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2. Zkratky

ACT — activated clotting time

ALT — alaninaminotransferdza

aPTT — aktivovany parcidlni tromboplastinovy as
AST - aspartataminotransferiza

ATB — antibiotikum

AUC - area under the curve (plocha pod kiivkou)
HPL.C — vysokotlakd kapalinova chromatografie
ICHS - ischemicka choroba srde¢ni

INR — International Normalized Ratio

JP — jednotka intenzivni péce

LPR — lactate/pyruvate ratio

MIC — minimalni inhibiéni koncentrace

MO — mimotélni ob&h

OPCAB - off-pump coronary artery bypass

RIM, RMS, RPLS — ramus intermedius, r. marginalis sinister, r. posterolateralis sinister



3. Anotace

Kardiochirurgické  operace jsou standardni metodou Ié¢by  onemocnéni
kardiovaskularniho aparatu. Béhem operace dochazi v organizmu k vyraznym zménim
fyziologickych funkci, na kterych se v pfipadé srde¢ni operace podili piedevsim pouziti
mimotélniho ob&hu. Negativni G¢inky srdeéni operace a mimotélniho ob&hu na lidsky

organizmus se mohou podilet na rozvoji zdvaznych pooperacnich komplikaci.

Ke studiu zmén metabohzmu, ke kterym dochazi v souvislosti se srde¢ni operaci na
urovnt periferni tkané, a ke stanoveni extracelularnich koncentraci exogennich latek
(antibiotik) v periferni tkani lze pouzit mtersticialni mikrodialyzu, Mikrodialyza je minimalné
invazivni metoda, kterd umozituje biochemické monitorovani endogennich a exogennich latek
v extraceluldrnim prostorn tkani. Je =zaloZzena na pfestupu vzorkdl solubilnich latek

z intersticidlniho prostoru tkadni pfes semipermeabilni membranu.

Cilem prvni ¢ast1 prace je porovnat dvé standardné provadéné metody chirurgické
revaskularizace myokardu — metodu s pouzitim mimoté&iniho ob&hu a bez pouziti mimoté&lniho
ob¢hu (off-pump) — na zakladé¢ vyhodnoceni zmén koncentraci vybranych endogennich
markerd tkafiového metabolizmu v extraceluldrnim prostoru a porovnat zmény tkafiového
metabolizmu jako odrazu perfuze tkan¢ v pribéhu dvou metod chirurgické revaskularizace

myokardu.

Druha Cast prace ma za cil sledovat koncentraci profylakticky podavaného antibiotika
(cefuroximu) v extracelularnim prostoru kosterntho svalu béhem srdeéni operace s pouZitim
mimotélniho ob&hu, porovnat tkéfiové koncentrace s plazmatickymi koncentracemi a posoudit

adekvatnost davkovaciho schématu antibioticke profylaxe.



4. Uvod

Onemocnéni kardiovaskularnitho apardtu pfedstavuji v soucasné dobé nejcastéjsi
onemocnéni, ktera je diivodem hospitalizace. Mortalita kardiovaskularnich chorob je v Ceské
republice se zhruba 850 Umrtimi na 100 000 obyvatel stale vyznamné vys$i nez v zemich
zapadni Evropy. Tato onemocnéni jsou pak zodpoveédna za zhruba 52 % vSech imrti. Nejvétsi
podil prfedstavuje ischemické choroba srdecni. SpoleCnym zajmem zdravotniho systému a celé
spolecnosti je tedy zlepSeni péfe o nemocné se srdeCnimi chorobami. Cilem je snizeni
nemocnosti a umrtnosti s prodlouzenim délky Zivota a zlepSenim jeho kvality u nemocnych
s kardiovaskularnimi chorobami. Kardiovaskularni program, sou¢ast programu ,,Zdravi 21

Ministerstva zdravotnictvi Ceské republiky, patii mezi zdkladni pilite zdravotni politiky statu.

Kardiochirurgickd 1é¢ba srdednich onemocnéni, pfedeviim ischemické choroby
srdecni a onemocnéni chlopenniho aparatu, se stala v rozvinutych zemich standardni metodou
Ié¢by téchto onemocnéni. Rocné je v poslednich letech ve dvanacti kardiochirurgickych
pracovistich Ceské republiky provadéno kolem deseti tisic srdednich operaci u dospélych
nemocnych. Na kardiochirurgické klinice Lékatské fakulty Univerzity Karlovy a Fakultni
nemocnice v Hradci Kralové je roéné uskute¢novano 750-850 srde¢nich operaci. Po stalém
navysovani podtu operaci do roku 2004 zistava jiz tento pocet v poslednich letech nezménén.
Nejcastéjsi kardiochirurgickou operaci pfedstavuje chirurgickd revaskularizace myokardu,

ktera se na celkovém poétu srdeCnich operaci podili téméf z 60 %.

K operaci je indikovano stale vice nemocnych vy3§iho véku. Celorepublikovy vékovy
prumér operovanych se od roku 1993 zvysil z 54 let na 60 let v roce 1998 a v roce 2005
dosahl az 65 let. Ani do budoucna nelze ofekdvat zménu tohoto trendu. Pocet operovanych
nemocnych stariich 70 let vzrostl od roku 1994 z 5,2 % vsech operovanych na 38 % v roce
2005. Pribyva rovnéz nemocnych s fadou dalSich pifidruzenych nemoci, jako je arterialni
hypertenze (75 % nemocnych), diabetes mellitus (35 %), hypercholesterolemie (65 %),
chronicka choroba bronchopuimonalni (22 %), stav po cévni mozkové ptihodé (10 %) a po

prodélaném infarktu myokardu (45 %).

To vie vede ke zvysent rizika operace, prodlouzent doby operace, mimotélntho obéhu
a ve svém disledku k zvySeni rizika vyskytu pooperatnich komplikaci. Pies trvale se

zlep$ujici operaéni postupy, technické vybaveni, peroperacni a pooperaéni pééi viak tyto



operace stale piedstavuji pro nemocného uréité riziko, které vyplyva jak z naro¢nosti vykonu,
tak 1 z celkového stavu operovaného, daného zékladni chorobou a dal$imi pfidruzenymi

komorbiditami.

Ptesto, ze je celkova 30denni mortalita srdeénich operaci pomérné nizka (piiblizné
3,5%; v piipadé izolované revaskularizace myokardu 2,1% v roce 2005), nadim cilem musi
byt i nadédle snaha o zlepSeni vysledkit kardiochirurgickych operaci, prodlouZeni Zivota nasich

nemocnych, ale také snaha o jejich opétovné socialné-ekonomické zatazeni do spoleénosti.

Z tohoto pohledu musi byt na$i snahou snizeni vyskytu piedeviim zavaznych
pooperacnich komplikaci, které se zasadnim vyznamem podileji na pooperaéni mortalité
a morbidité a vedou k prodlouzeni délky hospitalizace, ktere je negativn€ vnimano pfedevsim
ze strany nemocnych. V konedném disledku dochazi ke zvyseni ekonomickych nakladi na

lé¢bu téchto nemocnych.

Rozvoj kardiochirurgie je nemyslitelny bez rozvoje ostatnich lékafskych, ale
1 nelékaiskych disciplin. Rozvoj moderni kardiochirurgie je Bizce spjat s pokrokem v oblasti
mimotélniho obéhu. Jeho aplikace do klinické praxe splnila préni kardiochirurgii — umoznila
pract na zastaveném srdei. 'V sou€asné dobé tvoii operace provadéné v mimotélnim obéhu 86
% viech operaci; pies osm tisic operaci roéné je tedy v Ceské republice provedeno

v mmmotélnim obéhu.

Myslenka ndhrady srdce pumpou, kterd bude schopna zabezpedit priitok organy, je
stara jiz témeét dveé stoleti. Predpovédél ji v roce 1812 francouzsky lékar Julien-Jean LeGallois
Prvni experimentalni prace s piistroji nahrazujicirai funkce srdce a plic byly provedeny az
vroce 1885 Freyem a Gruberem (208). Predchiidkyné, jesté v soucasné dobé standardné
pouzivané rotaéni valeCkové pumpy, byla patentovidna v USA Porterem a Bradleyem v roce
1855. Vroce 1934 své pokusy srotatnim derpadlem publikoval DeBakey. Vyvoj
mimotéiniho obéhu ale nemohl probihat bez vyvoje zafizeni pro okyslicovini krve. Prvni
pokusy o uziti diskového oxygenatoru v experimentu piedstavil jiz v roce 1937 Gibbon (63).
Prvni, bohuzel netspé$ny pokus s mimotélnim obéhem u ¢lovéka provedli Denis a Varco na
Minnesotské univerzité v roce 1951 {45). V roce 1953 proved! prvni Gspé$nou operaci srdce v
mimotélnim obéhu John Gibbon (62). Od té doby dochazi k obrovskému vyvoji v technice
mimotélniho obéhu. Zdokonaluji se jeho jednotlivé Casti — krevni Cerpadla (rotaéni vale¢kova

pumpa, pumpa centrifugalni), oxygenatory (bublinové oxygenatory, diskové oxygenatory,



membrinové oxygenatory), pouzivaji se nové materialy a technologie a zlepiuje se vedeni

vlastniho obéhu.

S aplikaci mimotélniho obéhu do klinické praxe dochédzi také k poznani jeho
nezadoucich uinkdl na lidsky organizmus. Neékteii autofi popisuji jeho vliv na organizmus
jako tzv. kontrolovany Sok (117). Ani nejdokonalej§i systémy mimotélniho ob&hu nejsou pro
organizmus fyziologické a pouZiti mimotélniho obé¢hu b&hem kardiochirurgické operace
v ném zpasobuje patofyziologické zmény. Ty jsou zptisobeny pfedeviim stykem krve s cizim
povrchem systémun mimotélntho ob&hu, zménami v hemodynamice, hemodiluci a hypotermii

béhem mmotélniho obéhu.

4.1. Mimotélni obéh — patofyziologie
a) Styk krve s umélym povrchem

V organizmu je krev oddélena od cévniho fe¢isté a okolnich tkani buiikami endotelu.
Syntetické materialy, z nichz jsou vyrobeny jednotlivé souéasti mimotéiniho obéhu, postradaji
tuto nesmacivou endotelovou vystelku. Kontakt krve stimto povrchem vede k aktivaci
bunénych slozek krve a specifickych proteinii plazmy. Aktivace, ktera pfedstavuje za
normalniho stavn u¢innou obranou reakci s cilem zniCeni cizorodych &astic, vede v prub&hu
mimotélniho ob&hu k nezadouci reakci. Dochézi ke kaskadovité aktivaci hemokoagulagniho,
kalikrein-kininového, fibrinolytického a komplementového systému, které spoleCné s aktivaci
bunéénych soucasti krve vedou k tzv. generalizované zanétlivé reakci organizmu (SIRS —

systemic inflammatory response syndrom) (6, 35, 80, 98, 159, 172).

Aktivované leukocyty a trombocyty spole¢n€ s denaturovanymi proteiny vytvareji
mikroagregaty, které se podileji na mikroembolizaci. Mikroagregaty aktivovanych bunék
{(leukocyty a trombocyty), ale 1 volné builky jsou vyznamnym zdrojem mnoha substanci, jako
napi. vasoaktivnich litek serotoninu, kininu, histaminu, prostaglandinli. Dochazi také
k vyrazné tvorbé volnych kyslikovych radikali, proteolytickych enzymil a mediatorii zanétu
(interleukin-1, tumor necrosis factor aj.) (80, 171, 173, 212). Na povrchu endotelu dochazi
k expresi povrchovych adhezivnich molekul (E-selectin, ICAM-1) (129). Vysledkem vSech
t&chto zmén je naruSeni integrity cévni stény, zmény jeji propustnosti a zmény mikrocirkulace

se viemi dusledky z toho vyplyvajicimi.



b) Zmény hemodynamickych parametrii béhem mimotélniho obéhu

Zakladni vlastnosti organizmu a kardiovaskularniho apardtu je moZnost reakce na
zmény jeho energetickych narokdt zménami minutového srdeéniho vydeje. Béhem
mimotélniho obéhu organizmus tuto schopnost ziraci. Fyziologicky krevni pritok se
u dosp&lého &lovéka v klidu pohybuje mezi 2,8 2 4.0 L m™.min™". B&hem mimot&lniho obshu
je pritok obvykle mnohem mensi a stanovuje se na hodnotu 2,2-24 Lor“min™ (97).
Hodnota, ktera byla experimentaln€ stanovena, predstavuje kompromis mezi velikosti pritoku
a ftraumatizaci krevnich elementd. Daldi snizovani minutového pritoku je mimo jiné
umoznéno vedenim perfuze v celkové hypotermii. Spotieba kyslika v tkanich klesa se

1

snizujici se teplotou organizmu. Spotieba 120 mlmZ.min” kyslike pfi pritoku

2,4 1 m~ min"" v normotermii klesne na 33 ml.m™.min™" pfi teploté 20 °C (35, 55).

I vsoucasné dobé je na mnoha pracoviftich k rutinni perfuzi pouzivano rotalni
valeckové Cerpadlo, tak jak bylo pouzito Johnem Gibbonem vroce 1953 (62). Zakladni
vlastnosti této pumpy je zajidténi kontinudlniho, nepulzatilniho krevni toku. T kdyz klinicka
praxe jiz mmoho let prokazuje, Zze prechodné obdobi nepulzatilniho krevni toku je organizmem
tolerovano, nejedna se o fyziologicky stav (46, 83). Dusledkem linearniho krevniho toku je
systémovéa vazokonstrikce, na které se podilejf podle mnoha studif vazokonstrikéné plisobici
latky, jako je vazopresin (ADH), tromboxan A;, angiotenzin II a dal$i (108, 195, 196).
Nasledkem téchto zmén pak mohou byt zmény v distribuci krevniho toku, znamky periferni

ischemie, ale i zvy3ena prace myokardu v pooperacnim obdobi.

Problematika vySe krevniho pritoku béhern mimotélniho ob¢hu je spjata s velikosti
systémového tlaku. Obecné pijjatym nazorem pro vydi perfuzniho tlaku je wudrZeni
systémového tlaku mezi hodnotami 50 a 75 mmHg a hematokritu 0,20 a 0,25, za pfedpokladu
udrZeni spocitaného pritoku (31). Vyde perfuzniho tlaku je vyslednici nmoha proménnych,
z nichZ z naseho pohledu hraji zékladni roli velikost pritoku krve pumpou a periferni cévni
rezistence (SVR). Vysledkem vSak musi vzdy byt zajiténi dostateCné organové perfuze.
Otazka dostatelné perfuze perifernich tkani a zmény metabolizmu, ke kterym v nich dochézi

béhem mimotéiniho obéhu, nebyla doposud dostateéné vyieSena.
¢) Hemodiluce a hypotermie béhem mimotéiniho obéhu

Dulezitou soucdst vedeni mimotélniho obéhu pfedstavuje hemodiluce. Zmény

hematokritu krve, ke kterym dochazi v pribéhu mimotélniho obéhu, maji nejvétsi vliv na



viskozitu krve. Ta pak piimo ovliviiuje organovou mikrocirkulaci. Pritok tkénémi je nepiimo
umérny viskozité krve. Ve spojeni s mimotélnim ob&hem piestavuje hemodiluce (pokles
hematokritu) dileZity nastroj k zachovani dostate¢né tkailové perfuze i pii nizsich priitocich

nez za normalnich podminek (117).

Snizeni spotieby kysliku v orgénech, zpomaleni tkétiového metabolizmu a zachovani
energetickych zasob je béhem kardiochirurgickych operaci dosahovano pomoci systémové
hypotermie. Ta umoziiuje zvysit toleranci organil k pfipadné hypoxii. Pfes mnoho pozitivnich
u¢inky hypotermie dochazi v organizmu t k mnoha negativnim reakcim. Dochézi ke zménam
ve funkci mnoha organli — srdce (zpomaleni srdeéni frekvence, arytmie), plic (zvétSeni
anatomického i fyziologického mrtvého prostoru), ledvin (pokles krevniho pratoku, sniZeni
tubularni reabsorbce), jater (snizeni metabolizmu a exkreéni funkce) (117). Diisledkem
vzestupu viskozity krve, produkce katecholamind a latek s vazokonstrikénim {(¢inkem
dochazi k zvySeni periferni a plicni cévni rezistence, které mohou vést az k poruse
mikrocirkulace. Pro pfevazujici negativni uCinky hypotermie je od ni postupné upousténo

a vétdina operaci v mimotélnim ob&hu je jiz vedena v normotermii.

4.2, Off-pump revaskularizace

V koronarni chirurgii vedla snaha o snizeni poopera¢nich komplikaci a snizeni do té
doby znamych nezadoucich a¢inkd mimotélniho obéhu k vyvoji operacni techniky bez pouziti
mimotélniho obéhu, tzv. metody off-pump. Prvai zpravy o revaskularizaci myokardu bez
klasického mimot&lniho ob&hu 1ze datovat jiz do 60. let 20. stoleti (52, 144). V roce 1964
provedl Kolesov prvni mamarokoronarni by-pass rovnéz bez pouziti mimotélniho ob&hu (49).
Avsak zdokonaleni mimotélniho ob&hu a pouzivani kardioplegie k ochrané myokardu pied
ischemii umoznilo provadét revaskularizace na zastaveném srdci a vedlo k rutinnimu
pouzivani mimotélniho ob&hu v klinické praxi. Revaskularizace metodou off-pump tak byla

ree
1

na nékolik let ,zapomenuta®“ Teprve na konci 80. let doslo k ,znovuobjeveni” metody
chirurgické revaskularizace bez mimotélniho obéhu (15, 28, 158). Rozdifeni této metody
umoznilo mimo jiné zdokonaleni stabiliza¢nich systémi (86) a zavedeni intrakoronarnich
shunt do praxe (164, 200). Metoda revaskularizace bez mimotélniho obéhu, tzv. metoda off-
pump (OPCAB — off-pump coronary artery bypass), se tak stala alternativni metodou ke

klasické revaskularizaci s pouzitim mimoté&lniho obéhu. Mnoho studii potvrdilo srovnatelné

-10-



vysledky této techniky s operacemi v mimotélnim ob&hu a pokles nékterych nezidoucich
uéinkd b&hem operaci off-pump. Niz3i aktivaci systémové zandtlivé reakce a mensi aktivaci a
koncentraci zanétlivych mediatorii (6, 147, 159, 180), snizenou tvorbu kyslikovych radikal a
mensi znamky oxidativniho stresu (2, 32, 61), mensi poskozeni srdeéni tkdné s poklesem
koncentrace kardiomarkeri v krvi (57, 147), snizeny vyskyt pooperatnich cévnich
mozkovych piihod (160) nebo mensi riziko pooperaéni renalni insuficience (77, 119).
V neposledni fadé bylo prokézano, ze revaskularizace touto metodou jsou spojeny s poklesem
pooperacnich krevnich ztrat (160), s mensim mnoZstvim podavanych transfuznich prosttedki
v pooperaénim obdobi, kratdi délkou pooperaéni intubace, hospitalizace na jednotce

intenzivai péde a celkovou délkou hospitalizace (4, 30, 119, 151).

4.3. Srdecni operace jako mozna pri¢ina pooperacni komplikace (zmény

perfuze tkani, infek¢ni komplikace)

Operace s vyuzitim mimotélniho obéhu, ale i revaskularizace bez jeho pouziti jsou
spojeny se zménanu fyziologickych funkci organizmu. Jak jiz bylo popsino vyse, ovliviiuje
samotny mimotélni obéh mnoho zékladnich fyziologickych funkci. K ovlivaéni organizmu
dochézi nepochybné také béhem revaskularizace technikou off-pump. Uspéiné provedeni
koronarni anastomozy vyZaduje piesnou vizualizaci mista distdlni anastomdzy. Toho je
docileno pomoci polohovani srdce v perikardialnim vaku nebo mechanickou stabilizaci &asti
srdeéni stény. Nasledkem je obvykle pokles arteridlniho tlaku. Pokles krevniho pritoku
v periferni tkani pak miize vést k zménam tkaového metabolizmu s naslednym ovlivnénim

pooperaéniho priubéhu, vEetné vzniku pooperaénich komplikaci.

wrw

Mezi vyvolavajici pfiCiny vzniku peroperatnich a pooperacnich komplikaci patii
systémove a organové zmény, ke kterym dochazi v dusledku sniZzeného prokrveni nékterych
tkdni béhem operace a v asném pooperanim obdobi. Pii srde¢ni operaci dochazi k
redistribuci krevniho toku v periferii a splanchniku v didsledku vazokonstrikce v téchto
oblastech (22, 58, 127, 148, 184). Tyto zmény pak mohou vést k zavaznym renalnim,
gastrointestindlnim &1 jinym komplikacim. Zmény v organizmu, zpisobené pouzitim
mimotélntho ob&hu (celkovd zanétlivd reakce, poruchy hemokoagulace, mechanické
poskozovani elementl), ale také béhem operace off-pump se mohou rozhodujici mérou

podilet na rozvoji pooperaénich komplikaci.
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Doposud viak neexistuje metoda, kterd by byla schopna exaktné stanovit zmény
prokrveni té€chto oblasti a mapovat tak jejick metabolizmus. Piimé méfeni pritoku
splanchnikem &1 kosternim svalem b&hem rutinni srdeéni operace je technicky neschidné.
Vyhodnocovani standardné sledovanych parametru (arteridlni krevni tlak, centralni Zilni tlak,
srdeCni frekvence, saturace O; v kapilarnim fecisti, teplota, periferni cévni rezistence ap.)
b&hem vykomu poskytuje vysledky celkové, nemnformuje vSak o regionalnich zménach
a neumoziiuje kontinudlni sledovani zmeén v extiaceluldrnim prostorn. Tento prostor je
v pfimém kontaktu s buiikami tkani, a zmény v jeho slozeni tak odraZeji aktualni metabolicky
stav bun¢k. Klasické metody studia metabolickych zmén v tkanich a organech, zahrnujici
vySetfovani dostupnych télesnych tekutin nebo vzorkd ziskanych biopsii, zprostfedkovavaji
pouze celkové informace o vySetfované tkani. Jednou z moznosti monitorace extracelularniho
prostoru je kontinudIni sledovani pomoci mikrodialyzy. Je to minimdlng invazivni metoda pro
studium intersticialnitho metabolizmu organt a tkani za fyziologickych i patologickych
podminek. Nespornou vyhodou této metody je moznost sbéru vzorki z riiznych mist.
Umoziiuje sledovat kinetiku vybranych analytt (endogennich i exogennich) v mistech, ktera
nejsou zadnym jinym znamym zpiisobem dostupna. Analyza vybranych latek intersticialniho
metabolizmu, predev§im pak zmeény koncentraci v Case, umoZituje hodnotit aktualni
metabolicky stav vySetfované tkan€. Schopnost stanovit intersticialni koncentrace exogennich
latek, tedy latek do organizmu vpravenych, skyta dalsi vyhodu této metody. Tak lze napi.
sledovat koncentrace profylakticky podavanych antibiotik v extracelulamim prostoru
jednotlivych tkani v pritbé¢hu operace 1 vpoopera¢nim pribéhu a diky tomu udrZovat
pozadovanou koncentraci antibiotika v tkanich. Je to jedna z cest, jak sniZit vyskyt zavaznych

infekénich komplikaci.

Vyskyt viech druhti nozokomidlnich infekei v souvislosti s kardiochirurgickym
vykonem je udavdn mezi 5 a 20 % (102, 150). Ranné a mediastinalni infekce spolu
s pooperacni endokarditidou vedou k zvySené pooperacni morbidité a mortalité, k prodlouzent
délky celkové hospitalizace a zvySenym ekonomickym nakladim. Incidence rannych
infekénich komplikaci je uddavana v rozmezi 0,9-20 % (33, 126, 162), incidence
mediastinitidy v rozmezi 1-2 % (19, 59, 65). Infekéni komplikace v kardiochirurgii vyzaduji
vét§inou opakovanou chirurgickon, vysoce rizikovou intervenci spolené s velmi agresivni
a ekonomicky néakladnon medikamentézni é¢bou. Pouziti syntetickych materiali
v chirurgickych oborech, jako napf. chlopennich protéz nebo cévnich nahrad, muze mit

v pfipadé infekénich komplikaci pro nemocné tragicke nasledky.
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Na priniku a roz8ifeni infekéniho agens se b&hem srdedni operace podili fada faktort.
Nekolik hodin trvajici vykony, rozsdhlé operaéni pole, katétry umisténé ve velkych cévach
operovaného, mimotélni obeh spolu s hypotermii & hemodiluci nebo kanyly pro MO, zm&ny
perfuze perifernich tkani béhem operace, vlastni negativni dopady MO na imunitni sytém a
krevni elementy. Farmakokinetika antibiotik béhem vykonu v mimotélnim obéhu je dale
ovlivaéna hemodiluci, hypotenzi a snizenou perfuzi perifernich tkani, celkovou hypotermii,
snizenou rendlni funkci a clearance, alteraci vazebné schopnosti bilkovin, sekvestraci
antibiotik v systému MO, zménami v distribuénim objemu a izolaei plic z cirkulace (78, 131,
132, 169, 216).

Kardiochirurgicky nemocny ma casto fadu pfidruzenych onemocnéni, které dale
zvy$uji riziko naslednych pooperacnich komplikaci, vCetné infekénich. Mezi rizikové faktory
vzniku rannych infekci a mediastinitidy patfi napi. diabetes mellitus, obezita, reoperace,
zhorSené renalni funkce, délka operace a mimotélniho ob&hu, pouziti obou wvnitinich

mamarnich arterii jako $tépu aj. (19, 33, 65, 150, 162, 217).

Antibiotickd profylaxe bakterialnich infekei se stala standardni metodou ochrany
pacienttl béhem kardiochirurgické operace a v ¢asném pooperanim obdobi (53, 54). Cilem
antimikrobidlni profylaxe je dosazeni takové sérové a tkanové hladiny antibiotika, kterd
v dobé operace piesahuje minimalni inhibi¢ni koncentrace pro organizmy, jez mohou byt
pti¢inou infekéni pooperacni komplikace. Otézkou je, =zdali profylaxe, ktera je na
kardiochirurgickych pracovidtich v soucasnosti praktikovana, chrani nemocného dostatecné
po celou dobu operace a v Casném pooperaénim obdobi. Studie hodnotici adekvatnost
davkovacich schémat profylakticky podavanych antibiotik jsou standardné zaloZeny na
vyhodnoceni sérovych koncentraci antibiotik. Vyrobei lékit navic neuvadéji mformace
o davkovani daného 1é¢iva v pfipadé chirurgickych operaci s pouZitim mimotélniho ob&hu.
V piipadé rannych infekei probihd infekce ¢astéji v extracelularnim prostoru nez v plazmé.
V urceni terapeutického efektu je tak dileZit&j$i urCeni koncentrace volného (nevazaného)
antibiotika v intersticialni tekuting, které je zodpovédné za antibakteridlni efekt. Nedostatecna
hladina antibiotika v cilové tkani mize byt tedy jednou z pfi¢in sethdni antiinfekéni terapie
a rozvoje lékové rezistence. Jednou z moznosti, jak méfit koncentraci volného nevazaného

lé¢iva, mize byt i intersticialni mikrodialyza (109—-111).
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4.4. Intersticialni mikrodialyza
4.4.1. Historie

Zadatek historie intersticialni mikrodialyzy se datuje do 60. let minulého stoleti. Prvni
pokusy vpoznani sloZzeni intersticidlniho prostoru tkani spoéivaly v aplikaci specidinich
Ldialyzaénich vackh®, tvofenych polopropustnou membranou, do tkdné zvifat. V roce 1966
Bito et al. (20) unplantovali vacky, ve kterych po vyjmuti méfili hladiny elektrolyti a
aminokyselin, do mozku psa (146). Konstrukce mikrodialyzaéni membrany byla postupné
zdokonalovéana, aZ vroce 1974 Ungerstedt and Pycock oznamili pouziti tzv. hollow-fibres

(205). Vyvoj téchto ,,vlaken* vedl az k dnesni podobé mikrodialyzacnich katétri.

Zpocatku byla mikrodialyza vyuzivana k méfeni koncentraci neurotransmitera
vnervové tkani laboratornich zvifat. Pozdé&ji se tato metoda stala uziteCnym nastrojem
v poznani metabolickych déji a sloZeni extracelularni tekutiny i v jinych tkénich. Mezi
prikopniky této metody patii piedeviim skupina védci ze Svédska [Ungertedt a Meyerson
z Univerzity Karolinska ze Stockholmu (204), Hillered z Univerzity v Uppsale (76), Lonnroth
z umiverzity v Goteborgu (112, 115, 116)] a Delgado ze Spojenych stath americkych (44).

V roce 1987 publikuje Lonnroth prvai zkuSenosti s aplikaci mikrodialyzacni kanyly
u ¢lovéka ve studii koncentrace ghikézy v podkozni tkani zdravych dobrovolniki (115). Od té
doby bylo popsane mmoho praci o vyuZiti intersticidlni mikrodialyzy s aplikaci do riznych
tkdni a organi, napf. mozku, oka, srdce, plic, solidnich tumoru, stiev, peritonedlni dutiny,

podkozni tukové tkané, kosterni svalové tkané, jater, slinivky biini a jinych (43, 194).

4.4.2. Princip

Mikrodialyza je zalozena na ziskavani vzorku solubilnich latek z intersticidlniho
prostoru tkani pfestupujicich semipermeabilni membranou do perfuzniho roztoku, ktery je
nasledné analyzovan, Zakladnim principem mikrodialyzy je vlastn¢ napodobit funkci krevni
kapilary (obr. 1) (5, 43, 203). Ta je pfedstavovanid mikrodialyzacni sondou, kterda je
proplachovana vhodnym fyziologicky neutralnim elektrolytovym roztokem (napi. Ringeriv
roztok).
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Obr. 1. Schematické znizornéni principu intersticidlni mikrodialyzy.

J

ra .. .
* extracelularni tekutina

V soucasné dobé se vyuzivaji dva typy katétrli, které se 1i8i uspofadanim piivodné a
odvodné kanyly. Prvni systém tvori pfivodna kanyla pfipojend k jednomu a odvodnd kanyla
pfipojena k druhému konci vlastni mikrodialyzacni sondy, tzv. sériové uspofddani. Druhy
systém piedstavuji komeréné vyrdbéné katétry. Pfivodnd a odvodna kanyla jsou zde
uspoiddany tzv. paralelné. Kanyly jsou z ¢asti zasunuty do sebe a tvofi tak sondu se dvojitym
luminem. Vné&j§i ¢ast sondy je z Casti tvofena vlastni semipermeabilni membranou (178).
Semipermeabilni membrana, ktera je nejcast&ji vyrobena z polyamidu, polyethylensulfonu (7,
72, 175) nebo jiného polopropustné¢ho materidlu (48), piedstavuje nejdiileZit&jsi ast celého
systému. Membrana svymi vlastnostmi (velikost pdri, ndboj aj.) mé vliv na pfestup latky do

Y4

mikrodialyzatu. Hodnota ,.cut-off* membrany, tedy velikost ,porii* se obvykle pohybuje od
1 000 do 50 000 Da (dalton). V praxi je moZné studovat i latky vysSich molekulovych kolem
100 000 Da. Problémem je velikost pdri membrany, pies které dochdzi spife k mikrofiltraci
nez mikrodialyze (5). Na druhou stranu pravé nemoZnost pfestupu latek vy$$i molekulové
hmotnosti, pfedev8im bilkovin, zaru¢uje relativni stalost ziskaného mikrodialyzatu, v kterém
nejsou piitomné bilkovinné enzymy. Nedochazi tak k degradaci ziskanych latek a ty mohou
byt analyzovany s Casovym odstupem.

Bé&hem vlastni mikrodialyzy je katétr pfipojen k velmi pfesné mikropumpé s linearnim
davkovanim a kontinualn& proplachovan fyziologicky neutrdlnfm roztokem. Perfuzni roztok
je pfivadén k semipermeabilni membrané, kde dochaz{ k pfestupu latek, a ndsledné odchazi

jiz jako mikrodialyzat. K vyrovnani dochazi na zakladé difuze latek podél koncentraéniho
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gradientu pfes dialyzaéni membranu (24). Piestup latek pies membranu se uskutediuje jak
smérem z intersticia do perfuzniho roztoku, tak také ve sméru obraceném. Pfidanim
vazoaktivni nebo metabolicky aktivni latky do perfuzniho roztoku je mozné ovlivnit
metabolizmus na Grovni extracelularniho prostoru a zaroven sledovat tkanovou odezvu

analyzou ziskaného mikrodialyzatu (106, 122, 167).

Obvykla rychlost perfuze se pohybuje mezi 0,1 a 10 plmin™ (5). Nizké rychlosti je
tieba k dokonalému vyrovnani koncentraci latek mezi intersticidlni tekutinou a perfuznim

roztokem v sondé.

Latky malé molekulové hmotnosti a latky lipofilni sndze pfestupuji pfes membranu.
Malé molekuly, vazané na bilkovinné nosice, prochazeji pies membranu obtizng. Proto lze
mikrodialyzou stanovit pouze koncentrace volnych, nevazanych latek (5). Metodou
intersticialni mikrodialyzy je méfena koncentrace latek v intersticidlnim prostoru v tésné
blizkosti sondy. Tento prostor byl podle nékterych studii vypocten na pfiblizné 100 mg tkang
(167). Koncentrace intracelularni se neméfi. I kdyz se jedna o minimalné invazivni metodu,
aplikace kanyly do tkané pochopitelné vzdy zpusobi miniméalni poskozeni nékterych bunék
v tkani s uvolnénim nitrobunééného obsahu a zvySenim lokalniho krevniho pratoku. Proto po
aplikaci mikrodialyza¢ni kanyly do tkané vzdy nasleduje ¢asovy interval nutny k zotaveni
okolni tkané, jehoz délka zaleZi na typu vySetfované tkané a latky. Obvykle se pohybuje mezi
30 a 90 minutami. Teprve pak je mozné zahajit viastni méfeni (167, 178). Na druhou stranu je
mozZné ponechat katétr v tkani i del$i Casovy interval, aZz n¢kolik dni. Histologické vysetieni
tkané po 12 hodinach mikrodialyzy v n¢kterych studiich potvrzuje pouze malou zanétlivou

odezvu v okoli membrany (43).

4.4.3. Recovery

Skute¢na koncentrace latek v extracelularnim prostoru nemuze byt jednodude uréena
z koncentrace latky v mikrodialyzatu. Ve vétiné piipadi dochazi k nedokonalému,
(inkompletnimu) vyrovnani koncentraci latek mezi intersticiem a perfuznim roztokem v sondé
(24, 167, 178). Hovotime o tzv. recovery &i extrakéni frakci. RozliSujeme tzv. relativni

recovery a absolutni recovery.
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Relativni recovery, hodnota uvedend v procentech, vyjadiuje pomér mezi koncentraci
latky v mikrodialyzétu a v intersticidlnim prostoru. Relativai recovery = (koncentrace iatyzt —
koncentraceperuzat) * (Koncentraceiersicum — KONCENtrace e fz) . Ve vétiing piipadd perfuzni
roztok neobsahuje sledovanou latku a rovnici lze zjednodusit: recovery (%) = 100 x

koncentracegialyzs: * koncentrace;mersticiom (178).

Hodnoty relativai recovery 100%, tedy tzv. Gplného vyrovnani, by bylo teoreticky
dosazeno pii nulové rychlosti. Hodnota postupné klesa pii zvySujici se rychlosti perfuze.
Absolutni recovery je definovana jako mnozstvi latky, které prestoupi za urlity &asovy
interval pfes membranu sondy. Nabyva hodnoty nula pfi nulové rychlosti perfuze a piiblizuje

se svému maximu pii vy$Sich rychlostech perfuze.

Hodnota recovery je ovliviiovana mnoha faktory. Proto se recovery urfena na zakladé
experimenttl in vitro se rizni od hodnot ziskanych pii pokusech in vivo (178). Hodnota

recovery in vitro dan¢ latky je konstantni pro uréitou rychlost perfuze, teplotu a typ sondy.

V prehledu jsou uvedeny nékteré zakladni faktory, které ovliviiuji hodnotu in vitro recovery

(178, 5):

délka a prumér membrany,

rychlost perfuze,

teplota prostiedi,

molekularni hmotnost stanovené latky,
tvar molekuly stanovené latky,
molekularni ndboj,

fyzikalné-chemické vlastnosti latky,
hodnota ,cut-off* dialyzaéni membrany,

schopnost vazby na membranu sondy,

¥V V. ¥V ¥V V¥V ¥V ¥ V¥V V¥V V¥

daldimi faktory jsou napi. pH prostfedi a degradace latky v prostfedi.

Slozit&j3i situace nastava v piipadé uréeni in vivo recovery. Tkanf prostupuji latky na
zédkladé difuze intersticialni tekutinou okolo bungk smeérem k mikrodialyzani sondé.
Transport latky extraceluldrni tekutinou limituje jeji pfisun k membrané sondy a nasledné tak
1 vlastni recovery (5). In vivo recovery je tedy navic ovlivnéna lokalni tkafovou rezistenci.

Vlastnosti okolni tkdné mohou také zpusobit odchylky hodnot recovery pro danou latkn mezi
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jednotlivymi tkanémi u téhoz jedince (167). Stanoveni hodnoty recovery in vitro pomoci
pokusu se zavedenim sondy do roztoku ve zkumavee (in vitro) a vypoltu poméru koncentrace
v mikrodialyzatu a koncentrace latky v okolnim prostiedi neni pro pouziti v pokusech in vivo
vhodné. Pii nasledném vypoctu koncentraci latky v tkani na zakladé takto stanovené hodnoty
recovery muze dojit ke zkresleni vysledki, nebot recovery in vivo dosahuje niZ3i hodnoty nez

hodnota stanovena in vitro (5).

In vivo recovery je vyslednici mnoha proménnych. S prodluzujici se délkou
membrany a s klesajici rychlosti perfuze stoupa hodnota recovery a obracené. Latky malé
molekulové hmotnosti a hydrofilni latky prochazeji pfes membranu snaze nez latky o velké
molekulové hmotnosti a latky lipofilni. Mal¢ molekuly, vdzané na bilkovinné nosice,
prochazeji pies membranu sondy obtizng, proto mikrodialyzou lze stanovit pouze koncentrace

volnych, nevazanych latek v intersticiu.

Dilezitym momentem pii pouziti mikrodialyzy v kvantitativnich studiich je stanoveni
spraviné hodnoty recovery a urceni intersticialnich koncentraci. V praxi bylo a je pouzivano

nékolik metod stanoveni recovery.

Nejstar§i metoda, tzv. mass transfer metoda je zaloZzena na postupném snizovani
rychlosti perfuze a zménach koncentraci latky v mikrodialyzatu. Zakladni myslenkou tohoto
konceptu je, Ze pfi nulové rychlosti je koncentrace v mikrodialyzatu stejna jako koncentrace

extracelularni (5, 85).

Velmi ¢astou metodou urceni recovery je metoda ,,zero-net-flux,, a metoda ,,zero-
flow*™, které jsou zalozeny na dosazeni ustaleného stavu (115, 152, 178). