napf. kulicky Herafill® G)
obsahuje gentamicin a predstavuje dalSi biodegradabilni nosi¢ ATB pouzivany v oblasti
kostnich a kloubnich infekci. Pouziva se také k vyplhovani kostnich defektd; v této aplikaéni
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oblasti bylo prokazano, Ze uvolfiuje vysoké koncentrace gentamicinu pfi zachovani
bezpec€nosti a minimalizaci rizika celkové toxicity antibiotika. Kromé toho je obecné pacienty
dobfe snasen, jak ukazala studie na pacientech s osteomyelitidou (Fleiter et al. 2014).

Moderni nosi¢e ATB na bazi polymert

Modernim pfistupem v souasné ortopedii jsou nosi¢e ATB na bazi polymert. Tyto
materialy umoznuji diky své chemické variabilité fizenou rychlost uvolfiovani ATB. Navic lze
jejich biokompatibilitu a mechanické vlastnosti optimalizovat pro konkrétni aplikace. Mezi
typické lékarské biopolymery patfi kyselina polymlécna (polylaktid, PLA), kyselina
polyglykolova (PGA), polykaprolakton (PCL) nebo termoplasticky skrob (TPS) (Ostafinska et
al. 2017; KrejCikova et al. 2018). Na zvifecich modelech bylo prokazano, ze systémy na bazi
polymeru Ize pouzit k 16éEbé osteomyelitidy u ps(l a kralika (Birk et al. 2021; Garvin a Feschuk
2005; Kluin et al. 2013). V8echny vyse uvedené polymery jsou biodegradabilni. Casto se
kombinuji do kompozitnich materialQ, které zlepSuji jejich mechanické a/nebo antimikrobialni
vlastnosti (Kiling et al. 2020). Také nas vlastni patentovany viceslozkovy systém na bazi
polymert TPS/PCL/ATB, ktery je smési dvou biopolymer( s rliznou rychlosti biodegradace,
vykazuje podle pfedbéznych experiment(l in vitro velmi slibné bakteriostatické vlastnosti a
uvolfiovani ATB Ize fidit jeho slozenim a strukturou (Gajdosova et al. 2022; Slouf et al. 2017;
Ujcic et al. 2020).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Uvod, cile a hypotézy

Ve spolupraci |. ortopedické kliniky 1. LF UK a FN Motol s Ustavem makromolekularni

chemie AV CR byl vyvinut zcela novy originalni lokalni nosi¢ antibiotik — termoplasticky

kompozit obsahujici polysacharidovou sloZzku ve smési s poly-e-kaprolaktonem (TPS/PCL).

TPS/PCL je potencionalné vyuZzitelny pro IéCbu septickych komplikaci v ortopedii s tim, Ze

umoznuje fizené uvolfiovani antibiotika a optimalni dobu biodegradability nosi¢e. Cilem prace

je zhodnoceni ucinnosti v praxi bézné uzivanych lokalnich nosict antibiotik a TPS/PCL. V

ramci disertacni prace byly ur€eny tyto konkrétni cile:

(iii)

Oveéfit spolehlivost a reprodukovatelnost standardnich mikrobiologickych metod
pfi hodnoceni antimikrobialnich u€ink( komeréné dostupnych nosi¢i antibiotik a
TPS/PCL.

Kvantifikovat antimikrobialni U¢innost dvou v praxi nej¢astéji pouzivanych nosicu
antibiotik, a to kostniho cementu (PMMA s pfidanym ATB) a porézniho siranu
vapenatého (CaSO; s pfidanym ATB).

Porovnat vlastnosti a antimikrobialni u¢innost komer&nich vzorki PMMA a siranu

vapenatého s originalnim systémem TPS/PCL.

V souvislosti s cili disertani prace byly stanoveny tyto hypotézy:

1.

VSechny pouzité systémy pro lokalni uvolfiovani ATB jsou schopné uvoliiovat
pridané ATB, a proto by mély vykazovat antimikrobialni u€inky
(bakteriostatické a/nebo baktericidni).

Jiné védecké studie jiz prokazaly, ze vSechny druhy nosi¢u ATB, které jsou
pouzity v experimentalni ¢asti této disertaéni prace, maji schopnost inhibovat
rust bakterii, mély by proto mit stejny nebo velmi podobny bakteriostaticky
efekt na rist referenéniho kmene S. aureus. Toto tvrzeni predstavuje nulovou
hypotézu (HO). Alternativni hypotéza (H1) zni: existuje vyznamny rozdil

v bakteriostatické u¢innosti mezi riznymi pouzitymi druhy nosicti ATB?

Vsechny pouzité nosice ATB jsou schopné spolehlivé eliminovat (zahubit)
bakterie pfi pouziti baktericidniho ATB (vankomycin).

v v

Koncentrace ATB, ktera je potfebna pro zahubeni bakterii, je vys$Si ve srovnani
s koncentraci k pouhé inhibici ristu bakterii — to znamena, ze z vysledkl by
méla byt zjiSténa hodnota minimalni baktericidni koncentrace (MBC) vySSi nez
minimalni inhibiéni koncentrace (MIC).
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5. Novy originalni nosi¢ TPS/PCL ma stejny nebo velmi podobny antimikrobialni
ucinek jako komeréné dostupné a v praxi uzivané nosice ATB (kostni cementy
a siran vapenaty).

3.2 Material a metodika

3.2.1 Material

Systémy s lokalnim uvolfiovanim antibiotik nazyvame zkracené ,nosiCe antibiotik®.
Testovali jsme reprezentativni vzorky ze dvou nejbéznéjSich skupin komeréné dostupnych
nosict ATB, které se pouzivaji v ortopedii. Testované nosi¢e ATB byly zakoupeny od jejich
vyrobcu a smichany s definovanymi hodnotami vankomycinu (glykopeptidové antibiotikum),
jak je popsano dale v metodice. Jako tfeti skupinu jsme zvolili termoplasticky kompozit, ktery
pfipravila naSe vyzkumna skupina. V in vitro studii jsme pouzili kostni cement (PMMA), siran

vapenaty a novy originalni polymerni nosi¢ (TPS/PCL).
Konkrétné jsme testovali tyto nosice ATB:

1) Palacos® (PMMA).

2) Palacos® R+G (PMMA s tovarné pfimichanym gentamycinem).

3) Vancogenx® (PMMA s tovarné pfimichanym vankomycinem a gentamicinem).

4) Stimulan® (pordzni siran vapenaty).

5) TPS/PCL (termoplasticky kompozit obsahujici polysacharidovou slozku ve smési s
poly-e-kaprolaktonem).

Kostni cement (PMMA)

Prvni skupinou nosi¢t ATB pouzivanych v ortopedii jsou akrylatové kostni cementy (1j.
polymethylmethakrylat, PMMA). V této praci jsme pouzili tfi Siroce pouzivané komercni kostni
cementy (Palacos®, Palacos® R+G a Vancogenx®).

Za zminku stoji, ze dva ze zkoumanych ATB nosi¢l byly dodavany s predem
namichanymi antibiotiky, ktera do systému( zapracovali jejich vyrobci: (i) kostni cement
Palacos® R+G byl dodavan s 0,5 % gentamicinu a (ii) kostni cement Vancogenx® byl dodavan
s 4,2 % gentamicinu a 2,5 % vankomycinu. V této studii bylo dalSi antibiotikum v systémech
Palacos® R+G a Vancogenx® (tj. gentamicin) brano jako nedilna soucdast komeréniho
systému, zatimco koncentrace zkoumaného antibiotika (tj. vankomycinu) byla stanovena na
stejnou celkovou koncentraci ve v8ech zkoumanych nosicich (Palacos®, Palacos® R+G,
Vancogenx®, Stimulan® a TPS/PCL/ATB), jak je popsano v nasledujici podkapitole.

PMMA se pouziva jako fixaéni prvek v cementovanych endoprotézach a jako
nebiodegradabilni nosi¢ ATB k I1éEbé a prevenci infekci v ortopedické chirurgii od 70. let 20.
stoleti (Wahlig 1982; Buchholz a Engelbrecht 1970). PMMA s antibiotikem se pouZziva pfi [éCbé
infekci kosti a kloubll ve formé kuli¢ek nebo pelet (nékdy spojenych chirurgickym dratem nebo
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vlaknem do fetézce pro usnadnéni nasledného odstranéni) a pro pfipravu do¢asné kloubni
nahrady (spacer) pfi dvoudobé reimplantaci pfi feSeni IKN (Daniél M C Janssen et al. 2016;
Melicher€ik 2011).

Pfi pfipravé se smichaji dvé slozky: praskovy polymer (prepolymerizovany MMA) a
tekuty monomer (MMA). Kratce po smichani dojde k exotermické reakci, kdy tekuty monomer
zacne polymerizovat na prepolymerizovanych praskovych Casticich. Postupné dochazi ke
zméné konzistence, cement tuhne, a nakonec vznika tvrdy PMMA. Michani muaze probihat
ruéné v misce, centrifugaci nebo vakuovym michanim. Teplota pfi polymerazaci dosahuje
hodnoty 82—-86 °C (Vaishya et al. 2013).

Aditiva v kostnim cementu slouzi k upravé fyzikalnich a chemickych vlastnosti.
Hydrochinon je pouzZit v tekutém monomeru jako stabilizator k zabranéni predCasné
polymerizace. Iniciator dibenzoylperoxid je soucasti praskové slozky a akcelerator (N,N-
dimethyl-p-toluidin) je soucasti tekuté slozky, spole¢né usnadnuji polymerizaci za pokojové
teploty. Radiokontrastni latka umoznuje zobrazeni kostniho cementu pfi rentgenovém
vySetfeni, k tomuto ucelu se uziva bud siran barnaty (barium sulfat, BaSO4), nebo oxid
zirkoniGity (zirkonium dioxid, ZrO;) (Vaishya et al. 2013). Existuji studie, které ukazuiji, ze
BaSO; snizuje pevnost cementu v tahu. Na druhou stranu pfidani ZrO, m{ize prostfednictvim
¢astic uvolnénych v misté kloubni nahrady zvySovat polyethylenovy otér (Ginebra et al. 2002).
Kostni cementy od rGznych vyrobct se li§i svym chemickym slozenim a vlastnostmi, to mize
ovlivnit i rozhodnuti o konkrétnim vyuziti v klinické praxi (Vaishya et al. 2013).

Vlastnosti PMMA jsou dlvodem jeho Sirokého vyuziti v ortopedii. Kostni cement je
tvarovatelny a po skonceni polymerizace je pevny a tvrdy (Svoboda et al. 2017). Samotny
PMMA nema schopnost adherovat ke kosti, funguje spiSe jako vypln, ktera se mechanicky
uzamkne v nerovnostech na povrchu kosti a protézy (Vaishya et al. 2013). Porozita (pérovitost)
cementu ovliviuje jeho mechanickou odolnost a zivotnost, porozitu Ize zmenSit pusobenim
tlaku pfi jeho tvrdnuti nebo pomoci vakuového michani (Vaishya et al. 2013).

