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Abstrakt

V Cervenci, srpnu a v prosinci probéhl pilotni projekt vySetfovani dostupnosti antibiotik
do plic na modelu selat 1é¢enych VA ECMO. V ramci studie byly odebrany a dale zpracovany
vzorky z plicnice, arterie, ECMO a BAL.

Ke stanoveni analyti byly pouzity rizné analyzatory, kterymi laboratot disponuje, a jsou
schopné provadét potiebna vysetieni. Vétsina analyzatori pouziva meze detekce od vyrobce.
Naméiené hodnoty byly i nizsi neZ tyto meze, bylo dilezité zjistit, zda jsou relevantni a tudiz

pouzitelné pro dalsi statistické zpracovani.

Data z tohoto projektu byla znovu vyhodnocena pomoci nové vypoctenych mezi detekce.
Z celkového souboru 12 selat vSechna projekt uspéSné dokonéila, 2 z nich utrpéla plicni
edém. Pii pouziti VA ECMO nedochazi navzdory zdanlivému snizeni plicniho pritoku
ke snizeni koncentrace vancomycinu, gentamicinu ani amikacinu v plicni tepné a do jedné

hodiny po podani antibiotika mohou byt detekovana v trachealnim punktatu.

Kli¢ova slova: ECMO, farmakokinetika, antibiotika, mez detekce



Abstract

In July, August and December was conducted a pilot project investigating the availability of
antibiotics to the lungs on the model of piglets treated with VA ECMO. In the study were
collected and processed samples from the pulmonary artery, artery, ECMO and BAL.

To determine the analytes there were used different analyzers that are capable of conducting
the investigation. Most analyzers use the detection limit from the manufacturer. The measured
values were lower than those limits, it was important to determine whether they are relevant

and therefore usable for further statistical processing.

Data from this project was evaluated using the newly calculated limits of detection. Of the
total group of 12 piglets all successfully completed the project, 2 of them suffered
a pulmonary edema. It was concluded that the use of VA ECMO, despite the apparent
reduction in pulmonary flow, does not reduce the concentration of vancomycin, gentamicin
or amikacin in pulmonary artery and within one hour after administration of antibiotics can

be detected in the tracheal aspirate.

Keywords: ECMO, pharmacokinetics, antibiotics, limit of detection



Seznam zKratek

a. — arterie, tepna

ALF — alveolar lining fluid, tekutina pokryvajici vnitini povrch plicnich sklipka
ASV — adaptive support ventilation, adaptivni ventilatni podpora
ATB — antibiotika

BAL — broncho-alveolarni lavaz

dx. — dexter

ECMO - extrakorporalni membranova oxygenace

FF — femoro-femoralni

FiO, — fraction of inspired oxygen O2, inspira¢ni koncentrace kysliku
FS — femoro-subclavialni

G+ — grampozitivni bakterie

G- — gramnegativni bakterie

IABP — intraaortalni balonkova podpora

im. — intramuskularni, do svalu

iv. — intravenozni, do zily

MBC — minimalni baktericidni koncentrace

MD — mez detekce

MIC — minimélni inhibi¢ni koncentrace

paCO; — parcialni tlak oxidu uhli¢ité¢ho

paO, — parcidlni tlak kysliku

sin. — sinister



V. —vena, zila
VA — veno-aterialni

VF — fibrilace komor



1. Cil prace

Cilem préace je zjistit zda ma uziti mimotélniho ob&éhu vyznamnéjsi vliv na dostupnost
antibiotik do plic. Hladina antibiotik bude sledovana jak v plicnici, tak v artérii, stejné jako
v broncho-alveolarnim vyplachu. Vysledky budou statisticky zpracovany, jejich hladina bude

korelovana s vysetfenim urey ve shodnych vzorcich.
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2. Uvod

2.1 Anatomie a fyziologie krevniho obéhu a dychaciho systému

2.1.1 Anatomie a fyziologie krevniho obéhu
Propojeni srdce a cév je uskute¢néno malyma velkym krevnim ob&hem.

Maly krevni obéh (plicni)

Do malého krevniho ob&hu je privadéna odkysli¢ena krev z celého téla pres v. cava
superior a inferior do pravé piedsiné, dale pfes trikuspidalni chlopen do pravé komory.
Ptes truncus pulmonalis, ktery se rozdéluje na arteria pulmonalis dx. a sin. je krev ptfivedena
do levé a pravé plice. V plicich se krev okyslicuje a plicnimi zilami, dvé venae pulmonales

dx. a dvé venae pulmonales sin., proudi do levé predsiné srdecni.

Velky krevni obéh (télni)

Ve velkém obéhu je cirkulovana krev okysli¢ena z levé ptredsiné pies bikuspidalni
chlopenn do levé komory, dale do aorty a odtud do celého tcla. Kapilary piivadi krev

do jednotlivych regiondlnich Zil a z nich se vraci horni a dolni dutou zilou do srdce.

Obr.1 Schéma malého a velkého krevniho obéhu (1)
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2.1.2 Anatomie a fyziologie dychaciho systému

Funkci dychaciho systému je pfedevsim vyména dychacich plynii. Slouzi k vnéjSimu
dychéni, coz je vyména plyni mezi vn&jSim prostfedim a plicemi a dychani vnitinimu,
vyména plynii mezi vnitinim prostiedim a tkdnémi. Vyménou kysliku a oxidu uhli¢itého

se dychaci systém podili na udrzovani acidobazické rovnovahy.

Dychaci systém se skldda z hornich cest dychacich zevniho nosu, dutiny nosni,
vedlejsich dutin nosnich, nosohltanu a dolnich cest dychacich hrtanu, pridusnice, pridusek

a plic.

Dolni dychaci cesty

Hrtan — larynx

Larynx je duty, neparovy organ, ktery navazuje na pars laryngea pharyngis. Slouzi
k dychani a tvorbé zvukt. Skelet hrtanu tvofi chrupavky, které jsou pohyblivé spojeny
klouby, vazy a svaly. Uvnitt je pokryt slizni¢ni vystelkou. Dorsalné je hrtan spojen s hltanem

a zavéSen vazivovou membranou na jazylce.
Priidusnice — trachea

Trachea je 12-13 cm dlouha duta trubice navazujici na larynx ve vysi obratle C6. Je
zaveéSena na chrupavce prstencové. Na konci se vétvi na pravy a levy hlavni bronchus.
Trachea je tvoiena 15-20 hyalinnimi chrupavkami, které maji tvar podkovy a jsou orientovany
otvorem dorzalné. Jednotlivé chrupavky spojuji ligamenta trachealia. Vnitini vystelkou
trachey je sliznice, ktera je kryta epitelem typickym pro dychaci cesty, vicefady fasinkovy

S poharkovymi bunkami.
Plice — pulmones — pulmo dexter et sinister

Plice jsou parovy organ, kuzelovitého tvaru, Sedorizové barvy s houbovitou
strukturou. Ob¢€ plice se déli na plicni laloky (lobi pulmonalis), prava plice se déli na tfi
laloky, horni, stfedni a dolni. Leva plice ma laloky dva, horni a dolni. Plice jsou ulozeny
v pravé a levé pleuralni dutiné. Pfi dychéni probihd vyména plyni mezi vzduchem a krvi.
Bronchi, pradusky, které vstupuji do plic se dale vétvi az na bronchioli, pridusinky, na jejichz

konce navazuji alveoli pulmonis, plicni sklipky. [1]
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2.2 Patofyziologie kardiovaskularniho a dychaciho systému

2.2.1 Patofyziologie kardiovaskularniho systému

Srdecni a ob&hové selhani

Srdec¢ni selhani je stav, kdy srdce nedokaze dodavat krev v pfiméfeném mnozstvi, které je

potiebné pro zasobovani jednotlivych organd.

Mezi pfi¢iny vedouci k srde€nimu selhani patii nejCastéji tyto poruchy. Poskozeni
srde¢niho svalu a jeho snizena vykonnost, napiiklad z divodu nahrady svalu jizvou po
rozsdhlych infarktech myokardu. Tlakové pietizeni, kdy je nutno pumpovat krev proti
vysokému tlaku, ke kterému dochdzi zejména pfi arteridlni ¢i plicni hypertenzi nebo pfi
nékterych chlopennich vadach. Objemové pietizeni, pfi kterém se srdce musi pieCerpavat

nadmérné objemy krve, naptiklad pti chlopennich vadach s regurgitaci krve.

Selhani srdce se déli podle mista postizeni na levostranné, pravostranné nebo

oboustranné srdeéni selhani. Dale také na akutni ¢i chronické selhani.

Kardiogenni Sok (postkardiotomicky u infarktu s rupturou komorového septa)

Ke kardiogennimu Soku dochéazi pii kriticky nizkém srdecnim vydeji, ktery je
zapti¢inény zdvaznou poruchou srde¢ni funkce. Dochdzi k nému pii tézkém nebo
opakovaném infarktu myokardu s vyfazenim 40% a vice svaloviny, dale z divodu akutni
chlopenni vady, t€zké arytmie. Nizky srde¢ni vydej je spojen s narusenou funkci srdce, zilni

navrat je normalni a v disledku toho stoupa v komorach tlak na konci diastoly.
2.2.2 Patofyziologie dychaciho systému

Respira¢ni selhani

Respiracni selhdni je mozné diferencovat na respiratni selhdni hypoxicke,
hyperkapnické a smiSené tj. hypoxicko - hyperkapnické. Z hlediska trvani poruchy je mozné
rozliSovat akutni respira¢ni nedostatecnost a respiracni nedostatecnost chronickou. Obecné je

vSak vzdy moZné rozlisit dva fenomény: selhani oxygenace a selhani ventilace.

Respira¢ni selhani je stav navozeny zavaZnou plicni poruchou transportu kysliku,
kterd nedovoluje dostatecnou dodavku kysliku do tkani (selhdni oxygenace — respiracni

selhani hypoxické, parcialni) a stejné tak i adekvatni eliminaci oxidu uhli¢itého (selhani
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ventilace — respiracni selhani hyperkapnické). Respira¢ni selhani je provazeno narustajici

energetickou potiebou vyvolanou postupnym nartistem dechové prace.

V klinické praxi je hyperkapnické selhani provazené i selhdnim oxygenace. Proto
hovotime o respiraénim selhdni globalnim, globalni respira¢ni nedostatecnosti ¢i o selhani

hypoxycko — hyperkapnickém.
ARDS (adult respiratory distress syndrome)

Nekardialni otok plic, kterym plice reaguji na ¢etnd poskozeni. Navic je poskozena
tvorba surfaktantu, je snizend plicni poddajnost a poruSena ventilatné-perfuzni rovnovéha.
Dochazi k hypoxémii a vyrazné dusSnosti s hyperventilaci, hypokapnie. Pfi¢inou byva fada
stavil poSkozujicich alveolarni ¢ast alveolokapilarni membrany, zejména vdechnuti toxickych
latek, ale 1 Zalude¢niho obsahu. Stavy poskozujici jeji kapilarni stranu, tj. endotel plicnich

kapilar jsou naptiklad sepse a dalsi celkové stavy vcetné Soku (Sokova plice). [2, 15, 18, 19]

2.3 ECMO

2.3.1 Extra Corporal Membrane Oxygenation

Extrakorpordlni membranova oxygenace je lécebna metoda vyuZzivajici moznosti
kontrolované vymény plynli v oxygenatoru. Pouziva se v ptipadech, kdy plice nejsou schopny
pInit svoji funkci, jako pfi tézkém respira¢nim selhani kdy nelze ani pomoci fizené ventilace
udrzet hodnoty paO2 a paCO2 v mezich slucitelnych se zivotem. Primarni plicni postizeni

(zanét, inhalace toxickych latek), tézké potrazové stavy, septické a pooperacni stavy.
Veno-venézni ECMO

Metodou volby je v téchto piipadech u dospélych okysli¢ovani zilni krve vracené zpét
do zilniho systému. Jedna se o jakousi smyc¢ku, v niz je odvodna kanyla zavedena do pravé
v. jugularis interna a okyslicend krev je pfivadéna do dolni duté Zily kanylou zavedenou
do v. femoralis. Okruh dale tvofi centrifugélni pumpa a oxygenator. Systém funguje jako plné
uzavieny. Smér toku krve je zvolen s predpokladem, Ze ¢ast okysli¢ené krve precerpa prava
komora srde¢ni do plic a velkého obéhu a ¢ast krve je opét nasata do systému a jesté jednou
vice okysli¢ena. Protoze se jedna o Zilni smycku v systému nemocného, systém je schopen

zabezpecit pouze vyménu plyni a pfipadné ohi'ivani krve, ale nemtiZe zajistit podporu ob¢hu.
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Veno-arterialni ECMO

Pomoci VA ECMO zajistujeme vyménu plynt i podporu obéhu. Pouzivd se
u nemocnych s kombinaci plicniho selhdni a se selhdvanim ob&hu. Odvodnéd kanyla je
zavedena v pravé v. jugularis interna, krev je nasavana do centrifugdlni pumpy, do
oxygenatoru. Navrat do ob&hu pacienta je zajiStén prostiednictvim pravé arteria carotis

communis.

Nevyhodami mohou byt, ischémie ¢asti téla periferné od zavedené tepenné kanyly,

moznost embolizaci, snizeny prutok krve plicemi, riziko organové hypoperfuze.

ot

T
=

- —

Obr. 3 Zapojeni veno-arterialni smycky ECMO FS (2)
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2.3.2 Casti systétmu ECMO
Krevni pumpa

NejcastejSim a nejvice rozsifenym typem krevni pumpy v klinické praxi je rotaéni
valeckova pumpa Vviz obr. 4. Dva protilehlé rolery rotuji v pevném $asi a komprimuji piesné
definovanou silou (tzv. okluzi) elastickou hadici, kterou protéka krev. Nevyhodou tohoto typu
pump je vznik hemolyzy, zptisobené komprimaci pruzného materidlu, omezend hodnota
prutoku, které jsou tyto pumpy schopny generovat a pii vysokych pritocich nepifesné
odecitani skute¢ného pratoku. Tento jev je zplisoben absenci navratu hadice do pivodniho
tvaru a tedy menSim skute¢nym objemem segmentu, ve kterém je krev posouvéana. Takeé
generuji vysoky negativni (saci) tlak, ktery ma znacné destruktivni U¢inky na krevni
elementy. Velikost prutoku, které jsou tyto pumpy schopny generovat, zavisi teoreticky
na velikosti rotoru Cerpadla, typu materialu, z n¢hoz je komprimujici se hadice zhotovena
a poctu otacek rotujicich roleru. V klinické praxi ale velikost pritoku zavisi pouze na poctu
otacek, jelikoz velikost rotoru je standardné definovdna vyrobcem pumpy a materidlem
komprimujici hadice je silikon. Ten je volen pro svou dobrou materidlovou pruznost a rychly
navrat do ptvodniho stavu. Vyhodou pumpy je potom mozZnost opakovaného vyuzivani
a stim souviseji nizké provozni nédklady. Ackoliv ma rotacni valeckova pumpa nejveétsi
zastoupeni v klinické praxi, pro aplikaci v syst¢ému ECMO neni zcela vhodna a to zejména
z diivodu své okluzivni ¢innosti a s tim piidruzenych problému. V aplikaci ECMO se z téchto

davodt pouzivaji pumpy centrifugalniho typu.

Centrifugalni pumpy, viz. obr. 5 pracuji, na principu odstfedivé sily. Na rozdil
od rotacnich pump jsou centrifugdlni pumpy neokluzivni. Jejich vykon zalezi na periferni
rezistenci za pumpou a velikosti pritoku krve do pumpy. Vykon pumpy se tedy v podstaté
reguluje sam a neni zavisly pouze na pocétu otacek rotujiciho kuzelu. To je spojeno
S nasledujicimi nélezitostmi. Zna¢nou vyhodou je absence okluze. Pfi omezeni ptitoku krve
do pumpy nedochazi ke vzniku podtlaku, ktery ma znaéné hemolytické G¢inky spojené
se vznikem mikrobublin vzduchu. Centrifugalni pumpy eliminuji oproti rotac¢nim témet 90%
vSech mikrobublin vzduchu. Na druhou stranu velikou nevyhodou je nutné pfesna monitorace
velikosti pritoku celym systémem a jednorazové pouZiti pumpy a s ni spojené vyssi provozni
naklady. Stupein hemolyzy zplsobeny provozem centrifugalni pumpy je v odbornych

literaturach uvadén nizsi v porovnani s rota¢ni vale¢kovou pumpou.
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Obr. 4 Typ rotacni valeckové pumpy

Oxygenator

vvvvvv

okysliceni krve. Oxygenatory prodélaly v minulosti zna¢ny vyvoj a v souCasné dobé
se pouzivaji tzv. membranové oxygenatory. Pro oznaCeni tohoto typu oxygenatoru existuji

dva druhy zatizeni, v zavislosti na typu pouZit¢ membrany.

Prvnim a nejvice vyuzZivanym typem v béZném klinickém provozu je membranového
oxygenatoru z dutych vliken, kde je membrana tvofena mikroporéznim polypropylenem.
Z ngj jsou vyrobeny kapilary, kterymi proudi plynna smés a v prostoru mezi kapilarami je
vedena krev (extraluminal blood flow oxygenation - ELF). Na membrané kapilary dochazi
vlivem odlisnych gradientii plynné smési a krve k difuzi kysliku a CO2. Nevyhodou tohoto
typu oxygenatoru je jeho vysoka rezistence a sniZzovani u¢innosti oxygenace jiz po nékolika
hodinach pouzivani, vlivem kondenzace vodnich par a soucasného pronikani plazmy

mikropory. Tyto oxygenatory zarucuji efektivni oxygenaci v ¢asovém rozmezi 8-10h.

Druhym typem, v dne$ni dobé¢ jiz nepouzivanym, byl tzv. "pravy" membranovy
oxygenator. Ten byl vytvoien dvojité sloZzenou semipermeabilni silikonovou membranou,
ktera byla spiralovité stoCena v plastovém pouzdie. Mezi vrstvami membrany prochazela
plynnd smés a mezi spiradlou byla vedena krev. Kyslik a CO2 do krve difundoval pies
membranu na zakladé rozdilnych tlakovych gradientu plynné smési a krve
v oxygenatoru. Vyhodou tohoto typu byla moZnost pouZiti i pro casové delsi oxygenace bez
poklesu uc¢innosti. Nevyhodou byla pak vyssi pofizovaci cena a vétsi povrch, se kterym je
krev v piimém kontaktu. V dnesni dobé se uzivaji pro dlouhodobou oxygenaci oxygenatory
z dutych vlaken, kde je "prava" membrana tvofena polymetylpenténem. Efektivita oxygenace

tohoto typu oxygenatoru je vyrobci garantovana v fadu tydni.
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Obr.6 Typ membranového oxygendtoru z dutych vidken s integrovanym tepelnym vyménikem
Vyménik tepla

Je soucasti kazdého oxygenatoru a je umistén na jeho zacatku, jesté pred okyslicovaci
Casti viz obr. 6. Divodem je snizeni tvorby vzduchovych mikrobublin v krvi, pfi zméné
teploty jiz kyslikem saturované krve. Teplo je do primarniho systému, ve kterém je protékajici
krev, pfedavano ze sekundarniho okruhu naplnéného cirkulujici vodou. Ta protéka jednotkou,
ktera cirkulujici vodu ohfiva ¢i naopak chladi. Oba systémy jsou od sebe neprodysné
oddéleny teplovodivou piepazkou, aby nedoslo k prusaku vody ze sekundarniho okruhu do

krve, coz by mélo pro pacienta fatalni nasledky.
Hadice

Na spojovaci hadice je kladena cela rada mechanickych a fyzikalnich pozadavku.
Musi byt maximalné biokompatibilni, maximalné¢ hladké (eliminace vzniku turbulentniho
proudéni) a nesmacivé. Zarovenl musi byt co nejvice mechanicky a chemicky odolné,
elastické a zaroven se nesmi vlivem velkého negativniho tlaku bortit, zalamovat ¢i jinak klast
odpor protékajici krvi. Musi ve spojich dokonale tésnit a odolavat vysokym tlakim aniz by
doSlo k rozpojeni systému. Vnitrni rozmér modie znacené Zilni linky je obvykle 1/2%
a Cerven¢ znaCené tepenné linky 3/8. Materidlem splitujici tato pfisnd kritéria je medicinsky

polyvinylchlorid a medicinsky silikon.
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Kanyly a moZnosti kanylace

Kanyly jsou nejuz$i soucasti celého systému. Velky pratok nevhodné zvolenou
kanylou ma za nasledek destrukci krevnich elementu a v hor§im ptipadé tzv. tryskovy efekt,
kdy jsou vlivem velké energie ,.tryskajici® krve z kanyly uvolnény embolizujici ateromatozni
platy, ¢i dokonce dochazi k disekci (posSkozeni) piislusné cévy. Jejich velikost silné ovliviiuje
také celkovou rezistenci mezi télem pacienta a okruhem ECMO a zaroven znesnadnuje
zavedeni kanyly do téla pacienta, v pripadé¢ méné¢ odporovych vétsich kanyl. Velikost zilni
kanyly, ktera slouzi k odvodu krve z téla pacienta a je limitujicim faktorem pritoku celou
smyc¢kou, se pohybuje mezi 21F az 28F a doporucuje se vyuzivani kanyl s tuhou ptipadné
armovanou sténou. Velikost zavadéné arteridlni kanyly je uvadéna v rozmezi 15F az 21F.
Moznosti kanylace jsou periferni kanylace: a. femoralis, v. femoralis, a. subclavia,

v. femoralis, centralni kanylace: aorta ascendens, pravé atrium. [3, 10, 17]

2.4 Farmakokinetika

Farmakokinetika studuje osud 1é¢iv a jejich metabolitd v organizmu, ten je
charakterizovan absorpci, distribuci, metabolismem a eliminaci. V praxi se jejich poznatkt
vyuziva zejména k vypoctu davkovani 1éCiv a pii odhadu hladin 1€k v ,,neptistupnych*

oblastech (napft. cerebrospinalni likvor, synovidlni tekutina, ...).
Absorpce

Absorpce je déj, ktery popisuje vstiebavani 1é¢iva do organismu z mista jeho aplikace.
Jednou z nejdilezitéjSich velicin, které ji charakterizuji, je biologicka dostupnost. Biologicka
dostupnost udava mnozstvi lé¢iva vyjadiené v procentech, v némz dosahne systémové
cirkulace, a tudiz i ¢asto mista svého uc¢inku. K nejdilezitéjsim parametrim charakterizujicim
absorpci se fadi maximalni plazmatickd koncentrace, a doba, za kterou je ji dosaZeno.
Mnozstvi vstiebané latky v ¢ase udava tzv. plocha pod kiivkou, AUC (area under the curve).

Jeji vy$si hodnota znaci dosaZeni vyssich koncentraci, delsi setrvani v plazmé anebo oboji.
Distribuce

Jakmile se lé¢ivo dostane do organismu, pocinad jeho distribuce, kterou popisuje

veli¢ina distribu¢ni objem. Jedna se o pomér podané latky a v plazmé naméfené koncentrace
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léciva. Jednotkou je I, ptipadné I'kg. Jedna se o fiktivni objem celkové télesné tekutiny nutny
ktomu, jaka byla naméfena v krevni plazmé. Velké hodnoty distribu¢niho objemu
(mnohonasobné¢ pievySujici objem téla) tak sveéd¢i pro distribuci latky do intracelularniho
prostoru a malé (jednotky litrl) naopak pro setrvani v krevnim feciSti a extracelularnim
prostoru. V distribuci 1é¢iva sehrava dilezitou roli hematoencefalicka bariéra — schazi pouze

V oblasti area postrema a eminentia mediana, u gravidnich Zen placenta.
Biotransformace

Ttebaze nékterd 1é¢iva v naSem organismu nejsou metabolizovana vibec a vylucujici
se tak v nezménéné podobe, vétsina z nich je metabolizovana. Biotransforamci se obvykle

zvySuje polarita, ¢imZ se sniZi mira distribuce a omezi se proces reabsorpce v ledvinach.
Exkrece

Léciva jsou z téla vylucovana ve formé matefské molekuly (napt. furosemid, dioxin)
nasledované zazivacim traktem a plicemi. Latka vSak mize byt dale vylu€ovana ostatnimi

télnimi tekutinami (pot, mateiské mléko, slzy). [4, 13, 14]

2.5 Antibiotika

Antibiotika (ATB) jsou latky produkované nejcastéji plisnémi (ale také nékterymi
bakteriemi — napt. streptomycetami), které inhibuji rust ¢i destruuji dal$i mikroorganismy.
Latky s analogickym ucinkem, ovSem vyrobené chemickou syntézou, oznacujeme jako
chemoterapeutika. V obou piipadech je kladen zasadni pozadavek na selektivni toxicitu vici
patogenu a soucasné¢ minimdlni toxicitu na organismus hostitele. Tento vztah vyjadiuje
takzvany chemoterapeuticky index, coZz je pomér mezi davkou toxickou pro hostitele
a ucinnou davkou pro patogen, to znamend, ze vysS§i hodnota svédéi pro veEtsi

bezpecnost/icinnost daného ATB.

Utinnost ATB je in vitro charakterizovana minimélni inhibi¢ni koncentraci (MIC),

pfipadné minimalni baktericidni koncentraci (MBC), pfi¢emZ oboji je stanovovano fedénim

v v
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pti které se dany mikroorganismus prestava mnozit. MBC je nejnizsi koncentrace ATB, ktera

vede k usmrceni mikroorganismu.

Podle spektra ucinku Ize antibiotika délit na ATB pusobici pfevazné na gramnegativni
bakterie (G-) — cefalosporiny I11. generace, aminoglykosidy, fluorochinolony, polypeptidy aj.
A antibiotika ptsobici pfevazné na grampozitivni bakterie (G+) — penicilin, oxacilin,

glykopeptidy, makrolidy aj.
Aminoglykosidy

Aminoglykosidy, piivodné izolované z aktinomycet, inhibuji proteosyntézu vazbou na
30S podjednotku s minimalnim G¢inkem na anaeroby, nebot’ jejich vstup do burnky ¢astecné
zavisi na pritomnosti pfenasece zavislého na dodavce kysliku. Pisobi na G+ (minimalné
na streptokoky) i G- mikroorganismy. Obecné lze fici, Ze se uplatiuji u tézkych uroinfekci,
nozokomidlnich infekci ¢i chirurgickych infekci. Vzhledem ke své vysoké polarité nejsou
vstiebavany ze zazivaciho traktu, a jsou proto obvykle poddvany intramuskularné nebo
intravenozn¢. Vzhledem k vyznamnému postantibiotickému ucinku obvykle postaci

aplikacelx denn¢.

Nejvyznamnéj§imi nezddoucimi uc€inky jsou ototoxicita (ireverzibilni stav, ktery
se muze objevit i po ukonéeni 1éEby — projevuje se jako kochlearni nebo vestibularni porucha;
nejvyssi riziko je u streptomycinu) a nefrotoxicita, zpocCatku se projevujici postupnym
vzestupem sérového kreatininu a mocoviny a snizenou koncentra¢ni schopnosti ledvin;
pomérné¢ vzacné jsou piipady neuromuskuldrni blokady objevujici se u nemocnych
myasthenia gratis, hypokalcémii nebo pii soucasné aplikaci periferné puasobiciho
myorelaxancia. NejvyznamnéjSimi zastupci jsou streptomycin, gentamicin, neomycin

(podavani lokaln¢ v kombinaci s bacitracinem), amikacin, netilmicin a tobramycin.
Gentamicin

Patfi mezi aminoglykosidova antibiotika se Sirokospektrym uc¢inkem. Ma
bakteriostaticky aZz baktericidni G¢inek na vétSinu G- bakterii, jako jsou enterokoky,

mykobakterie a anaerobni bakterie.
Amikacin

Amikacin je aminoglykosidové baktericidni antibiotikum se Sirokym antibakteridlnim

spektrem. Aminoglykosidova antibiotika jsou urcena k 1écbé infekci zptisobenych aerobnimi
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G- bakteriemi. Amikacin mé uzké terapeutické okno. Pfi Zivot ohrozujicich infekcich musi
byt efektivni sérova koncentrace dosazena bez predavkovani, pii kterém se objevuji toxické

ucinky.
Glykopeptidova antibiotika

Vancomycin a dlouhodobgji piisobici teikoplanin jsou rezervni antibiotika vyhrazena
pro zavazné infekce vyvolané napiiklad MRSA; citlivé jsou vSak i enterokoky, streptokoky,
klostridia, listerie a jiné. Psobi vétSinou baktericidné ovlivnénim syntézy bakteridlni stény
tim, Ze se vazou na terminalni D-alanyl-D-alanin na konci peptidovych fetézcl, ¢imz se

zamezi prostorovému zesitovaténi tvorené¢ho peptidoglykanu.

Jsou podavany parenteralné, nebot’ se nevstiebavaji z GIT. Pfi infuzi vancomycinu byl
pozorovan vyskyt anafylaktoidni reakce znamé jako red neck ( red man) syndrom
charakterizovany zarudnutim v obli¢eji, na krku a horni ¢asti trupu, eventudlné s hypotenzi
(doporuéeno je podavat jej v pomalé infuzi, ¢imz se zabrani narazovému vyplavovani
histaminu). Davku vancomycinu je tfeba snizit u seniorti a osob se selhavajicimi ledvinami

(vedle neurotoxickych u€inkt piisobi i1 ototoxicky ¢i neurotoxicky).
Vancomycin

Radi se mezi glykopeptidova antibiotika. Pouziva se pii profylaxi a 16¢bé infekci
zpusobovanych G+ bakteriemi. Je tradicné vyhrazen jako 1¢k, pouZzivany jen v ptipadech, kdy
lécba jinymi antibiotiky selhala; nartst rezistence mikroorganismil proti vancomycinu vsak

znamena, ze je v této roli postupné nahrazovan linezolidem a daptomycinem. [4, 13, 14]

2.6 Anatylika antibiotik

Pro stanoveni hladin 1éki se béZné pouzivaji imunochemické metody. K nékterym
analyzam, jako je kvalitativni vyhodnoceni neznamych vzorku, se pouziva chromatografie.
Muazeme ji rozdélit dle pouzivané mobilni faze na kapalinovou nebo plynovou, pii sSpojeni
s vhodnym detektorem ji lze pouzit i ke kvantitativnimu hodnoceni. Kapalinova
chromatografie mize mit plo§né usporadani, tzv. tenkovrstevné nebo sloupcové uspotradani —
kolonova, je vhodna pfi pouziti vysokého tlaku i pro stanoveni nékterych vitamind, nebo i

dal$ich latek, napt. porfyrint.
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Imunoanalyticka stanoveni

Imunoanalytické metody se mohou délit z vice pohledu:

vV

Kompetitivni stanoveni, Kdy 0 omezené mnozstvi protilatky soutézi antigen ve vzorku
se stejnym, ale znaCenym antigenem ze soupravy. Tato metoda se vyznacuje kalibracni
ktivkou podobnou hyperbole. Stanovovany analyt ma piivodni koncentraci nepiimo zavislou

na velikosti signalu.

Nekompetitivni stanoveni (vétsinou sendvicové), kdy se antigen ze vzorku obvykle
vychytava mezi dvé protilatky, ty jsou pfitomné v reakéni smési v nadbytku. Stanovovany
antigen ma pluvodni koncentraci pfimo umérnou vySce méfené¢ho signalu. Typickym

prubehem je kalibracni ktivka, ktera se podoba parabole.

Nasledujici déleni se vétSinou provadi piredev§im podle pouzité znacky a méefeného
signalu. Nejcastéj$i jsou radioimunoanalyza, enzymoimunoanalyza, fluoroimunoanalyza
a luminiscencéni imunoanalyza. Existuji dalsi metodiky, které se vazi na vyrobce a cely

Systém analyzatoru a reagencii, které jsou neustale ve vyvoji.

Senzitivita a specificita vySetfeni VvV imunochemii jsou dany piedev§im pouzitou

protilatkou, jeji Cistotou a typem. Pouzivaji se protilatky monoklonalni nebo polyklonalni.

Monoklonalni protilatky jsou produkovany hybridomy, ty jsou piipravovany fuzi
imunizovanych slezinnych bunék s nadorovymi a ty jsou po ocisténi a selekci schopné
produkovat jeden dany typ protilatky. S monoklonalni protilatkou lze dosahnout vyssi

specificity a produkovat ji kontinualné. OvSem piiprava je draha.

Polyklondlni protildtky se ziskavaji imunizaci zvifat, jsou to vzdy smési protilatek,
které jsou schopné rozpoznat i izoformy antigenu a tudiz maji vyssi senzitivitu. Zasadni
nevyhodu predstavuje zdvislost na imunizovaném zvifeti a nékdy nelze ziskani protilatky

opakovat.

Detekce a stanoveni se mlze provadét u imunochemickych metod piimo v reakéni
smési, homogenni imunoanalyza, nebo po specifické separaci vytvofeného imunokomplexu,
heterogenni imunoanalyza. Homogenni imunoanalyza se pouziva u metod, kdy pii navazani
protilatky dojde k ovlivnéni znacky, napf. u fluoroimunoanalyzy. Separace imunokomplexa

u heterogennich metod je mozna né€kolika zptsoby: precipitaéné, odsavanim zbytku reakéni
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smési u pevné zakotvené protilatky, magneticky, ptipadné adhezi pouzitych ¢astic vazanych

na protilatku.
Radioimunoanalyza

Je nejstar$i citliva imunometoda (1959), svou citlivosti obcéas pied¢i mnohé
z automatizovanych modernich neizotopovych imunoanalyz. Jako znacka se pouziva témért

125|
)

vzdy y-zati¢, ktery ma poloCas rozpadu 60 dni. Radioimunoanalyza je dostupna

Vv kompetitivnim uspotadéani RIA, 1 v sendvicovém IRMA.
Enzymova imunoanalyza

Znackou, ktera se pouziva, je enzym. V heterogenni enzymoimunoanalyze jSOU t0O
nejbéznéji peroxidaza, ALP a B-galaktosidaza. Méfeni signalu je zavislé na produktu kone¢né
enzymatické reakce. Nejcastéji jsou to barevné produkty, ale pouziva se i méteni fluorescence
nebo chemiluminiscence. Mezi Casto pouzivané a velmi snadno proveditelné stanoveni,
nenaro¢né na techniku, patti ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). | zde lze

pouzivat oba typy uspotfadani, kompetitivni 1 sendvicove.

Mezi enzymoimunoanalyzu z hlediska znacky patti i metoda MEIA, ktera pouziva ke
znaCeni ALP a jako substrat 4-methyl-umbelliferylfosfat. Po separaci imunochemického
komplexu pomoci specifickych mikrocastic se pii enzymatické reakci uvolni 4-methyl-
umbelliferol, jehoz fluorescence se méii. Zplisob detekce se v posledni dobé upiednostiuje
jako rozhodujici kritérium zarazeni metody — takze obvykle byva fazena mezi fluorescencni
imunoanalyzy. Tato metodika je vyuzivana imunochemickym analyzatorem a umoziuje
vySetiovat 1 pomérné velké soubory pacientli v kratkém casovém intervalu. Pomérné casto
vyuzivanou moznosti je také pouziti ALP jako znacky v chemiluminiscen¢nich detekcich.
V tomto piipad¢ odstépuje ALP fosfat z cyklického peroxidu, stabilizovaného adamantanovou

strukturou.

Metodika EMIT (Enzyme Multiplied Immunoassay Technique — chrdnény ndzev)
se pouziva prevazné ke stanoveni l€kd a drog. Je to kompetitivni homogenni enzymova
imunoanalyza, pifi které soutézi o protilatku 1€k ze vzorku s Iékem znacenym gluko6za-6-
fosfatdehydrogendazou. Vazbou na protilatku klesne aktivita enzymu. Aktivni enzym
konvertujp  NAD® na NADH, coZ? umoziuje spektrofotometrickou detekci. Plivodni

koncentrace 1éku ve vzorku odpovidé aktivité enzymu.
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Fluorescen¢ni imunoanalyza

V této metod¢€ se pro znaceni pouzivaji fluorofory a méti se fluorescence. Je znamo

nékolik usporadani, které¢ pouzivaji firmy v riznych uzavienych systémech.
DELFIA (Dissociation-enhanced Lanthanide Fluoroimmunoassay).

Slaba fluorescence se zesiluje uvoliiovanim iontt do prostfedi. Zivotnost fluorescence

je mnohotisickrat delsi nez u bézné fluorescence, coz je vyuzito pii méfeni.
FPIA (fluorescen¢ni polarizacni imunoanalyza)

Je to kvantitativni analytickd metoda vyuZivajici kombinaci dvou principl
kompetitivni imunochemickéd reakce mezi stanovovanym analytem a analytem znacenym
indikatorem (fluoresceinem) o vazebnd mista na specifické protilatce, - méfeni vertikdlné
polarizované¢ho fluorescenéniho zafeni emitovaného na zakladé excitace rovnéz
polarizovanym svétlem. Reakce probihd v homogennim uspotadani bez nutnosti separa¢niho

kroku. Postup je vyuzivan v systémech TDx, IMx nebo AXxSYM firmy Abbott.

Technologie je pouzitelna pro urceni koncentrace malych molekul. Ty se v roztoku
otaceji relativné velkou rychlosti. Pokud je tato molekula oznacena vhodnou fluorescen¢ni
znackou (fluorescein) a je excitovana polarizovanym svétlem vhodné vinové délky, emituje
fluorescencni zareni do mnoha smért. V piipadé jeho detekce rovnéz v polarizované
vertikalni roviné je naméfena pouze jeho mala ¢ast. Pokud vsak tato mald molekula obsadi
vazebné misto specifické¢ protilatky, dojde diky vytvoreni komplexu s velkou molekulou
k vyraznému snizeni rychlosti jeho rotace v roztoku, coz ma za nasledek zvysSeni detekované
polarizované fluorescence. Diky vhodnému uspofaddani je mozné vynechani obvykle
potiebného separacniho kroku k oddéleni tzv. volné a vazané frakce indikatoru analytické
reakce. V ptipadé velkého obsahu analytu ve sledovaném vzorku dojde béhem kompetitivni
reakce k jeho prednostni vazbé na vazebna mista specifické protilatky, v roztoku ziistane
pfedev§im nenavdzany indikator a v disledku toho je naméfena mald polarizovana
fluorescence. Naopak pifi nulové koncentraci analytu ve vzorku je zméfena maximalni
hodnota polarizované fluorescence. Jinymi slovy to znamena, Ze hodnota naméfené odezvy je

nepiimo umeérna koncentraci analytu ve vzorku.
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TRACE — Time Resolved Amplified Cryptate Emission

Je to homogenni fluorescenéni imunoanalyza, ktera vyuziva kryptandy, to jsou
sloudeniny, které fluorofor (Eu®") vazi v trisdipyridylové ,kleci“. Kryptandem se znadi
protilatka nebo antigen, dle typu stanoveni. Na druhou protilatku se vaze fluorofor, ktery
se excituje pfi odlisné vlnové délce nez Eu (pigment z Cervenych fas). Po inkubaci je
imunokomplex excitovan laserem pti 337 nm. Amplifikovana energie pienesena z kryptandu
(donor) na fluorofor (akceptor) je detekovana jako ¢asové prodlouzeny signal pii 665 nm.
Diky ¢asové posunutému c¢teni nerusi fluorescence piimési ze vzorku. Akceptor nevdzany
v imunokomplexu neni excitovan, a tudiz méfeni nerusi. Metoda je v uzivaném uzavieném

systému mimofadné presna a vysledky maji vysokou reprodukovatelnost v sérii i v Case.
Luminiscen¢ni imunoanalyza

Luminiscence se vyuziva jako neradioaktivni metoda v mnohych analytickych
systémech a to predevsim pro svou vysokou senzitivitu. Luminofory, které se pouzivaji ke

znaceni, nemaji interference v biologickém materialu a jsou pomérné stabilni.
Elektrochemiluminiscence (ECL)

Metoda vyuzivajici zna¢eni rutheniovym chelatem, ktery je zodpovédny za svételnou
emisi. Stézejnim ¢inidlem-iniciatorem celé ECL reakce je tripropylamin (TPA), ktery funguje
jako ptenaseC elektronu na rutheniovy chelat (po vlozeni napéti na pracovni elektrodu a
oxidaci TPA a rutheniového chelatu). Pfenosem elektronu na rutheniovy chelat dojde k jeho
redukci na nestabilni excitovanou formu a pfi navratu do stabilniho stavu dojde k vyzareni
fotonu, ktery se méii fotonasobicem. Pomoci analog-digitdlniho konvertoru dostaneme tzv.
seounts®, které jsou kvantifikaci vyzafenych fotond. Pocet ,,counts* je pak umérny
koncentraci analytu ve vzorku. Hlavnim piinosem celé technologie je neustadlé opakovani
oxido-redukénich d€jii na pracovni elektrodé az do spotiebovani TPA - ProCell, coz snizuje

mez detekce a zvEétSuje métici rozsah.
Interpretace nalezi

Vysledky vySetieni hladin 1ékd slouzi 1ékati pfimo k orientaci a k hodnoceni stavu

vvvvvv

vySetteni. Sledovani hladiny léku v séru je u nckterych onemocnéni b&zné vyuZivanou a

nedilnou soucasti praxe. Stanovovani hladiny antibiotik ukazuje, zda ma pacient optimalni
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1é¢bu a zda jsou davky 1éku dostatecné, ptipadné nejsou-li vysoké. U vétsiny 1€kt je nezbytné
davkou udrzet terapeutické rozmezi, Vv nékterych piipadech je toto okno pomérné uzké.

[5, 9, 13, 16, 20]
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3. Material a metody

3.1 Projekt

Studie byla schvalena 1. LF UK Ustavni pé&i 0 zvitata, Ustav fyziologie, 1. lékai'ska
fakulta, Univerzity Karlovy v Praze, v souladu se zdkonem ¢. 246/1992 Sb. na ochranu proti
tyrani zvifat. VSe bylo provadéno se souhlasem etické komise. Projekt objednala Odborna

komise pro praci s pokusnymi zvifaty UK 1. lékatské fakulty pod ¢islem jednacim 316/10.

ECMO slouzi k naléhavé hemodynamické stabilizaci u pacientli vSech vékovych
kategorii s t€Zkym plicnim a srde¢nim selhdnim. Plicni a krevni infekce u pacientii na ECMO
jsou cCasté, proto ma Sifeni a dostupnost antibiotik do organti prvotady vyznam. Venoarterialni
ECMO snizuje pritok krve plicemi, pokles je pfimo imérny mnoZzstvi pratoku mimotélnim

obéhem.
Studie se provadela v Cervenci a srpnu, dalsi odbéry pokracovaly v prosinci.

Do protokolu o prodlouzené zastavé srdce 1é¢ené FF nebo FS ECMO=+IABP, bylo
zatazeno 12 prasnic, 4,5 mésicu starych, o t€lesné hmotnosti 51,5 + 3,5 kg. Po 24 hodinovém
pustu, byla zvifata uvedena do celkové anestezie, jako bolusy byly aplikovany azaperon
(2 mg / kg, im.), nasledn¢ atropin sulfat (0,02 mg / kg, im.) a ketamin hydrochloridum
(15-20 mg / kg, im.), propofol (2 mg / kg, iv.) a morfin (0,1-0,2 mg / kg, iv.).

Pod laryngoskopickou kontrolou byla zvifata orotrachedlné¢ zaintubovana
(vn&jsi pramér 7,5 mm). Kudrzeni celkové anestezie byly podavany kontinudlni infuze
propofolu (8-10 mg / kg / hod) v kombinaci s morfinem (0,1-0,2 mg / kg / hod), hloubka

anestezie byla pravidelné hodnocena fotoreakci, rohovkovym reflexem.

Po stabilizaci anestezie, byla provedena zilni kanylace zavedenim zilniho katetru
do v. femoralis a tepennd kanylace, zavedenim arteridlniho katetru do a. femoralis nebo
a. subclavia (15 F). Kanylace byly provedeny ndhodnym vybérem (FF:FS, 1:1) napojil
se ECMO okruh, s bazalnim pratokem (<10 ml / kg / min) a max. 5000 ot / min.

Pro udrZeni stfedniho tlaku pravé sin€ 3-7 mmHg, byla podana pocatecni iv. infuze
fyziologického roztoku 1000 ml, nasledovala kontinualni infuze 200-500 ml / hod. V ptipadé
potteby kvlili hypovolemii, byly podavany tekutiny v rychlych iv. infuzich.
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Antikoagulace byla zajisténa nefrakciovanym heparinem, bolus (100 U / kg, iv.),
Vv kontinudlni iv. infuzi (40-50 U / kg / hod). Kazdou hodinu byl kontrolovin ACT

(aktivovany srazeci ¢as).

Ventilace byla poskytovana ventilatorem Hamilton G5, s nastavenym rezimem ASV
(Adaptive Support Ventilation), pro udrzeni saturace O, 95-99% a CO, 4,5-5,6 kPa.
Po pfipojeni zvitat na ECMO byl inspirovany podil kysliku na ECMO oxygenatoru smésovaci
plynt zpoc¢atku nastaven na 40% a proudéni vzduchu do 2 1/ min a opakované byl upraven
podle priubézné sledovanych arterialnich krevnich plynd, pro udrzeni pO, a pCO, Vv rozsahu
10-15 kPa a 4-6,5 kPa v krvi. Béhem fazi srde¢ni zastavy, nebyla zvifata ventilovana, ve
fazich 1é¢eni ECMO , byla nastavena a udrzovana minutova ventilace na 100%
predpokladaného MV na zaklad¢ idealni télesné hmotnosti a FiO, byla stanovena na 21%.
Trachedlni aspirat byl ziskdn pomoci saciho katetru s uzavienym systémem, po podani 20 ml

fyziologického roztoku a dvou povinnych vdesich.

V celkové anestezii podstoupila zvifata naprogramovanou fibrilaci komor (VF)
15 minutovou srdec¢ni zastavu s bazalnim ECMO tokem 5-10 ml / kg / min, aby se zabranilo
tromtizaci v ECMO obvodu, minimaln¢ 10 minut po zastavé byl nastaven prutok ECMO
100-120 ml / kg / min. Po obdobi srde¢ni zastavy, po nastupu ECMO 1é¢by, byla zahajena
infuzni aplikace bolusy amikacinu 7,5 mg / kg, gentamicinu 3 mg / kg a vancomycinu 10 mg /
kg v 50 ml fyziologického roztoku ve 30 min. trvajici iv. infuzi. Krevni vzorky pro stanoveni
sérové hladiny (5-10 ml) byly odebrany 30 a 60 minut po pocatecnim bolusu amikacinu,

gentamycinu a béhem 30 a 60 minut po ukonc¢eni infuze vancomycinu.
Ovéreni meze detekce (MD)

Mez detekce je naméfend hodnota veli¢iny ziskana danym postupem méfeni, pro
kterou je pravdépodobnost nepravdivého tvrzeni o nepfitomnosti slozky v materidlu f,

pticemz pravdépodobnost nepravdivého tvrzeni o jeho ptitomnosti je a.

Pti analyze vzorkl, byly naméfeny hodnoty, které byly niz§i nez MD udévana
vyrobcem. Bylo dulezité zjistit, zda lze tyto niz§i hodnoty pouzit pro dal§i zpracovani.
Pro stanoveni limitu detekce se vzorek nafedil do koncentra¢ni fady pod MD uvadénou
kalibratoru fedéného rozpoustédlem, a tak byla zkontrolovana koncentrace analytu. Toto

ovéteni potvrdilo moZnost pouziti nizSich vysledk.
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3.2 PouZivany materidal, metody a piistroje
3.2.1 Pouzivany material, metody

Zpracovavaly se vzorky z BAL, krve z plicnice a krve z ECMO. Vzorky krve byly
odstfed’'ovany co nejdiive, po dobu 10 minut pii 3500 otackach za minutu pii 4 ° C a sérum,
které bylo ziskano z kazdého vzorku, se umistilo do plastovych mikrozkumavek, které byly
ihned zmrazeny na - 70 ° C pro dalsi analyzy. BAL vzorky byly odsttedovany po dobu 10
minut pii 3500 otackach za minutu pii teploté 4 ° C, supernatanty byly odebrany
do plastovych obalt, jakmile se odebraly vzorky krve, byly ihned zmrazeny pii - 70 ° C
az do doby analyzy.

Koncentrace gentamicinu a vancomycinu v séru a v BAL tekutiné supernatantu byly
stanovovany za pouziti automatizovaného fluorescencniho polariza¢niho imunologického
testu (AXSYM, Abbott Laboratories, Abbott Park, IL). Stanoveni gentamicinu ma detek¢ni
limit 0,3 mg / I. Vankomycinovy test ma detek¢ni limit 2,0 mg / 1.

Koncentrace amikacinu v séru a v BAL tekutin¢ supernatantu byla stanovena pomoci
automatizované fluorescen¢ni polariza¢ni metody,( TDX / FLX analyzator, Abbott
Diagnostics, Abbott Park, IL). Pro stanoveni amikacinu je detek¢ni rozsah 0.8 - 50.0 mg /| s

detek¢nim limitem 0,8 mg / I.

Koncentrace mocoviny V séru a BAL vzorkua byla stanovena enzymatickou metodu,
(UREA / BUN, Roche Diagnostics GmbH) v HITACHI MODULAR analyzitorem

v v

linearni od 0,83 - 66,8 mmol / I.
ALF (alveolar lining fluid)

ALF je tekutina pokryvajici vnitini povrch plicnich sklipkt. Bronchoalveolarni lavaz
je technika umoznujici odbér vzorkli z ALF a stanoveni koncentrace ATB. BAL je metoda
umoznujici ziskat bunécné i bunééné slozky z dolnich dychacich cest a alveolii. Po zavedeni
fibrobronchuskopu se aplikuje 20 ml fyziologického roztoku a nasleduji dva povinné vdechy.

Trachedlni aspirat se ziskava sacim katétrem.

30



Urea (mocovina)

Urea je latka snizkou molekuldrni hmotnosti, ktera se snadno Sifi pfes alveolo-

kapilarni bariéru, mizeme piedpokladat, ze koncentrace urey v ALF a v plazmé jsou stejné.
Penetraéni pomér

Antibiotika jsou v plazmé vazana na bilkoviny, zejména na albumin, s volnou ¢asti cca
55%. Kdyby nebylo proteinti v ALF, dalo by se oc¢ekavat, ze koncentrace volného 1éku musi
byt na této urovni, tj. koncentrace dosahujici az 55% koncentrace v plazmé, protoZe volna
frakce méa schopnost proniknout do ALF. N¢kolik mechanismi vSak mize omezit prichod
ATB pres alveolo-kapilarni bariéru. Za prvé, alveolarni epitelové buiiky, které se vyznacuji
¢etnymi zonula occludens, nemusi byt zcela prostupné pro lyofobni ATB (napt. vancomycin),
a proto neumozni prichod molekul ATB. Za druhé, urcité typy bunék, které tvoii krevni-
bronchoalveolarni bariéru maji specifickou metabolickou funkci a mohou byt zodpovédné
za metabolizaci a lokalni degradaci Iéku. A za tfeti, mira ionizace ATB mlZe omezit jejich
pruchod do ALF, protoze ATB napt. vancomycin je pozitivné¢ nabyté. Prob&hly studie, kde

byla prokazana koncentrace vancomycinu v ALF 18%, gentamycinu v ALF 32%.

Penetrace ATB do plicni tkané se zvySuje pii zanétu spojenym s bakteridlni infekci,
ktery je charakterizovan zvySenym prokrvenim, dilataci cév, zvySenou propustnosti cév

a produkci vypotku bohatého na bilkoviny. [6, 7, 8, 11, 12]
3.2.2 Pristroje
AXSYM Abbott

Systétm AXSYM je plné€ automaticky ptistroj umoziujici imunochemickou analyzu
1ékti. Pracuje po vzorcich (random access) s moznosti vloZeni statimovych vySetfeni. Ma
karusel na 20 sad ¢inidel po 100 stanovenich daného analytu. Pro méfeni pouziva dva
zakladni principy, homogenni FPIA pro analyty smalou molekulovou hmotnosti

a heterogenni MEIA pro analyty s velkou molekulovou hmotnosti.

K funkcim tohoto pfistroje patii Siroké menu (vice nez 75 metod), Kapacita az 120
vySetieni za 1 hodinu, pocet vySetfovanych vzorkli 60 primarnich/alikvotnich zkumavek nebo
90 vzorkovych nadobek, automatické provedeni: fedéni, opakované testovani, reflexni
testovani. Pozitivni identifikace vzorki, reagencnich souprav a vzorkovych segmentii pomoci

carovych kodu. Jednoducha obsluha. Pristroj AxSYM je v souladu s Evropskou direktivou
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IVD 98/79/EC oznafen znackou shody CE. Pouziva technologie MEIA (Microparticle
Enzyme Immunoassay) technologie enzymové imunoanalyzy na mikrocasticich a FPIA
(Fluorescence  Polarization Immunoassay) technologie imunoanalyzy vyuzivajici
fluorescen¢ni polarizaci. Rozméry ptistroje AXSYM jsou, §itka 160 cm, hloubka 85 cm,
vyska (v€etné monitoru) 130 cm, hmotnost 300 kg.

a" . .
Obr. 7 AXSYM Abbott (5) Obr. 8 TDx Abbott (6)
TDx Abbott

Systém TDx je urceny pfedevSim pro terapeutické monitorovani 1ékt, toxikologii a
transplantacni diagnostiku. Analyzator TDx je automatizovany ptistroj umoznujici zpracovani
vySetfovanych vzorki v davce. U tohoto piistroje se setkame s jednoduchou obsluhou.
Reagencie jsou ptipraveny k pouziti, vySetfovani v karuselu - davkovani vzorkt do reakénich
nadobek, neni nutné pfesné pipetovani vzorku. Pocet pozic v karuselu je 20 reak¢nich
nadobek. Kalibrace metod je ulozena v paméti piistroje. Pouziva ¢arovych kodi. Reagencie
uréené pro pouziti s pfistrojem TDx jsou v souladu s Evropskou direktivou 1D 98/79/EC

oznaceny znackou shody CE. Nové pfistroje TDx jiZ nejsou uvadény do provozu v EU.

Technologii, kterou tento pfistroj pouziva je FPIA (Fluorescence Polarization

Immunoassay) technologie imunoanalyzy vyuZivajici fluorescencni polarizaci. Rozméry TDx

jsou 8itka 70 cm, hloubka 60 cm, vyska 37,5 cm, hmotnost 49 kg. [9, 16]
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4. Vysledky

4.1 PouZité meze detekce

Pro hodnoceni dat byly pouzity nové meze detekce, které jsou uvedeny v tabulce €. 1 a

vysledky byly porovnany se stanovenymi MD od vyrobce.

Tab. 1 meze detekce

meze detekce
vyrobce ovéreno
Vancomycir] 2 ug/ml | 0,71 ug/ml
Gentamicin| 0,3 ug/ml | 0,20 ug/mi
Amikacin 0,8ug/ml | 0,38 ug/ml

4.2 Pilotni série méreni

Prvni méfeni probihala v Cervenci a srpnu. VSech 8 zvirat uspéSné dokoncilo cely
protokol, byly =ziskany vzorky pro stanoveni vancomycinu od vSech zvifat, vzorky
pro amikacin a gentamicin od 5 zvifat. Sérové hodnoty z ECMO obvodu se statisticky nelisi
od aortalnich, data nejsou uvedena. Vysledky sérové koncentrace ziskané¢ 30 az 60 minut
po podani ze vzestupné aorty a plicni tepny jsou uvedeny v tabulkach. Koncentrace v plicni
tepn¢ jsou stejné nebo dokonce vyssi nez u jinych hodnot. Hodnoty vzorkii bronchidlniho
aspiratu po 30 minutach byly zjistitelné jen u 4 ze 7 zvifat v piipadé vancomycinu, u 4z 5
zvifat pro gentamycin, i pro amikacin. Hodnoty v trachealnim aspiratu za 60 minut byly
zjistitelné u 5 ze 7 zvifat v ptipadé vancomycinu, a u 4 z 5 zvitat v piipadé amikacinu
a gentamicinu. Dv¢ zvifata utrp€la plicni edém a jejich hodnoty trachealniho aspiratu
se odchylily, byly 10x vy$§i v porovnani s hodnotami ostatnich zvifat a byly vylouceny

z analyzy.
ALF (alveolar lining fluid) tekutina pokryvajici vnitini povrch plicnich sklipkt.
ALF = BAL * urea plicnice / urea BAL

Penetracni pomér ATB penetra¢ni pomér = ALF / plicnice
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Vancomycin

Tab. 2 Vancomycin [ug/ml]

Vancomycin po 30 minutach Vancomycin po 60 minutach

 plicnice |  plicnice |
| 2482 | | 19,64 |
[ 2l | [ Zig |
| 164 | 132

| 19,63 | | 1368
| 21,41 | | 17,23 |
| 18,06 | | 137 |
| 22,51 | | 20,01 |

| 273 | 221

Graf 1 Vancomycin — rozdil
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Gentamicin

Tab. 3 Gentamicin [ug/ml]

Gentamicin po 30 minutach Gentamicin po 60 minutach

Graf 2 Genatamicin — rozdil
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Amikacin

Tab. 4 Amikacin [ug/ml]

Amikacin po 30 minutach Amikacin po 60 minutach

124 | | 955 |

Graf 3 Amikacin — rozdil
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Urea

Tab. 5 Urea arterie, plicnice aspirat [mmol/l]

arterie plicnice aspirat
baseline | 30 min
sele

2. 3,4 3,1

3.

4, 4,9 5

5.

6. 3 3

7. 3,4 4.4

8. 2,9 3,5

Penetra¢ni pomér

Tab. 6 Vancomycin [ug/ml]

VVancomycin po 30 min VVancomycin po 60 min

urea | urea . . |Vanco.| pen. | urea | urea . . |Vanco.| pen.

olicnice| BAL | BAL {PIEMCe AL e | pomer [plicnice| BAL | AL [PICM 1 ALE | pomer
sele
2. 3,1 06 (271 | 27,1 | 14,00 | 0,52 3,2 11 1249 | 21,7 | 7,24 | 0,33
3. 222 | 164 25,8 | 13,2
4, 4,9 0,6 27,3 51 34 1223 221 | 3,35 | 0,15
5. 3,5 02 | 33 | 19,63 | 57,75 | 2,94 3,6 04 | 298 | 13,68 | 26,82 | 1,96
6. 3,1 0,5 21,41 3,1 1,1 | 0,03 | 17,23 | 0,085 | 0,005
7. 4,3 0,7 18,06 4,5 05 [ 049 | 13,7 | 441 | 0,32
8. 3,6 1,2 22,51 3,5 1,8 |26,62| 20,01
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Tab. 7 Gentamicin [ug/ml]

Gentamicin po 30 min Gentamicin po 60 min
urea | urea .. |Genta.| pen. | urea | urea . _._|Vanco.| pen.
olicnice| BAL | BAL [Plicnicel “ar e | pomer |plicnice| BAL | BAL [PHCMCE Al E | pomer
sele
4, 4,9 06 |104| 563 | 849 | 151 | 51 34 | 133 | 472 | 200 | 042
5. 3,5 0,2 4,73 3,6 04 |012| 344 | 1,08 | 0,31
6. 31 05 1018 | 589 | 1,12 | 0,19 | 31 11 |{039] 471 | 1,10 | 0,23
7. 43 07 1034 | 722 | 209 | 029 | 45 05 |037| 575 | 333 | 0,58
8. 3,6 12 [235| 82 | 705 | 086 | 35 18 |312 | 7,87
Tab. 8 Amikacin [ug/ml]
Amikacin po 30 min. Amikacin po 60 min.
urea | urea .. |Genta.| pen. | urea | urea .. |Vanco.| pen.
olicnice| BAL | BAL [Pienice) a1 et pomer |plicnice| BAL | BAL [PICMCel A1 £ | pomer
sele

4. 4,9 06 [109| 132 | 890 | 0,67 5,1 34 [137| 11,2 | 2055 | 0,18
3,5 02 [193| 1417 | 33,78 | 2,38 3,6 04 [202| 103 | 1818 | 1,77
3,1 05 [0,77 | 12,4 | 477 | 0,39 3,1 1,1 | 106 ] 955 [ 299 [ 031
4,3 0,7 0,5 | 1535| 3,07 | 020 | 45 0,5 08 | 1557 | 7,2 0,46
3,6 12 | 7,68 | 24,09 | 23,04 | 0,96 3,5 1,8 | 9,35 | 20,88

® | N o

4.3 Série méieni prosinec

V prosinci se méieni provadéla u 4 zvirat, ktera vSechna uspésné dokoncila cely
protokol. Byly ziskany vzorky pro stanoveni vancomycinu a gentamicinu od vsech zvitat, pro
amikacin od 3 ze 4 zvitat. Sérové hodnoty z ECMO obvodu se statisticky neli$i od aortalnich,
data nejsou uvedena. Vysledky sérové koncentrace ziskané 30 az 60 minut po podani
ze vzestupné aorty a plicni tepny s piisluSnym statistickym vyhodnocenim jsou uvedeny
v tabulkach. Koncentrace v plicni tepné€ jsou stejné nebo dokonce vyssi nez u jinych hodnot.
Hodnoty vzorki bronchidlniho aspiratu po 30 minutach byly zjistitelné jen u 3 ze 4 zvifat
Vv piipadé vancomycinu, u vSech zvifat pro gentamicin a u 3 ze 4 zvitat pro amikacin.
Hodnoty aspiratu za 60 minut byly zjistitelné u vSech zvifat v ptipadé vancomycinu,

amikacinu a gentamicinu.
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Vancomycin

Tab. 9 Vancomycin [ug/ml]

Vancomycin po 30 minutach Vancomycin po 60 minutach
sele
1. 18,47 22,08
2. 26,28 21,21
3. 28,45 21,46
a. 18,04
Graf 4 Vancomycin — rozdil
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Tab. 10 Gentamicin [ug/ml]
Gentamicin po 30 minutach Gentamicin po 60 minutach
sele
1
2.
3.
4.
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Graf 5 Gentamicin — rozdil
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Tab. 11 Amikacin fug/ml]

Amikacin po 30 minutach Amikacin po 60 minutach
sele
1. 18,78
2. 23,12 18,57
3. ] 17,77
4, [ ] 12,03
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Graf 6 Amikacin — rozdil
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Tab. 12 Urea arterie, plicnice, aspirat [mmol/l]
arterie
30 min
sele
1. 7
2.
3.
4.

Penetra¢ni pomér

Tab. 13 Vancomycin [ug/ml]

Vancomycin po 30 min. Vancomycin po 60 min.
urea | urea . . |Vanco.| pen. | urea | urea . _._|Vanco.| pen.
plicnice| BAL BAL Iplicnice ALF | pomér |plicnice| BAL BAL plicnice ALF | pomér
sele
1. 47 0,3 0,3 | 1847 | 47 0,25 5,8 0,2 03 | 2208 | 87 0,39
2. 3,4 0,7 1086 | 26,28 | 418 | 0,16 3,5 14 |105]2121| 263 | 0,12
3. 3,6 01 |048 | 2845 | 17,28 | 0,61 3,6 06 [041|2146| 246 | 0,11
4., 1,6 0,4 18,04 15 04 (013 | 149 | 0,49 | 0,03
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Tab. 14 Gentamicin [ug/ml]

Gentamicin po 30 min. Gentamicin po 60 min.
urea | urea .. |Vanco.| pen. | urea | urea .. |Vanco.| pen.
BAL |pl BAL |pl
plicnice| BAL PHENCE! “ALE | pomer |plicnice| BAL PCNICE R nomer
sele
1. 4,7 03 |[513] 7,87 8037 | 10,21 | 58 02 | 136 | 81 |[3944 ]| 487
2. 34 0,7 | 053 | 964 |25743| 0,27 | 35 1,4 | 1,33 | 846 | 3,325 | 0,39
3. 3,6 01 |018| 97 | 648 | 0,67 | 36 06 | 014 | 715 | 0,84 | 0,12
4. 1,6 04 10305/ 881 | 1,22 | 0,14 | 15 0,4 03 | 642 | 1,125 | 0,18
Tab. 15 Amikacin [ug/ml]
Amikacin po 30 min. Amikacin po 60 min.
urea | urea . . |Vanco.| pen. | urea | urea .. |Vanco.| pen.
plicnice| BAL | PAE[Plicnicel ap e | pomer |plicnice| BAL [ 225 {PICMCE AL E | pomer
sele
1. 4,7 03 | 08 18 | 1253 | 0,70 | 5.8 02 | 08 | 1878 | 232 | 1,24
2. 34 07 | 08 |2312| 389 | 0,17 | 35 14 | 1,26 | 1857 | 3,15 | 0,17
3. 3,6 01 | 046 16,56 3,6 0,6 |909 | 17,77 | 54,54 | 3,07
4, 1,5 04 |033] 12,03 ]| 1,24 | 0,10
Souhrn obou méreni
Tab. 16 Penetracni pomér [ug/ml]
Penetra¢ni pomér po 30 min. Penetra¢ni pomér po 60 min.
Vancomycin Gentamicin| Amikacin [Vancomycin Gentamicin| Amikacin
0,51667 1,50858 0,6744 0,33381 0,42267 0,1835
2,94193 0,18947 2,3836 0,15136 0,30523 1,7160
0,25447 0,28928 0,385 1,7160 0,23335 0,3128
0,15895 10,2122 0,2001 0,18483 0,57913 0,4624
0,60738 0,26704 0,6963 0,3219 4,86914 1,2354
0,66804 0,1681 0,39402 0,39303 0,1696
0,13848 0,12376 0,11748 3,0692
0,11463 0,17523 0,1029
0,03272
052 | 029 | 067 0,18 0,35 0,39
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Statistické vyhodnoceni

Pro porovnani plazmatické koncentrace ATB v pfislusné arterii a plicnici byl pouzit

Wilcxontiv parovy test, p-hodnota <0,05 byla povazovana za statisticky vyznamnou.

Hodnoty plazmatické koncentrace ATB v arterii a plicnici se statisticky vyznamné

nelisi v piipadé vancomycinu a gentamicinu po 30 min. a gentamicinu po 30 i 60 min.

U vancomycinu po 60 min. byla p-hodnota 0,006040 a amikacinu po 60 min.
0,015157, hodnoty plazmatické koncentrace ATB v arterii a plicnici se lisi, divodem jsou

prevladajici vyssi hodnoty Vv plicnici nez v arterii.

Tab. 17 vancomycin po 30 min. Tab. 18 vancomycin po 60 min.
Wilcoxonliv parovy test - OznaCené testy Wilcoxontv parovy test - Oznacené testy
jsou vyznamné na hladiné p <,05000 jsou vyznamné na hladiné p <,05000
Pocet - platnych |p-hodn. Pocet - platnych p-hodn.
arterie & arterie &
o 10 0,284504 12 0,006040
plicnice plicnice
Tab. 19 gentamicin po 30 min Tab. 20 gentamicin po 60 min.
Wilcoxonilv parovy test - Oznacené testy Wilcoxoniiv parovy test - Oznaené testy
jsou vyznamné na hladiné p <,05000 jsou vyznamné na hladiné p <,05000
Pocet - platnych | p-hodn. Poéet - platnych | p-hodn.
arterie & arterie &
o 9 0,441269 9 0,109746
plicnice plicnice
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Tab. 21 amikacin po 30 min.

Wilcoxonlv parovy test - Oznacené testy

jsou vyznamné na hladiné p <,05000
Pocet -platnych | p-hodn.

arterie &
o 7 0,865772
plicnice
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Tab. 22 amikacin po 60 min.

Wilcoxonlv parovy test - Oznacené testy

jsou vyznamné na hladin¢ p <,05000
Pocet - platnych | p-hodn.

arterie &
o 9 0,015157
plicnice



6. Zaveér

Pilotni studie byla urcena pro posouzeni ¢asné antibiotické koncentrace v plicni tepné
a praniku do plicni tkan€, byl vyhodnocen trachealni bronchialni punktat u pokusnych zvirat
se srdecni zastavou lécenych VA ECMO. Vysledky naznacuji, ze koncentrace v plicni arterii

brzy po podani se neli$i od koncentrace arteridlni.

U selat s dlouhodobou srde¢ni zastavou, lééenych VA ECMO, a to navzdory
zdanlivému snizeni plicniho priutoku, VA ECMO nesnizuje koncentraci vancomycinu,
gentamicinu ani amikacinu v plicni tepné a do jedné hodiny po podani antibiotika mohou byt
detekovana v trachealnim punktatu, u vétSiny zvifat je penetraéni pomér pro vancomycin

18%, gentamicin 35% a amikacin 39%.

Zapal plic a bakteriémie jsou dvé nejéastéjsi zavazné nozokomialni infekce u kriticky
nemocnych pacientt, a riziko zdpalu plic vzrasta 3- az 10- krat pfi intubaci pacienta
s mechanickou ventilaci, vykazuji vysokou umrtnost (24-76%). Antimikrobialni lécba hraje
vyznamnou roli u téchto infekénich onemocnéni. VSeobecné se ptedpokladalo, ze k priniku
antibiotik do plic dochazi omezené, protoze VA ECMO snizuje plicni priutok krve a rozsah
tohoto poklesu je pfimo umérny mnozstvi prutoku mimotélnim ob&hem, ale tento experiment

prokazal, ze tomu tak neni.

Vysledky vyplyvajici z této studie maji ptinos pro klinickou praxi, vypovidaji
o zpusobu pronikani antibiotik do plicnice. Poznatky mohou byt dale vyuzity
v kardiochirurgickych oborech, v oblasti neonatologie, kde je ECMO ¢astéji uzivanou

1ééebnou metodou.

Omezenim studie bylo, ze nebyly uvaZovany interakce mezi antibiotiky, ktera
se vV kombinacich pti 1é€bé bézné pouzivaji. Tato problematika by mohla byt cilem dalsiho

zkoumani.

U zvifat se zastavou srdce na plné VA ECMO, se nezd4 byt distribuce vySe uvedenych

antibiotik do plic, i1 pfes zdanlivou plicni hypoperfiizi ovlivnéna.
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