Velmi vyhodnou vlastnosti je moznost pridat do kostniho cementu antibiotikum, které
muze byt po implantaci lokalné uvolriovano. Antibiotika jsou bud pfedem smichana s praskem
kostniho cementu jeho vyrobcem, nebo jsou pfidana do prasku kostniho cementu béhem
pfipravy materialu tésné pfed implantaci (Vaishya et al. 2013). V primyslové vyrabénych
antibiotickych cementech jsou pouzivané gentamicin, tobramycin, klindamycin, vankomycin,
erytromycin a kolistin (Wang et al. 2013). Lze vSak podle citlivosti uziti jina ATB, eventualné i
antimykotika (Svoboda et al. 2017). Podle mnozstvi ATB v cementu rozliSujeme nizkodavkové
a vysokodavkové cementy s ATB. K profylaktickému uziti se uzivaji nizkodavkové cementy
s davkou do 2 g na 40 g cementu. K terapii infekci se vyuzivaji vysokodavkové cementy s vysSi
davkou cementu — obvykle 4 g na 40 g cementu (Svoboda et al. 2017). Literatura uvadi, ze pfi
pfidani méné nez 2 g antibiotika na jeden standardni sacek (40 g) kostniho cementu nedojde
k nepfiznivému ovlivnéni mechanickych vlastnosti PMMA (Vaishya et al. 2013). Jiné zdroje
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uvadi, Ze negativni vliv na pevnost ma az davka ATB vysSi nez 4,5 g na 40 g cementu a podil
ATB by nemél prekrocit 10 % (Svoboda et al. 2017).

Siran vapenaty (Stimulan®)

Druhou skupinou nosi¢t ATB pouzivanych v ortopedii je porézni siran vapenaty (zkratka
CS, z anglického calcium sulfate). CS je anorganicka latka s chemickym vzorcem CaSO.. V
této praci jsme pouzili CS s obchodnim nazvem Stimulan®. CS se vyuziva v 1é€bé chronické
osteomyelitidy (Zhou et al. 2020; Ferrando et al. 2017; Gogia et al. 2009) a jeho vyuziti je

zkoumano i v 1écbé IKN (Steadman et al. 2023).

K pfipravé pelet CS je Stimulan® dostupny v rizné velkych balenich: 3, 5, 10 a 20 ml.
Baleni obsahuje napf. 10 ml (20 g) hemihydratu siranu vapenatého (CaSO, - 72 H,0). Tuto
formu zname dobfe z béZného Zivota jako sadru, ktera po kontaktu s vodou ztvrdne (vznikne
dihydrat siranu vapenatého, CaSO, - 2H,0). V baleni Stimulan® je obsazena tuba s roztokem,
ktery se smicha v nadobce s praSkem CS a s ATB, nasledné vznikla hmota se nanasi do
formy, kde ztuhne v podobé pelet. Velikost pelet mize byt v zavislosti na zvolené formé 3, 4,8
a 6 mm (Biocomposites.com [b.r.]). Pelety CS s obsazenym ATB se implantuji hluboko do rany
v misté infekce. Resorpce CS trva podle rlznych zdroji v ¢asovém rozmezi 3-12 tydnu
(Abosala a Ali 2020). | dalSi zdroje uvadi, ze resorpce CS tva v fadu nékolika tydnu (Steadman
et al. 2023).

Termoplasticky kompozit TPS/PCL

Treti skupinu nosicl ATB v provedenych experimentech predstavuje termoplasticky

kompozit obsahujici polysacharidovou slozku ve smési s poly-e-kaprolaktonem (TPS/PCL).

V ramci spoleéného projektu |. ortopedické kliniky 1. LF UK a FN Motol a Ustavu
makromolekularni chemie Akademie véd CR je vyvijen zcela novy typ biodegradabilniho a
tvarovatelného polymerniho nosie antibiotik o slozeni TPS/PCL/ATB, kde TPS = vysoce
homogenni termoplastifikovany Skrob (polysacharidova slozka) (Ostafinska et al. 2017; Ujcic
et al. 2020), PCL = poly-e-kaprolakton (polyesterova slozka) a ATB = pfidané antibiotikum.
Polysacharidova slozka muze byt Skrob a/nebo maltodextrin, pfipadné jejich esterifikované
formy. Polyesterova sloZka (PCL) obsahuje nejméné 10 % krystalické faze s teplotou tani <65
°C, coz je dulezité pro tvarovani materialu dle potfeby (Slouf et al. 2017).

Skrob je biodegradabilni pfirodni polymer, polysacharid. Termoplastifikovany $krob
(TPS) vznika pfi smichani Skrobu s nizkomolekularni latkou (voda, glycerol, kyselinou
citronovou aj.) za zvySené teploty (60-120 °C). To je proces plastifikace praskového Skrobu,
ktery se také nazyva Zelatinizace = gelatinization. Pfi ném dochazi ke zméné struktury a
vlastnosti Skrobu. Dal$i modifikace Skrobu je mozna pomoci esterifikace, ktera snizuje rychlost

odbouravani (Krej¢ikova et al. 2018).
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PCL je synteticky polyester, ktery je biodegradabilni a biokompatibilni. Aplikace PCL je
znama jiz z tkanového inzenyrstvi jako scaffoldu (Gunatillake et al. 2003) nebo jako nosice
[&Civ, napf. ve formé mikro a nanoc¢astic (élouf etal. 2017; Teo et al. 2011).

Systém TPS/PCL/ATB ma nékolik zasadnich vlastnosti:

e Heterogenni smés plastifikovaného Skrobu a PCL je schopna uvolfiovat ATB, které je
obsaZeno ve $krobové slozce (Slouf et al. 2017).

e Pomér sloZzek ve smési, jeji morfologie a esterifikace Skrobu ovlivAuji rychlost
uvolfiovani ATB (Slouf et al. 2017).

e Dale je mozné do kompozice pfidat nanoc€astice TiO2 nebo titanové nanotrubky,
které ovliviiuji mechanické vlastnosti a rychlost uvolfiovani ATB (Slouf et al. 2017).

TPS/PCL/ATB je biodegradabilni nosi¢, ktery by bylo potencionalné mozné implantovat
do mista infekce k zajisténi lokalniho uvolfiovani ATB ve vysoké koncentraci za cilem zlep3it
vysledky 1é8by. Podobné se vyzivaji jiz popsané nosice PMMA a CS (Slouf et al. 2017). Podle
pfedbé&znych experimentl vykazuje velmi slibné bakteriostatické uCinky (Gajdosova et al.
2022).

3.2.2 Metodika

Priprava vzorku
a) Kostni cementy a siran vapenaty:

PMMA a CaSOs jsou dodavany jako dvouslozkové smési (kapalna slozka a
pevna/praskova slozka). Jak bylo uvedeno vyse, nékteré systémy mohly obsahovat jiz pfedem
namichany ATB, pfidany vyrobcem). Pfiprava zakladnich systému s lokalnim uvolfiovanim
ATB probihala pfesné podle navodu vyrobcu, které byly soucasti komercnich baleni. Obecny
postup byl u vSech systému stejny: pevna (praskova) slozka se smichala s kapalnou slozkou
a ATB v Cisté nerezové misce a poté se smés dukladné promichala, dokud nevznikla
homogenni hmota (obr. 8).

Kazdy nosi¢ ATB (Palacos®, Palacos® R+G, Vancogenx® a Stimulan®) byl pfipraven
vzdy se znamou kone€nou koncentraci vankomycinu. Mnozstvi ATB pfidaného do nosiCe pfi
pFipraveé (j. pfi michani cementu) bylo upraveno tak, aby mohla vzniknout fada vzork( nosice,
které po pfidani do bujonu v dalsi fazi experimentu daji vzniknout fadé vzorkl s rostouci
koncentraci ATB ve zkumavce. Napf. jeden ze vzork( antibiotického cementu vazil 12,8 mg,
bylo v ném obsazeno 2,5 % antibiotika, coz je 0,32 mg.
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Obrazek 8: Fotografie s jednotlivymi kroky pfipravy kostniho cementu na operacnim sale. Ve sterilni
misce se smicha tekutd a praSkova sloZka, michani probiha tak dlouho, neZz ma kostni cement
pozadovanou konzistenci pro aplikaci. Praskova slozka jiz mize obsahovat ATB, pfipadné je mozné
ATB pridat ruéné béhem michani.

b) Systém TPS/PCL/ATB:

Systém TPS/PCL/ATB se pfipravuje v nékolika krocich. Prvnim krokem je pfiprava
Skrobu pomoci plastifikace, ktera zahrnuje michani a zahfati nad 60 °C (zpravidla 85 °C).
V tomto kroku se pfimicha i ATB (v naSem pfipadé vankomycin), vznikne tak TPS/ATB. DalSim
krokem je spojeni s PCL, a to pomoci strojového michani zahfraté taveniny. Vysledna
kompozice je TPS/PCL/ATB systém (Slouf et al. 2017).

Pfi pouziti kompozice o hmotnostnich pomérech slozek TPS/PCL/ATB = 63/27/10 bylo
experimentalné zjisténo, Ze dojde k uvolnéni 50 % vankomycinu za 6,3 h a 95 % vankomycinu
po 5 dnech. Pokud se zvy$i pomér PCL na Ukor TPS, pak se uvolfiovani zpomali (Slouf et al.
2017). V naSem experimentu jsme vyuzili TPS/PCL/ATB systém v hmotnostnim poméru
63/27/10. Mnozstvi ATB v kazdém jednotlivém vzorku TPS/PCL/ATB (ktery mél podobu
krychli¢ky) bylo pfizpusobeno tak, aby po pfidani tohoto nosi¢e do bujonu bylo uvolnéno ATB

a vznikla fada s rostouci koncentraci (obr. 9).

Obrazek 9: Ukazka kompozice TPS/PCL/ATB pfipravené ve formé krychlicky (a), ktera je nasledné
vlozena do bujonu béhem experimentu (b).
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Priprava vzorki pro testovani antimikrobialni aktivity

V8echny pfipravené vzorky byly pfesné nafezany na testovaci vzorky tak, aby se do 1
litru bujonu vzdy uvolnilo definované mnozstvi antibiotika. Konkrétné pro ucely nasi studie byly
testovaci vzorky pfipraveny tak, aby se do 1 litru roztoku uvolnilo 0, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128,
256 a 512 mg vankomycinu.

Takto byla pfipravena série testovacich vzork(l pro kazdy z nosi¢l. Jak bylo popsano,
testoval jsem 5 nosi¢d ATB (3 komeréné dostupné kostni cementy, siran vapenaty a
TPS/PCL). Celkové bylo pfipraveno 10 sérii testovacich vzorkl pro kazdy nosi¢ a testovano
bylo 11 koncentraci (0-512 mg/l). Jak bude vysvétleno dale, experimenty probihali ve dvou
krocich: (1) testovani bakteriostatické aktivity pomoci diluéni bujonové metody a (2) testovani
baktericidni aktivity pomoci agarové metody. Dohromady bylo provedeno 550 experimentd
v kazdém kroku, v souhrnu tedy 1100 experimentu.

Obrazek 10 znazorriuje pripravené vzorky a jejich pouziti v mikrobiologickych pokusech.

Obréazek 10: Priklad pfipravenych vzork( Stimulan®/vankomycin a Palacos®/vankomycin (a),
zkumavka se Stimulanem®/vankomycinem v kultivaénim bujénu s nao¢kovanym referenénim kmenem
Staphylococcus aureus (b), fada zkumavek s cementem Palacos® R+G/vankomycin v bujénu (c).
Fotografie z &lanku autora této disertaéni prace (Sticha et al. 2023).

Metody ke stanoveni citlivosti mikroorganismu k ATB

V klinické mikrobiologické praxi jsou pojmy bakteriostatické vlastnosti a minimalni
inhibiéni koncentrace (MIC) spojovany s kvantitativni citlivosti mikroorganismu na
vzorku. Pro testovani MIC jsme pouzili diluéni bujonovou metodu, ktera je nejbé&znéjsi
mikrobiologickou metodou ve vyzkumu (Kowalska-Krochmal a Dudek-Wicher 2021), a kterou
doporucuje také EUCAST (The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
2020). Jeji podstatou je naoCkovani bakterialni kultury do fady zkumavek nebo jamek
mikrotitracni destiCky, které jsou naplnény kultivanim médiem (bujonem) a zvySujici se
koncentraci antibiotika. Schopnost antibiotika o dané koncentraci inhibovat rist bakterii se
hodnoti podle zakalu bujonu. Zakal bujéonu ukazuje na rist bakterii a netcinnost antibiotika
(Hurych a Sticha 2021).
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Pojmy baktericidni vlastnosti a minimalni baktericidni koncentrace (MBC) jsou
ktera je schopna eliminovat 99,9 % mikroorganismu ve vzorku a zabranit tak jejich mnozeni.
Bakteriostatické a baktericidni vlastnosti se obvykle testuji spole¢né: inokulum ze zkumavky s
bujonem obsahujicim nosi¢ ATB (ij. inokulum z bujénové Ffedici metody) se pfenese na krevni
agarovou ploténku (pro kazdou zkumavku s danou koncentraci antibiotika zvlast) - proto se
postup nazyva agarova ploténkova metoda. Desticky s agarem, na kterych po 24 hodinach
kultivace nerostou zadné bakterialni kolonie, jsou negativni, tj. ATB dokazalo bakterie usmrtit,
vykazuje baktericidni uginek (Hurych a Sticha 2021; Balouiri et al. 2016). Je tfeba poznamenat,
ze s testovanim MBC se v klinické praxi bézné nesetkavame kvuli vétsi Casové narocnosti a
ur€itym obtizim s reprodukovatelnosti (ackoli byly popsany standardizované postupy). V
klinické praxi se za baktericidni povazuje koncentrace antibiotika ctyfikrat vysSSi nez
bakteriostaticka koncentrace (MIC)(French 2006).

Vyuziti diluéni a agarové metody v testovani nosic¢ti ATB

U kazdého vzorku se testovaly bakteriostatické i baktericidni vlastnosti. V prvnim kroku
byla vyuzita diluéni bujonova metoda (test minimalni inhibiéni koncentrace). Kazdy
vzorek lokalniho nosi¢e s ATB byl umistén do samostatné zkumavky obsahujici 5 ml Mueller-
Hintonova bujénu naockovaného suspenzi (0,1 m, McFarland 1) referenéniho kmene CCM
4223 Staphylococcus aureus (jak bylo znazornéno na obrazku 10). Nasledovala inkubace po
dobu 24 hodin za kontrolovanych podminek v biologickém inkubatoru pfi 37 °C. Po
24 hodinach byl vyhodnocen vysledek. Zakaleny bujén indikoval rist bakterii, zatimco giry
bujon dokumentoval dostate¢nou inhibici ristu bakterii (obr. 11 A). Timto zplsobem byly
testovany bakteriostatické vlastnosti a byla uréena MIC.

V druhém kroku experimentu byla pouzita agarova metoda (test minimalni
baktericidni koncentrace, MBC). Po uvodni inkubaci a vyhodnoceni diluéni bujonové
metody, bylo inokulum z téchto zkumavek naoCkovano na desti¢ky krevniho agaru a po dalSi
24hodinové inkubaci pfi 37 °C byla zhodnocena mozna pfitomnost bakterialnich kolonii.
Pfitomnost kolonii na povrchu agaru naznacovala, Zze nékteré bakterie pfezily, zatimco jejich
nepfitomnost dokazovala uUplnou eliminaci bakterii (obr. 11 B). Timto zpUsobem byly
charakterizovany baktericidni vlastnosti a uréena MBC.

Prehled pribéhu celého experimentu znazoruje obrazek 12.
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Obrazek 11: Hodnoceni schopnosti nosi¢e s ATB inhibovat rast bakterii ve zkumavce, pfipadné
eliminovat zivotaschopné bakterie. A) Hodnoceni zakalu: jako pozitivni (+) je oznaCena pfitomnost
zékalu ve zkumavce, coZ znamena pokraCovani déleni bakterii v Mueller-Hintonové bujénu i
v pritomnosti ATB. Jako negativni (-) je oznagena Cira prihledna zkumavka bez vzniku zakalu. B)
Hodnoceni rlstu bakteridlnich kolonii na plotné s krevnim agarem. Pokud nebyly zni€eny vSechny
bakterie, jsou pritomny kolonie bakterii a vzorek je oznacen jako pozitivni (+). Pokud nejsou kolonie
pfitomny, pak je vzorek negativni (-), Zivotaschopné bakterie byly eliminovany. V nékterych pfipadech
mohly byt pfitomny 1-2 kolonie, takovy pfipad je oznaen jako negativni (-), rdst tak malého poctu kolonii
jsme po konzultaci prim. Otakara Ny&e z ULM 2. LF UK a FN Motol nepovazovali za signifikantni.

1) Pfipraveny vzorky (nosié¢ + bujon + S. aureus) 2) Vyhodnoceni zakalu

Obréazek 12: Schéma testovani antimikrobialni G€innosti u jedné série vzork(. Kazda série vzorku byla
testovana 3 dny: 1. den pfiprava vzorkd, vlozeni nosi¢e do bujénu a naockovani S. aureus do zkumavek,
24 h kultivace; 2. den vyhodnoceni zakalu, naoCkovani na krevni agar, kultivace 24 hodin; 3. den
vyhodnoceni rdstu kolonii na krevnim agaru.

53/86



Metody pouzité k hodnoceni vysledkl v kontextu hypotéz a statisticka analyza

V tabulce 7 je pro kazdou hypotézu uveden zpusob hodnoceni.

o VsSechny pouzité systémy pro lokalni uvolihovani ATB jsou schopné uvolihovat pridané ATB, a proto
by mély vykazovat antimikrobialni u¢inky (bakteriostatické a/nebo baktericidni).

A) Bude proveden slovni popis a interpretace vysledkl vSech experimentd v kontextu informaci uvedenych
v této disertacni praci s pfihlédnutim k bézné laboratorni a klinické praxi.

B) Bude provedena analyza bakteriostatického a baktericidniho u€inku kazdého nosi¢e ATB, a to na zakladé
vypocéteni procentualniho zastoupeni negativnich (-) vysledkd napfi¢ vSemi koncentracemi.

e Jiné védecké studie jiz prokazaly, Ze vSechny druhy nosi¢t ATB, které jsou pouzity v
experimentalni ¢asti této diserta¢ni prace, maji schopnost inhibovat rast bakterii, mély by proto mit
stejny nebo velmi podobny bakteriostaticky efekt na rist referenéniho kmene S. aureus. Toto tvrzeni
predstavuje nulovou hypotézu (H0). Alternativni hypotéza (H1) zni: existuje vyznamny rozdil v
bakteriostatické Gc¢innosti mezi riznymi pouzitymi druhy nosi¢a ATB.

Bude porovnana hodnota zjisténych MIC vSech zkoumanych nosic¢d ATB a aplikovan chi kvadratovy test (x2
test), ktery urci, jestli jsou rozdily v bakteriostatickém uc¢inku mezi jednotlivymi nosici statisticky signifikantni.
Pokud bude p-hodnota <0,05, pak nulovou hypotézu (HO) vyvratime. Hodnota p <0,05 zéroven potvrdi, Ze
pozorované rozdily mezi nosiCi ATB jsou statisticky signifikantni a nejsou zplsobeny nahodou.

e VsSechny pouzité nosi¢e ATB jsou schopné spolehlivé eliminovat (zahubit) bakterie pfi pouziti

baktericidniho ATB (vankomycin).

Bude zhodnocena baktericidni u¢innost kazdého pouzitého nosi¢e ATB a pomoci chi kvadratového testu (x2
test) bude urceno, jsou-li vysledky statisticky signifikantni.

o Koncentrace ATB, ktera je potfebna pro zahubeni bakterii, je vy$Si ve srovnani s koncentraci
k pouhé inhibici rastu bakterii — to znamena, ze z vysledk by méla byt zjisténa hodnota minimalni
baktericidni koncentrace (MBC) vyssi nez minimalni inhibiéni koncentrace (MIC).

Bude porovnana minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) a minimalni baktericidni koncentrace (MBC) pro
jednotlivé nosi¢e a za pomoci statistickych metod potvrdime tato zjisténi.

e Novy originalni nosi¢ TPS/PCL ma stejny nebo velmi podobny antimikrobialni ucinek jako
komercné dostupné a v praxi uzivané nosice ATB (kostni cementy a siran vapenaty).

Budu porovnana ucinnost nosi¢e TPS/PCL s ostatnimi nosici, a to jak prostfednictvim pfimého srovnani
hodnot MIC a MBC (komparativni analyza), tak pomoci chi kvadratového testu (x2 test) k vyhodnoceni

statistické vyznamnosti rozdilu.

Tabulka 7: Metody hodnoceni vysledkd v kontextu hypotéz pro experimentalni ¢ast prace
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Ke statistické analyze dat byl vyuzit programovaci jazyk R (R Core Team 2024). Pro
umoznéni analyzy dat byla tabulka 8 a 9 pfevedena do dlouhého formatu tak, aby kazda fadka
pfedstavovala jeden experiment, ktery ma 3 proménné: typ nosice, koncentrace a vysledek.
Vysledek kazdého jednotlivého experimentu byl preveden z ,+“ a ,-“ na ,1“ a ,,0“. Nasledné byl
vyuzit kéd k uskute¢néni pozadovaného statistického testu, ktery ¢erpal data z provedenych
experimentu (obr. 13). Vysledky a interpretace jsou uvedeny v dalSi podkapitole této disertacéni

© - R - Go ta file/functior - Addins - % Using R 1 +
data logistic_model data long_data_agar long_data_dilution 1 Environment History Connections
iy - *16MiB - &
“ Carrier_Type Concentration Result R - [Tk Global Environment -
1 Palacos 0 1 Data
2 Palacos 1 1 data_agar 5@ obs. of 1Z varia.
3 Palacos 2 1 data_dil.. 5@ obs. of 12 varia.
4 | Palacos 4 1 logistic.. List of 30
5 Ppalacos 8 0 logistic.. List of 30
long_dat.. 55@ cbs. of 3 varia.
6 Palacos 16 0 .
long_dat.. 55@ obs. of 3 varia.
7 Palacos 32 [ P
pairwise.. List of 4
8 Palacos 64 1 N
pairwise.. List of 4
9 Palacos 128 1
20| Palacos 256 1 Files Plots Packages Help Vie __
11 Pal 512 1 .
aacos QI © -9 4 -
12 | Palacos 0 1 £ Home - R - Using R_1
13 Palacos 1 1 4 Name Size
14 Palacos 2 1 b
15 Palacos 4 0 % Using_R_1.Rproj 20

Showing 1 to 15 of 550 entries, 3 total columns

Console  Terminal Background Jobs

R R4.4.0 . ~/R/Using R_1/

> # Chi-Square Test - diluéni metoda
chisq. test(table(long_data_dilution$Carrier_Type, long_data_dilution$Result))
# Chi-Square Test - agarovd metoda
chisq.test(table(long_data_agar$Carrier_Type, long_data_agar$Result})

Obrazek 13: Ukazka pouziti programu RStudio (RStudio Team 2024), jedna se o prostfedi k usnadnéni
statistické analyzy v programovacim jazyku R. Znazornény jsou data pfevedena do dlouhého formatu
(a), konzole s kddem k analyze diluéni a agarové metody (b) a ostatni importovana nebo vznikla data
v tomto programu (c).
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3.3 Vysledky

Vysledky v§ech mikrobiologickych experimentl provedenych v této studii jsou shrnuty
v tabulkach 8 a 9. V obou tabulkach jsou uvedeny vysledky experimentll se vSemi 5
zkouSenymi nosiCi ATB, tj. tfi typy kostnich cementl, porézni siran vapenaty a TPS/PCL.
Kazda radka tabulky predstavuje jednu sérii testi s 11 vzorky sefazenymi podle mnozstvi ATB
v nosici — sloupce pak odpovidaji koncentraci uvolnéného ATB ve zkumavce s bujénem. V
tabulce 8 jsou zobrazeny vysledky diluéni bujénové metody (1. krok experimentu), zatimco
v tabulce 9 jsou zobrazeny vysledky testu na krevnim agaru (2. krok experimentu).

Jak je vysvétleno vyse, bujonoveé diluCni testy se zabyvaji bakteriostatickymi vlastnostmi
(inhibice rastu bakterii a stanoveni MIC) a agarové testy se zabyvaji baktericidnimi vlastnostmi
(Uplna eliminace bakterii a stanoveni MBC). Rozdil mezi bakteriostatickymi a baktericidnimi
pokusy a hodnoceni vysledku ilustruje obrazek 14: pfi diluni bujonové metody (obrazek 14 a)
pozorujeme zakal, pokud nebyl inhibovan rast bakterii, zatimco pfi agarové metodé (obrazek
14 b) pozorujeme bakterialni kolonie, pokud nebyly eliminovany vsechny Zivotaschopné
bakterie.

Obrazek 14: Nazorné fotografie vysledku (a) diluéni bujonové metody a (b) agarové metody. U dilu¢ni
metody (a) se ocekava, ze zvySujici se koncentrace ATB povede k inhibici rlistu bakterii: vzorky ve
zkumavkach €. 1-2 uvolnily 1 mg/l, ve zkumavkach €. 3—4 uvolnily 2 mg/l ATB — tato koncentrace nebyla
u vzork(l 1-3 dostatecna k inhibici rastu bakterii a roztoky byly zakalené, ve vzorku 4 uz doSlo k inhibici.
Vzorky €. 5-6 (uvolnily 4 mg/ml ATB), 7-8 (8 mg/ml), 9-10 (16 mg/ml) inhibovaly rlist a roztoky byly
prihledné. Druhym krokem byla metoda na krevnim agaru (b). Na fotografii je plotna s agarem, do
kazdé Ctvrtiny plotny bylo po diluéni bujonové metodé naneseno inokulum ze zkumavky €. 3, 4, 5 a 6.
Prava horni a dolni ¢tvrtina (inokulum z €. 3 a 4) vykazuje rlst bakterii, coz znamena, ze nékteré bakterie
v roztoku prezily (i kdyz byl rast ve zkumavce €. 4 inhibovan) a nebyl prokazan baktericidni efekt. Naproti
tomu leva horni a dolni ¢étvrtina (inokulum z €. 5 a 6) nevykazuje zadny rust bakterii (Zzadné bakterie
neprezily), coz prokazuje baktericidni ucinek.
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1. krok — DILUCNi METODA Koncentrace ATB v systému (mg/l):

Nosi¢ ATB: 8 16 32 64 128 256 512
Palacos 1
Palacos 2
Palacos 3
Palacos 4
Palacos 5
Palacos 6
Palacos 7
Palacos 8
Palacos 9
Palacos 10
Palacos R+G 1
Palacos R+G 2
Palacos R+G 3
Palacos R+G 4
Palacos R+G 5
Palacos R+G 6
Palacos R+G 7
Palacos R+G 8
Palacos R+G 9
Palacos R+G 10
Vancogenx 1
Vancogenx 2
Vancogenx 3
Vancogenx 4
Vancogenx 5
Vancogenx 6
Vancogenx 7
Vancogenx 8
Vancogenx 9
Vancogenx 10
Stimulan 1 - - - = o = - - - -
Stimulan 2 - - - = o = - - - -
Stimulan 3 - - - - = o 5 - - -
Stimulan 4 - - - = o = - - - -
Stimulan 5 - - - = = = - - - -
Stimulan 6 - - - = = = - - - -
Stimulan 7 - = = = = = - - - -
Stimulan 8 - - - = = = - - - -
Stimulan 9 - - - = o o - - - -
Stimulan 10 - - - = o o - - - -
TPS/PCL 1
TPS/PCL 2
TPS/PCL 3
TPS/PCL 4
TPS/PCL 5
TPS/PCL 6
TPS/PCL 7
TPS/PCL 8
TPS/PCL 9
TPS/PCL 10

Tabulka 8: Vysledky dilu¢ni bujonové metody pro vSechny zkoumané vzorky. Pro pfipravu vzorkl byly
pouzity Palacos®, Palacos R+G®, Vancogenx®, Stimulan® a TPS/PCL, které uvolnily 0, 1, 2, 4, 8, 16,
32, 64, 128, 256 a 512 mg ATB na 1 litr roztoku. Znaménko plus (+) oznaéuje pozitivni vysledek
(neinhibovany ruast bakterii), znaménko minus (-) oznacuje negativni vysledek (Uplna inhibice rdstu
bakterii).
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2. krok — AGAROVY TEST Koncentrace ATB v systému (mg/l):

Nosi¢ ATB: 0o 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512
Palacos 1 + o+ o+ o+ - = - + + + +
Palacos 2 + o+ o+ -+ + + . . . _
Palacos 3 + o+ o+ o+ - = - + + ; +
Palacos 4 O - - R + _ _
Palacos 5 + o+ -+ - - - + + - +
Palacos 6 + o+ o+ -+ - + - + - _
Palacos 7 + - - - - - + + _ _ +
Palacos 8 + o+ o+ - - - + + . _ o
Palacos 9 + o+ - + - - + + + _ o
Palacos 10 + o+ - - - - - R - + _
Palacos R+G 1 + + - + - - _ + - _ _
Palacos R+G 2 + - - B - - - + R - _
Palacos R+G 3 + o+ o+ o+ O+ + = + - & +
Palacos R+G 4 + + - - - - - - + + +
Palacos R+G 5 + + o+ - - - - + + + _
Palacos R+G 6 + + o+ - - + + - - + +
Palacos R+G 7 + - - [+ - - - + - + _
Palacos R+G 8 + + - - - - + + + + +
Palacos R+G 9 + + o+ - - - _ + + _

Palacos R+G 10 + + o+ - + - 4 - + _ _

Vancogenx 1
Vancogenx 2
Vancogenx 3
Vancogenx 4
Vancogenx 5
Vancogenx 6
Vancogenx 7
Vancogenx 8
Vancogenx 9
Vancogenx 10
Stimulan 1
Stimulan 2
Stimulan 3
Stimulan 4
Stimulan 5
Stimulan 6
Stimulan 7
Stimulan 8
Stimulan 9
Stimulan 10
TPS/PCL 1
TPS/PCL 2
TPS/PCL 3
TPS/PCL 4
TPS/PCL 5
TPS/PCL 6
TPS/PCL 7
TPS/PCL 8
TPS/PCL 9
TPS/PCL 10

Tabulka 9. Vysledky test( na agarovych plotnach pro vSechny zkoumané vzorky. Pro pfipravu vzork(
byly pouzity Palacos®, Palacos R+G®, Vancogenx®, Stimulan® a TPS/PCL), které uvolnily 0, 1, 2, 4,
8, 16, 32, 64, 128, 256 a 512 mg ATB na 1 litr roztoku. Znaménko plus (+) oznacuje pozitivni vysledek
(bakterialni rist pozorovan), znaménko minus (-) oznac€uje negativni vysledek (bakterialni rast nebyl
pozorovan).
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3.3.1 Statistické zhodnoceni rozdilit mezi nosici

Pro zvySeni robustnosti analyzy jsem vyuzil chi-kvadrat test, ktery potvrzuje, zZe
pozorované rozdily v u¢innosti nosi¢l jsou statisticky vyznamné pfi specifickych koncentracich
antibiotik.

Vysledkem chi-kvadratového testu (x2 test) aplikovaného na souhrn vSech vysledk
diluéni metody je p-hodnota 0,003053, coz znamenda, Ze byla prokazana signifikantni
rozdilnost v bakteriostatické (inhibi¢ni) ucinnosti rlznych testovanych nosi¢l v téchto
experimentech. Jinymi slovy, existuje nizka pravdépodobnost (0,3 %), Zze pozorované rozdily
jsou zplsobeny nahodou. To odpovida i vySe popsanému pozorovani pfi hodnoceni vysledku
v tabulce 8.

Pokud chi-kvadratovy test (x2 test) pouzijeme stejnym zpusobem na agarovou metodu,
pak vyjde p-hodnota 1,236x107', coz je velice vyrazné pod 0,05 a ukazuje na vyznamny rozdil
mezi nosici ATB.

Tato analyza pomoci chi-kvadratového testu ukazuje, Ze pfi zohlednéni vSech vysledk
diluéni nebo agarové metody dohromady existuje vyznamny rozdil v ucinnosti riznych
nosic¢u antibiotik. Tato statisticka analyza poskytuje obecny prehled o rozdilech mezi nosici,

ale neumoznuje pfesné urcit, u kterych konkrétnich koncentraci jsou tyto rozdily vyznamné.

Dale byla provedena podrobnéjsi analyza, ve které byl chi-kvadrat test aplikovan zvlast
ke kazdé koncentraci (souhrnné& pro v8echny nosiCe ke kazdé hodnoté z testované
koncentracni fady). Tim lze urcit, u kterych konkrétnich koncentraci jsou statisticky vyznamné
rozdily v u€innosti nosi¢t ATB (tab. 10).

Zjistili  jsme statisticky vyznamné rozdily (p <0,05) v bakteriostatické ucinnosti
zkoumanych nosi¢l pro koncentrace 1 a 2 mg/l. Baktericidni u¢innost se statisticky vyznamné
liSila u koncentraci 1, 2, 4, 8 a 16 mg/l. Pfi vy$Sich koncentracich nejsou rozdily v U€innosti
mezi nosici statisticky vyznamné.

Nesignifikantni p-hodnoty pfi vyS§Sich koncentracich naznacuji, Ze s rostouci koncentraci
antibiotika se vSechny nosice stavaji podobné G€innymi. Ddvodem je pravdépodobné to, ze
vys$Si koncentrace Iépe inhibuiji rist bakterii, resp. je eliminuiji.

Tyto vysledky ukazuji, ze pfi nizSich koncentracich ATB jsou rozdily mezi nosici
vyrazngéjsi, zatimco pfi vy§Sich koncentracich se ucinnost jednotlivych nosi¢u vyrovnava.
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Vysledky chi-kvadrat testu pro dilu¢ni metodu: Vysledky chi-kvadrat testu pro agarovou metodu:

Metoda X2 p-hodnota Signifikantni? Metoda X2 p-hodnota Signifikantni?
Diluéni 15,98 | 0,003053 Ano Agarova | 66,51 1,236x107"3 Ano

¢ (mg/l) X2 p-hodnota Signifikantni? c (mg/l) X2 p-hodnota Signifikantni?
0 0,00 1,000000 Ne 0 0,00 1,000000 Ne

1 28,44 | 0,000010 Ano 1 28,30 0,000011 Ano

2 22,22 | 0,000181 Ano 2 17,15 0,001810 Ano

4 8,33 0,080103 Ne 4 17,39 0,001622 Ano

8 0,00 1,000000 Ne 8 20,78 0,000350 Ano

16 0,00 1,000000 Ne 16 12,32 0,015149 Ano

32 0,00 1,000000 Ne 32 8,33 0,080103 Ne

64 4,08 0,395071 Ne 64 8,60 0,071800 Ne

128 0,00 1,000000 Ne 128 3,99 0,406946 Ne

256 0,00 1,000000 Ne 256 5,25 0,262165 Ne

512 0,00 1,000000 Ne 512 6,77 0,148346 Ne

Tabulka 10: Chi-kvadrat test jednak pro diluéni a agarovou metodu, jednak zvlast pro kazdou
koncentraci. x2 udava, do jaké miry se pozorované pocty odchyluji od o€ekavanych poctu pfi nulové
hypotéze. Vy$si hodnota naznacuje vétsi rozdil mezi pozorovanymi a oCekavanymi poc¢ty. Hodnota p a
signifikantnost vysledku byla vysvétlena v textu.

3.4 Diskuse

3.4.1 Lokalni nosice

Je nutné si uvédomit, Ze v experimentu pouzité lokalni nosi¢e se vyrazné liSi svym
sloZenim a vlastnostmi.

PMMA (kostni cement)

Uvolnovani (eluce, ,vymyvani‘) ATB z PMMA je dano nésledujicimi faktory: porozita,
homogenita a viskozita cementu, velikost povrchu (resp. pomér povrchu k objemu), zplisobem
michani a samozfejmé typem a mnozstvim pouzitého ATB (Svoboda et al. 2017; Bistolfi et al.
2011). Jak bylo jiz zminéno vyse, zpusob michani ovliviiuje porozitu, ru€ni michani cementu
zpusobi zaclenéni vzduchovych bublinek do struktury cementu, zvétsi porozitu, a tim usnadni
uvolhovani ATB z cementu. Pfi pokusech in vitro byla zjisténa az pétkrat vétsi koncentrace
uvolnéného ATB oproti vakuovému michani (Steadman et al. 2023). Pfimichanim vice ATB
v kostnim cementu muze pusobit synergisticky nejen ve smyslu zlepSeni spektra ucinku, ale
i zvySenim porozity cementu a zlepSenim uvolfiovani obou ATB (Steadman et al. 2023).
Vhodnou kombinaci je kombinace aminoglykosidu s glykopeptidem, literatura uvadi zlepSeni
eluce ATB pfi kombinaci tobramycinu s vankomycinem nebo teikoplaninu s gentamicinem
(Bistolfi et al. 2011; Svoboda et al. 2017). V eluéni studii kombinace gentamicinu
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s vankomycinem zvysila eluci vankomycinu o 103 % ve srovnani s kontrolou (Penner et al.
1996). Celkové se z PMMA antibiotikum uvolfiuje pomérné Spatné a jen mensinova ¢ast
obsazeného ATB se opravdu uvolni (Steadman et al. 2023). Nékteré zdroje uvadi, ze se
z cementu uvolni méné nez 10 % ATB (Bistolfi et al. 2011). V jinych pracich je uvadéno, ze
z cementovych kuli€ek uzivanych pfi terapii osteomyelitidy se uvolni 25-50 % ATB (ackoliv
u ,mini kulicek o rozmérech 3x5 mm to muze byt diky lepsi eluci a vétSimu povrchu az
93 %)(Steadman et al. 2023).

Volba antibiotika — ATB pfidana do cementu by méla splfiovat nékolik podminek:

e DoporuCuje se pfidavat ATB pouze v praskové formé, tekuta ATB nejsou vhodna kvuli
zhorSeni mechanickych vlastnosti (Bistolfi et al. 2011).

e V/zhledem k exotermické reakci a zvySeni teploty by mélo ATB byt teplotné i chemicky
stabilni (Svoboda et al. 2017).

e Pro zajiSténi ucinnosti proti potencionalnim grampozitivnim i gramnegativnim
patogennim agens volime 3&irokospektré a nejlépe baktericidni ATB. Jak uvadi
literatura i naSe praxe, tak nej¢astéji jsou pouzivané aminoglykosidy (gentamicin
a tobramycin) a glykopeptidy (vankomycin) (Bistolfi et al. 2011).

e Nevhodna jsou ATB, kterd maji toxicky u€inek na kostni buriky — patfi mezi né
fluorochinolony, tetracykliny a rifampicin (Steadman et al. 2023).

e Je nutné mit na paméti i moznost nezadoucich uginkl. Oproti celkovému podavani je
pfi lokalnim pouziti ATB dosahovano mnohem mensi hladiny ATB v krvi, i pfes to mlize
dojit k systémovym nezadoucim ucinklim jako napf. k nefrotoxicité (Steadman et al.
2023).

e Volenad ATB by méla vykazovat vysokou miru eluce z kostniho cementu po dlouhou
dobu a také rychlé zvySeni koncentrace po implantaci cementu (Svoboda et al. 2017).

¢ PMMA je hydrofobni a pro lepsi uvolfiovani je potfeba hydrofilni ATB, které se vylu€uje
skrze trhliny a dutiny ve struktufe cementu do okolnich tkani a tekutiny (Bistolfi et al.
2011).

Nejvétsi mnozstvi ATB je z cementu s ATB uvolnéno v prvnich dnech po implantaci. Pfi
dlouhodobém ponechani v téle pokracuje pomalé uvolfiovani ATB z cementu, koncentrace
ATB klesa a od urgité chvile je na subterapeutické urovni. Proto jsou obavy, Ze takova situace
muze naopak vést k selekci rezistentnich kmenu bakterii nebo k rozvoji rezistence (Steadman
et al. 2023). Review z roku 2023 uvadi, ze studie maximalnich koncentraci a doby uvolfiovani
se dost lisi kvdli variabilité faktoru, které jiz byly zminény v textu vySe. V pfipadé pouziti
antibiotického spaceru u IKN bylo popsano uvolfiovani ATB po fadu mésicu, jiné prace vsak
popisuji, ze koncentrace ATB klesla pod MIC jiz po 7—14 dnech (Steadman et al. 2023). To je
dalSi divod, pro€ se nebiodegradabilni nosi¢ ¢asto v druhé dobé extrahuje (napf. pfi pouziti
fetézce cementovych kulicek nebo spaceru s ATB). | proto se v poslednich desetiletich
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intenzivné zkoumaiji alternativni biodegradabilni nosicCe, které jsou i pfedmétem zkoumani této
disertacni prace.

Siran vapenaty (Stimulan ®)

Pelety CS s ATB maji lepsi elucni viastnosti oproti PMMA, diky vstfebatelnosti CS se
uvolni 100 % obsazeného ATB a lokalné se mlze udrzet stabilngjsi a vySsi koncentrace ATB
ve srovnani s PMMA, jak uvadi review (Abosala a Ali 2020), ve kterém se autofi odkazuji na
in vitro studii eluénich profild vakomycinu a tobramicinu z CS (Cooper et al. 2016). | dalSi studie
uvadi rovnocenné nebo lepSi uvolfiovani vankomycinu z CS ve srovnani s PMMA
(McConoughey et al. 2015).

Dalsi vyhodou CS je, ze pfi pouziti v |€€bé IKN je mensi riziko vzniku otéru tfetim télesem
ve srovnani s PMMA nebo keramickymi ¢asticemi (Steadman et al. 2023).

Systematické review (Abosala a Ali 2020) hodnotilo U€innost CS pouzitého pfi reviznich
operacich nahrad kolenniho a kyCelniho kloubu. Bylo vybrano 5 studii v ¢asovém rozmezi
2013-2018 (McPherson et al. 2013; Kallala a Haddad 2015; Kallala et al. 2018; Lum et al.
2018; Flierl et al. 2017). Uspésnost se lisila v zavislosti na designu studie a podle indikaci k
revizni operaci. Niz§i mira reinfekce (6 z 250 pacientu, tj. 2,4 %) byla zaznamenana ve studii
(McPherson et al. 2013), ktera zahrnovala nejen pacienty s IKN (polovina pacientt ve studii),
ale i ty, ktefi nesplhovali kritéria pro infekci kloubni nahrady (napf. revize pro aseptické
uvolnéni). Naproti tomu ve studii (Flierl et al. 2017) zahrnujici pouze revizni operace pfi IKN
metodou DAIR s pouzitim CS byla reinfekce zjiSténa u 48 % pacientq; v této studii dokonce
autofi nedoporuduiji rutinni pouzivani CS pfi feSeni IKN (Flierl et al. 2017; Abosala a Ali 2020).
DalSi klinicka studie zaznamenala reinfekci pouze u jednoho pacienta z 15 (6,7 %)
s diagnostikovanou IKN, v této kohorté pacientli vSak vSichni podstoupily jednodobou nebo
dvoudobou reimplantaci, zadny z pacientll nepodstoupil DAIR (Kallala a Haddad 2015).

Ackoliv existuji dikazy o inhibici a eradikaci biofilmu in vitro pomoci CS s ATB, klinické
dikazy a studie zatim nejsou jednoznaéné. Pfevazné jsou dostupné série kazuistik a studie
pfipadll a kontrol pouziti CS, fada z nich neprokazala zlepSeni UspéSnosti u pacientl
operovanych metodou DAIR (Steadman et al. 2023). Na druhou stranu, zlep$eni vysledku
DAIR byla nedavno popsana v retrospektivni studii zahrnujici 41 revizi infekce TEP kycle pfi
pouziti CS s vankomycinem, ceftriaxonem nebo tobramycinem (Reinisch et al. 2022).

Je nutné zduraznit, ze jsou znamy i potencionalni komplikace pfi implantaci CS. Jejich vycCet
a Cetnost vyskytu je popsana v nasledujicich bodech, pfiCemz zdrojem jsou studie sledujici

komplikace pfi pouziti u reviznich operaci pfi IKN:

e Hyperkalcemie byla v souboru 770 pacientli pozorovana u 44 (5,7 %), ale pouze ve 2
pfipady byly symptomatické pouze (Kallala et al. 2018; Kallala a Haddad 2015). Autofi

doporucuji pouzivat maximalné 40 ml Stimulanu® béhem jedné operace (Kallala et al.
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2018). Jiné zdroje uvadi vyskyt hyperkalcemie v 4,2 % pfipadu, pficemz jen 0,28 %
vyzaduje lé¢bu (Steadman et al. 2023).

Perzistujici sekrece z rany byla popsana v 3,8 % pfipadl (Abosala a Ali 2020).
Heterotopické osifikace byly popsany u 1,7 % v hodnoceném souboru (Abosala a Al
2020).

TPS/PCL/ATB

PCL je synteticky polyester, ktery je biodegradabilni a biokompatibilni. Aplikace PCL je

znama jiz z tkanoveého inzenyrstvi jako scaffoldu (Gunatillake et al. 2003) nebo jako nosice

lé&iv, napF. ve formé mikro a nano&astic (Slouf et al. 2017; Teo et al. 2011).

Systém TPS/PCL/ATB ma nékolik zasadnich vlastnosti:

Heterogenni smés plastifikovaného Skrobu a PCL je schopna uvolfovat ATB, které je
obsazeno ve $krobové sloZce (Slouf et al. 2017).

Pomeér slozek ve smési, jeji morfologie a esterifikace Skrobu ovliviiuji rychlost
uvoliiovani ATB (Slouf et al. 2017).

Dale je mozné do kompozice pfidat nanoc&astice TiO2 nebo titanové nanotrubky,
které ovliviiuji mechanické vlastnosti a rychlost uvolfiovani ATB (Slouf et al. 2017).

Celkové Ize fici, ze novy nosi¢ TPS/PCL vykazuje slibné bakteriostatické vlastnosti

srovnatelné s komeréné dostupnymi nosici Vancogenx® a Stimulan®. Nicméné, pro dosazeni

konzistentniho baktericidniho U€inku je zapotfebi dalSi optimalizace jeho slozeni nebo

zpUsobu uvolfiovani ATB. Vysledky této studie poskytuji dulezité informace pro dalSi vyzkum

a vyvoj efektivnich nosicl antibiotik pro klinické pouziti.

3.4.2 Vysledky diluéni bujénové metody

Bakteriostaticka aktivita zkoumanych nosi¢u ATB byla hodnocena na zakladé vysledku

diluéni bujonové metody v 1. kroku experimentu. Z tabulky s vizualnim znazornénim vysledku

(tab. 8) je zfejmé, Ze je k dispozici podrobny soubor dat, ktery ukazuje u€innou inhibici ristu

bakterii riznymi nosici antibiotik v rGznych koncentracich.

1) Uginnost p¥i raznych koncentracich:

Kazdy typ ATB nosiCe vykazuje urcity vzorec bakteriostatické aktivity ve vztahu

k rostouci koncentraci ATB ve zkumavce. Nékteré nosie mohou zacit inhibovat
mnozeni S. aureus pfi nizSich koncentracich (Vancogenx®, Stimulan® a TPS/PCL),
zatimco jiné vyZaduji vySSi koncentrace (Palacos® a Palacos R+G®).

VétSina kostnich cementl nedokazala inhibovat riist bakterii pfi velmi nizkych
koncentracich (0, 1, 2 mg/l). To naznaCuje, zZe tyto koncentrace jsou pfi pouziti
kostniho cementu nedostate€né pro zabranéni mnozeni S. aureus.
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e S rustem koncentrace ATB uvolnéného z nosi¢e do bujénu ve zkumavce muzeme
pozorovat zlepSeni antimikrobialni u€innosti. Tento trend je nejvyraznéjsi u vyssich
koncentraci (8 mg/l a vice), coZ ukazuje na dilezitost dostate¢né davky ATB
Vv nosici.

e Procento negativnich (-) vysledkl (nedoslo k rlistu bakterii a zakalu) je pro kazdy
nosi¢ v prvnim kroku je nasledujici: Palacos: 76 %, Palacos R+G: 88 %, Vancogenx:
91 %, Stimulan: 91 %, TPS/PCL: 91 %.

e VSechny pouzité nosice vykazuji vysoké procento negativnich vysledkd, pficemz
TPS/PCL ma stejné nebo lepsi vysledky nez komeréné dostupné nosice.

e Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) pro kazdy nosi¢ je dle ziskanych vysledk
nasledujici: Palacos: 8 mg/l, Palacos R+G: 2 mg/l, Vancogenx: 1 mg/l, Stimulan:

1 mg/l. TPS/PCL: 1 mg/l. Novy nosi¢ TPS/PCL vykazuje podobné inhibi¢ni u€inky
jako Vancogenx a Stimulan a je u€inngjsSi nez Palacos a Palacos R+G.

2) Srovnani nosicu:

e Vysoce konzistentni vysledky pozorujeme jen u €asti pouzitych nosi¢u: Vancogenx®,
Stimulan® a TPS/PCL. Tyto systémy pro lokalni uvolfiovani ATB vykazuji stabilni a
spolehlivou inhibici mnoZeni bakterii jiZ od koncentrace 1 mg/l. Tim byl prokazan
vyborny bakteriostaticky ucinek téchto 3 nosicu.

e U zbylych nosic¢t ATB (Palacos® a Palacos R+G®) byl inhibiéni ucinek vice variabilni,
obzvlasté pfi nizkych koncentracich (1, 2 a 4 mg/l). U Palacos® byl dokonce jeden
z 10 vzork pozitivni (tj. byl pfitomen rust bakterii) pfi koncentraci 64 mg/l.

e Je nutné si uvédomit zasadni fakt, ze nosi¢e Vancogenx ® a Palacos R+G ® obsahuiji
navic pfimés druhého antibiotika (gentamicinu), coz mize zvySovat ucinnost nosice.

Vysledky diluéni metody ukazuji, Ze jednotlivé nosiCe antibiotik vykazuji odliSnou
bakteriostatickou aktivitu pfi riGznych koncentracich ATB. Nosi¢e Vancogenx®, Stimulan®
a TPS/PCL byly schopny inhibovat rlst S. aureus jiz pfi koncentraci 1 mg/l, coz naznacuje
jejich vysokou ucinnost pfi nizkych koncentracich ATB. Naopak nosi¢e Palacos® a Palacos®
R+G vyzadovaly vysSi koncentrace ATB k dosazeni podobné inhibice, pfiéemz minimalni
inhibi¢ni koncentrace (MIC) byla 8 mg/l pro Palacos® a 2 mg/l pro Palacos® R+G. Tento rozdil
muze byt zplisoben rozdilnou schopnosti nosic¢l uvolfiovat ATB.

3.4.3 Vysledky agarové metody

Baktericidni aktivita byla testovana v 2. kroku experimentu pomoci agarové metody.
Z tabulky 9 je patrné, Ze pozitivni (rast bakterialnich kolonii) a negativni (eliminace bakterie)
vysledky jsou mnohem vice heterogenné rozlozené oproti 1. kroku experimentu.
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1) Uéinnost pfi riznych koncentracich:

Pozitivni vysledky jsou u velké ¢asti pokusu rozprostfeny po celé koncentraéni
fadé. Paradoxné, v nékterych experimentech byly niZ8i koncentrace antibiotik
schopny uc¢inné eliminovat bakterie a zabranit ristu kolonii, zatimco vyssi
koncentrace ne. V takovém pfipadé neni mozné validné urcit MBC, a proto je
hodnoceni baktericidniho u€inku z dat ziskanych v 2. kroku experimentu
problematickeé.
nebyl pozorovan zadny rust bakterii), to ale bylo mozné jen v jednom pfipadé:

o Palacos: zadna MBC.

o Palacos R+G: zadna MBC.

o Vancogenx: MBC =1 mg/I.

o Stimulan: zadna MBC.

o TPS/PCL: zadna MBC.
Vzhledem k heterogennimu rozlozeni pozitivnich a negativnich vysledkl napfic¢
koncentracemi bylo nutné provést dalsi analyzu dat, a tim srovnat testované nosice

ATB. Pocet a podil negativnich i pozitivnich vysledku pro kazdy nosic je uveden

v tabulce 11.

Nedoslo k rustu bakterialnich kolonii Bakterialni kolonie byly pfitomné

Pocet negativnich | Podil negativnich Pocet pozitivnich Podil pozitivnich

vysledku vysledku (%) vysledku vysledk (%)
Palacos® 53 48 % 57 52 %
Palacos R+G® 54 49 % 56 51 %
Vancogenx® 81 74 % 29 26 %
Stimulan® 48 44 % 62 56 %
TPS/PCL® 21 19 % 89 81 %

Tabulka 11: PoCet a podil negativnich i pozitivnich vysledkd pro kazdy nosi¢

2) Srovnani nosicu:

testovani Vancogenx® bylo 74 % vzork( negativnich, tedy jen u 26 % vzork( doslo
k ristu bakteridlnich kolonii na krevnim agaru. TPS/PCL mél jen 19 % vzorkl
negativnich, bakterialni kolonie rostly v 81 % vzork(. Palacos®, Palacos R+G® a
Stimulan® vykazuji velmi podobné vysledky pfi agarové metodé.

U vétSiny nosicl (Palacos®, Palacos R+G®, Stimulan®, TPS/PCL) nebyla v
testovaném koncentraénim rozmezi zjisténa zadna MBC, coz naznaluje, ze tyto
nosi¢e nedosahuji pfi testovanych koncentracich dostate¢né baktericidni aktivity.
Vancogenx® vsak mél MIC i MBC 1 mg/l, coz prokazuje jeho silny baktericidni
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ucinek. Je v8ak nutné upozornit na to, ze i u Vancogenx® byl v nékterych pokusem
s vy$§imi koncentracemi pozorovan rast kolonii.

e Opét je nutné zddraznit, Ze nosi¢ Vancogenx® a Palacos R+G® obsahuje kromé
vancomycinu i gentamicin, ktery ostatni nosi¢e neobsahuji. Palacos R+G® obsahuje

0,5 % gentamicinu oproti Vancogenxu ®, ktery obsahuje 4,2% gentamicinu.

Vysledky agarové metody byly vice heterogenni. Pozitivni (rist bakterialnich kolonii) a
negativni (absence rustu) vysledky byly rozprostfeny napfi¢ celou koncentracni fadou. | kdyz
nosi¢ Vancogenx® vykazoval nejvySsi baktericidni u¢innost s MBC (minimalni baktericidni
koncentrace) 1 mg/l, ostatni nosice, v€etné TPS/PCL, nevykazovaly konzistentni baktericidni
ucCinek pfi testovanych koncentracich. Tento jev mlze byt zplsoben fadou faktora, véetné
rozdilt v realné koncentraci ATB, potencionalni degradaci ATB pfi pfipravé, rozdily v eluci

ATB a fyzikalné-chemickymi vlastnostmi jednotlivych nosica.

3.4.4 Omezeni studie a jiné vlivy

Vliv vlastnosti nosi¢e na vysledky experimentu

Vysledky agarové metody nevykazuji tak jasné trendy jako vysledky bujénové metody.
V minulé studii (Sticha et al. 2023) nasi skupiny zkoumajici nosi¢e ATB byly baktericidni
vlastnosti v pozoruhodné shodé s parametry souvisejicimi s pfipravou vzorku, které jsou
shrnuty v tabulce 12. Po zohlednéni novych vysledkl a zvétSeni po¢tu experimentl jiz neni
tato shoda dobfe rozeznatelna.

Palacos® vykazoval v predchozi studii nejhors$i vysledky (Zadna baktericidita do
koncentrace 2 mg/ml a nejednoznacné vysledky pro vSechny koncentrace = 4 mg/ml
koncentracniho rozmezi). Pfedpokladali jsme, Ze divodem mohlo byt to, Ze vzorek bylo mozné
michat jen kratkou dobu pfed ztuhnutim, ATB bylo nutné pfidavat béhem michani ru¢né a
viskozita smési béhem pfipravy byla pomérné vysoka (tab. 12, horni fadek).

Druhy vzorek (Palacos R+G®) byl v plvodni studii o néco Gc¢inné&jsi nez Palacos®, podle
vysledkll uvedenych vtéto praci se rozdily zmenSily. Potencionalné lepSi ucinek
Palacos R+G® mulzeme pficist skutenosti, ze ATB bylo v systému pfedem namichano
(material obsahoval 4,5 % hm. gentamicinu a 2,5 % hm. vankomycinu). Podotykame, Ze kazdy
vzorek byl pfipraven tak, aby uvolnil definované mnozstvi vankomycinu. Uvolfiovani
gentamicinu z pfipravku Palacos R+G® mohlo pfispét k baktericidité vzorku. Pfedem
namichané ATB ve vzorku by navic mélo vést k homogennéjSimu rozlozeni ATB, coz by mélo
eliminovat pfipady, kdy maly testovaci vzorek obsahuje nizS§i nebo dokonce nulovou
koncentraci ATB. Ostatni parametry souvisejici se zpracovanim vzork(i Palacos® a
Palacos R+G® byly stejné (tab. 12, horni dva fadky), coz je dano tim, Zze oba vzorky jsou
zalozeny na stejné prepolymerizaéni matrici.

66/86



NejlepSich baktericidnich vlastnosti bylo dosazeno u vzorkd Vancogenx®, v tom je
prfedchozi studie i tato disertaéni prace ve shodé. Vzorky byly baktericidni v celém
koncentracnim rozsahu, i kdyZz se vyskytly urcité vykyvy, které Ize pfiCist experimentalnim
chybam a/nebo nehomogennimu rozlozeni ATB v systému. Dlvodem uUspésnosti tohoto
nosi¢e by mohl byt fakt, ze vzorky s Vancogenx® tvrdly nejpomaleji, mohly byt pfed ztuhnutim
umoznovala Uuc¢inné michani (tab. 12, tfeti Fadek shora). Navic i v tomto pfipadé byl pfitomny
gentamicin.

Stimulan® i nadale vykazuje ponékud rozporuplné vysledky v souvislosti s baktericidnim
ucinkem. Prvni dvé série vzorkd maji MBC 2 mg/l (tedy jen o malo horsi nez Vancogenx®),
ale hned dalSi dvé série vzork(l jsou pozitivni v celé Fadé koncentraci. DalSi série maji
rozptylené vysledky. Toto Ize vysvétlit nehomogennim rozlozenim ATB ve vzorcich. Doba
michani byla sice nejvyssi, ale ATB se muselo pfimichavat ruéné a viskozita materialu pfi
michani byla jen primérna.

Kompozice TPS/PCL ma specificky a unikatni zpusob pfipravy, a proto neni mozné
srovnat vSechny parametry pfipravy s kostnimi cementy a siranem vapenatym. Pfi pfipravé
vznika nejprve TPS/ATB, nasledné po pfimichani PCL vznikne kompletni systém
TPS/PCL/ATB. Béhem pfipravy se slozky nosie opakované zahfivaji, nejprve dojde ke
smichani Skrobu s ATB, nasledné probiha plastifikace Skrobu pfi teploté 85 °C. Finalizace
kompozice probiha strojovym miSenim taveniny TPS/ATB a PCL pfi teplotach presahuijici
100 °C (Slouf et al. 2017). Vliv teploty je spiSe nepravdépodobny, jelikoZ literatura uvadi, ze
vankomycin je tepelné stabilni (Carli et al. 2018).

Bylo vypozorovano, Ze baktericidni vlastnosti Uzce souvisely s vlastnostmi materialu a
pfipravou. Nejlepsi baktericidni aktivita byla dosazena u pfipravku Vancogenx®, ktery se
snadno pfipravoval (diky nizké viskozité smési pfi pfipravé a dostateCnému c¢asu na
promichani pfed ztuhnutim) a obsahoval pfedmichana ATB (ij. vyrobce dodaval originalni
prasek obsahujici homogenné rozptylena ATB). Nejhorsi baktericidni aktivita byla zjiS§téna u
pfipravku Palacos® (vysoka viskozita, kratky ¢as na promichani a v systému nepredmichané
ATB), Stimulan® (nizka viskozita, ale v systému nepfedmichané ATB) a TPS/PCL (v systému
nepfedmichané ATB).

Oba systémy s pfedem namichanymi ATB (Palacos R+G® a Vancogenx®) vykazovaly
lepSi baktericidni Ucinek nez dalSi systémy bez predem namichanych ATB (Palacos®,
Stimulan® a TPS/PCL). Zda se, ze homogenita disperze ATB v systému muize ovlivhovat
baktericidni ucinnost pfi testovani in vitro v takto zvoleném designu experimentu. Nutné
podotknout, Ze v klinické praxi se pouziva mnohem vétsi mnozstvi nosiCe. Vklada se celé
baleni nosi¢e s pfimichanym ATB, a tak je zarueno, Zze bude ATB pfitomno a bude se
uvolriovat v misté infekce.
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DalSsi vliv ma samotna pouzita agarova metoda, jejiz reprodukovatelnost je ve srovnani
s diluéni bujonovou metodou pravdépodobné niz8i v kontextu naseho experimentu. To
odpovida dostupné literatufe, protoZe vétsina studii dava pfednost diluéni bujonové metodé,
zatimco agarova metoda se v poslednich vyzkumnych pracich vyskytuje jen zfidka. Testovani
MBC muze byt nachylné na zménu techniky nebo podminek testovani v riznych situacich
(French 2006).

Maximalni doba michani Pfedmichané Viskozita materialu
Material (pred ztuhnutim) ATB v systému a obtiznost michani
Palacos® 2-3 min Ne Vysoka viskozita, obtizné michani
Palacos R+G®  2-3 min Ano Vysoka viskozita, obtizné michani
Vancogenx® 3-5 min Ano Nejnizsi viskozita, nejsnazsi michani
Stimulan > 5 min Ne Stiedni viskozita, stfedné obtizné michani
TPS/PCL - Ne (Strojové michani taveniny)

Tabulka 12: Vlastnosti zkoumanych vzork( souvisejici se zpracovanim, které souviseji se snadnosti
pfipravy, homogenitou ATB ve vzorcich a kone€nou kvalitou vzorku. Systém TPS/PCL ma specifickou
metodu pfipravy, a proto nebyla uréena doba michani a viskozita/obtiznost michani.

3.4.5 Hodnoceni a porovnavani nosictu ATB

Spolehlivé a reprodukovatelné porovnani nosic¢l ATB je obtizny ukol. V zasadé existuji
tfi moznosti: a) klinické studie, b) studie na zvifatech a c) studie in vitro.

U klinickych studii je problematické porovnavat uc€innost rliznych terapeutickych
pFistupu v rlznych klinickych studiich kvuli variabilité vybéru pacientu, chirurgickych metod a
adjuvantni antibiotické terapie (Abosala a Ali 2020; Steadman et al. 2023).

Studie na zvifatech nebo mikrobiologické metody in vitro nabizeji vySSi stupen
standardizace. Pfikladem studie na zvifatech je prace Mendela a kol. (Mendel et al. 2005),
ktera porovnavala ucinek dvou systému uvolfujicich ATB (gentamicin-PMMA kulicky a
gentamicin-kolagenova houba) pfi 1écbé chronické osteomyelitidy zpusobené zlatym
stafylokokem u potkanl. Oba systémy uvolfiujici ATB a systémova lécba cefazolinem
(cefalosporinové antibiotikum prvni generace) byly testovany v ramci jedné studie, aby se
pfedeSlo problémim s reprodukovatelnosti. Autofi dospéli k zavéru, ze kazda z léCebnych
modalit vykazovala vyznamny terapeuticky ucinek. LepSich vysledku bylo dosazeno u flexibilni
gentamicinové houby obsahujici kolagen nez u rigidniho gentamicin-PMMA systému. Nicméné
nejlepSich vysledkd bylo dosaZzeno pfi kombinaci gentamicin-PMMA kuliCek se systémovou
IéCbou cefazolinem.

Studie in vitro vyuzivajici standardizované mikrobiologické experimenty (napf. diluéni
bujonovad metoda a/nebo destiCkové testy) jsou nejbé&znéjSimi metodami pro testovani nové
vyvinutych nosi¢u ATB (Jorgensen a Ferraro 2009). Mohou pouze simulovat podminky in vivo,
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ale ve srovnani se studiemi na zvifatech nebo klinickymi studiemi nabizeji vyS$Si
reprodukovatelnost a nizsi naklady. Diky tomu jsou vhodné pro pilotni testy. V této praci jsme
zvolili dva standardni mikrobiologické testy in vitro: diluéni bujonovou metodu a agarovou
metodu, které nam umoznily charakterizovat bakteriostatické a baktericidni vlastnosti vSech
zkoumanych vzorkd.

3.4.6 Doporuceni pro budouci vyzkum

Porovnani homogenity disperze ATB ve zkoumanych materialech pomoci infraCervené
mikrospektroskopie by mohlo poskytnout vice informaci pro zjisténi divodd nekonstantnich
vysledkl agarové metody.

Dal$im ovéfenim spravnosti experimentd by mohlo byt zjisténi koncentrace ATB
v bujonu po 24 hodinach kultivace, tedy v dobé, kdy se pfevadi inokulum z bujénu na krevni
agar. Tim bychom Zzjistili, jaka je realni koncentrace ATB v roztoku po rozpusténi malého
vzorku nosiCe (peletky nebo krychlicky). Vhodnou metodou by mohla byt napf. kapalinova
chromatografie (High-Performance Liquid Chromatography, HPLC) (Slane et al. 2018).

Vhodné by bylo otestovat i vy88i koncentrace ATB, aby bylo ovéfeno, jestli by vétsi
koncentrace ATB nezvladla lépe a spolehlivé eliminovat bakterie.

3.4.7 Zhodnoceni hypotéz

1. VSechny pouzité systémy pro lokalni uvolfiovani ATB jsou schopné uvolnovat

pridané ATB, a proto by mély vykazovat antimikrobialni i¢inky (bakteriostatické
a/nebo baktericidni).

a. VSechny nosiCe prokazaly vyznamnou schopnost inhibovat rast bakterii
(bakteriostaticky efekt). Ug&innost se lidila podle nosi¢e ATB, rozdily mezi nosiéi
jsou zavislé na koncentraci. Kromé nosi¢e Vancogenx® se nepodafilo prokazat
spolehlivy bakteriostaticky efekt.

2. Jiné védecké studie jiz prokazaly, ze vSechny druhy nosi¢li ATB, které jsou
pouzity v experimentalni ¢asti této disertacni prace, maji schopnost inhibovat
rust bakterii, mély by proto mit stejny nebo velmi podobny bakteriostaticky efekt
na rust referenéniho kmene S. aureus. Toto tvrzeni predstavuje nulovou
hypotézu (HO). Alternativni hypotéza (H1) zni: existuje vyznamny rozdil
v bakteriostatické uc¢innosti mezi riiznymi pouzitymi druhy nosi¢a ATB.

a. Bakteriostaticka ucinnost byla prokazana u vSech nosi¢d ATB. TPS/PCL
vykazoval srovnatelnou u¢innost s Vancogenx® a Stimulan®, a to uz i pfi
nizSich koncentracich (1 a 2 mg/l). MIC pro TPS/PCL (1 mg/l) byla stejna jako
u Vancogenx® a Stimulan®, coz ukazuje na uc€innou inhibici pfi nizkych
koncentracich.
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b. Statistickou analyzou byla HO vyvracena a H1 byla potvrzena — testované
nosiCe nemaji stejny bakteriostaticky efekt, existuje rozdil v inhibiéni
schopnosti, a to zejména v nizSich koncentracich ATB. To naznacuje, Zze vysSi
koncentrace ATB spolehlivé inhibuji bakterialni rast, a proto neni rozdil tak
vyznamny.

c. Jeden vzorek Palacos® vykazoval nedostateénou ucinnost v experimentu i pfi
koncentraci 64 mg/ml, to mohla byt bud experimentalni chyba, nebo existuje
souvislost s nehomogennim promichanim ATB do PMMA béhem pfipravy
vzorku, jak bude dale diskutovano.

3. VSechny pouzité nosice ATB jsou schopné spolehlivé eliminovat (zahubit)
bakterie pfi pouziti baktericidniho ATB (vankomycin).

a. Baktericidni Ucinnost nebyla spolehlivé prokazana u vSech nosiC¢i ATB.
Vancogenx® vykazoval nejvysSi baktericidni aktivitu. To bylo potvrzeno
statistickou analyzou pomoci chi-kvadrat testu se signifikantni p-hodnotou pfi

4. Koncentrace ATB, ktera je potrebna pro zahubeni bakterii, je vys$Si ve srovnani
s koncentraci k pouhé inhibici ristu bakterii —to znamena, ze z vysledkl by méla
byt zjiSténa hodnota MBC vyssi nez MIC.

a. U vétsiny nosi¢ll nebylo mozné zjistit MBC, tudiz nemohlo byt provedeno
srovnani s MIC. Pro Vancogenx® plati, ze MIC = MBC (1 mg/l). Signifikantni
vysledky pfi niz§ich koncentracich naznacuiji, Ze se jedna o kritické body pro
rozliSeni u€innosti nosi¢l. Vyssi koncentrace neukazaly vyznamné rozdily, coz
naznacuje, Zze vysoka koncentrace ATB je nutna ke spolehlivé eliminaci
bakterii.

5. Novy originalni nosi¢ TPS/PCL ma stejny nebo velmi podobny antimikrobialni
ucinek jako komercné dostupné a v praxi uzivané nosice ATB (kostni cementy a
siran vapenaty).

a. TPS/PCL, i kdyz u€inny pfi inhibici rlstu, vykazoval omezené baktericidni
vlastnosti ve srovnani s ostatnimi nosic¢i. Chi-kvadrat test potvrdil, ze jeho
inhibi¢ni Uc€inky jsou statisticky podobné ostatnim nosi¢um pfi kritickych nizkych
koncentracich. Tyto poznatky podporuji zjiSténi studie a ukazuji na potfebu
dalSi optimalizace nosi¢e TPS/PCL pro zlepseni jeho baktericidni G€innosti.
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4 ZAVER

Tato disertaCni prace zdurazrnuje dalezitost pochopeni mechanickych a biologickych
faktord ovliviujicich selhani kloubnich nahrad. Teoreticka &ast podrobné rozebrala
problematiku aseptického selhani kloubnich nahrad, které je €asto zpusobeno opotfebenim a
degradaci UHMWPE, a problematiku infekci a septickych komplikaci, kam patfi infekce
kloubnich nahrad. Aseptické selhani zpGsobené opotfebenim UHMWPE a septické
komplikace pfedstavuji dulezité vyzvy v ortopedii. ZlepSeni kvality polymernich materiald a
vyvoj novych terapeutickych pfistupl, v€etné pouziti lokalnich nosi¢u antibiotik, jsou klicové
pro zvySeni zivotnosti a bezpecnosti kloubnich nahrad. DalSi vyzkum je nezbytny pro
optimalizaci material( a metod |éCby, aby bylo mozné minimalizovat rizika spojena s kloubnimi
nahradami a zlepsit kvalitu zZivota pacientu.

Aseptické selhani kloubnich nahrad je hlavni pfiCinou reviznich operaci kloubnich
nahrad. Tento typ selhani je zplsoben opotfebenim artikulacnich povrchu, polyethylenovym
granulomem nebo oxidativni degradaci UHMWPE. Mechanické selhani mize byt dale
ovlivnéno faktory spojenymi s pacientem, jako je nadmérna fyzicka aktivita, obezita, imunitni
reakce a polymorbidita. Technika implantace a kvalita samotného implantatu jsou také
klicovymi faktory. Nespravna orientace komponent pfi implantaci a nizka kvalita pouzitého
polymeru mohou vést k pfed€asnému opotifebeni a uvolnéni nahrady.

Infekce v ortopedii, zejména infekce kloubnich nahrad (IKN), pfedstavuji vaznou
komplikaci v ortopedické praxi. IKN jsou spojeny s vysokou morbiditou a mortalitou a vyZaduji
naro¢nou a invazivni 1é&bu. Rizikové faktory pro rozvoj IKN zahrnuji prodlouZeny operacni ¢as,
pfitomnost infekce v jiném organu b&hem operace (infekéni fokus), obezitu a diabetes mellitus.
Diagnostika IKN je sloZitd a vyZaduje kombinaci klinickych, laboratornich a zobrazovacich

metod.

Biofilm, ktery tvofi bakterie na povrchu implantatll nebo tkani, pfedstavuje vyznamnou
pfekazku pro 1é€bu infekci. Biofilm chrani bakterie pfed imunitnim systémem a antibiotiky, coz
¢ini eradikaci infekce obtiZznou. Terapie IKN zahrnuje kombinaci antibiotické a chirurgické
lécby, pficemz chirurgické metody zahrnuji debridement, vyménu komponent implantatu
anékdy i odstranéni celé endoprotézy. Pouziti lokalnich nosi¢u antibiotik, jako je
polymethylmethakrylat (PMMA) a porézni siran vapenaty, umoznuje dosazeni vysokych

koncentraci antibiotik pfimo v misté infekce, coz zvySuje Sance na uspésnou eradikaci infekce.

Systémy pro lokalni uvolfiovani antibiotik (,nosi¢e ATB®) pouzivané v ortopedii Ize
rozdélit podle jejich rozloZitelnosti v téle na biodegradabilni a nebiodegradabilni. Nosi¢e ATB
muUzeme rozdélit do tfi skupin: (i) nejpb&znéjSi nosice ATB, kterymi jsou polymethylmethakrylaty
(PMMA) a porézni siran vapenaty (CaSOs), (ii) alternativni nosiCe ATB, které se pouzivaji
pfilezitostné, a (iii) nové, biodegradabilni materialy na bazi polymerd s optimalizovanymi
vlastnostmi a rychlosti uvolfiovani ATB, které jsou pfedmétem sou€asného vyzkumu. Nosice
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ATB byly zkoumany v experimentalni &asti prace. Srovnani riznych nosi¢d ATB neni
jednoduché, jak bylo vysvétleno v diskusi. Proto byly v této praci pouZity nejvice
reprodukovatelné mikrobiologické experimenty in vitro.

4.1 Doporuéeni pro klinickou praxi

Experimentalné jsme porovnali bakteriostatické a baktericidni vlastnosti dvou
nejbéznéjSich systému uvolrujicich ATB pouzivanych v ortopedické chirurgii: (i) kostnich
cementd obsahujicich ATB (Palacos®, Palacos R+G® a Vancogenx®) a (ii) porézniho siranu
vapenatého obsahujiciho ATB (Stimulan®), spolu s (iii) termoplastickym kompozitem
TPS/PCL, ktery jsme vyvinuli jako originalni nosi¢ ATB ve spolupraci s Ustavem
makromolekularni chemie AV CR. Testovani bylo provedeno in vitro diluéni bujonovou
metodou a agarovou metodou pro hodnoceni bakteriostatické, resp. baktericidni aktivity.
Testovaci vzorky z kazdého vzorku byly pfipraveny tak, aby mohly do roztoku uvolnit
11 rznych koncentraci stejného ATB, tj. vankomycinu (0, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 a

512 mg/ml).
Hlavni zavéry Ize shrnout nasledovné:

1. VSechny zkoumané nosi¢e ATB, tj. vSechny nebiodegradabilni kostni cementy,
biodegradabilni porézni siran vapenaty i TPS/PCL, vykazovaly spolehlivé
bakteriostatické vlastnosti. Jedinou vyjimkou byl kostni cement Palacos®, ktery
vykazoval horsi u€innost v nizkych koncentracich.

2. Hodnoceni baktericidnich vlastnosti pfineslo vysledky rozptylené napiié
koncentraéni fFadou pfFidaného antibiotika. S pfihlédnutim k limitované
vypovédni hodnoté vysledkl Ize prohlasit, ze nejlepsi baktericidni uc¢inek mél
Vancogenx®.

3. Pf¥i hodnoceni vysledkl se ukazalo nékolik dualezitych trendd, které souviseji
s vlastnostmi nosic¢i ATB a mohou mit potencionalné dopad na jejich ucinnost.
Rozptyl vysledkd v pripadé baktericidnich testi zifejmé souvisi s homogenitou
disperze ATB v systémech a pravdépodobné také s nizsi reprodukovatelnosti
agarové metody.

4. Cela studie potvrdila, ze jak dva nejbéznéjSi komeréni systémy pouzivané v
ortopedické chirurgii (kostni cementy a porézni siran vapenaty), tak
experimentalni systém TPS/PCL spolehlivé inhibuji rast bakterii (maji
bakteriostaticky uc€inek), ale nemusi byt 100% ucinné pri uplné eliminaci bakterii
(baktericidni ucinek).
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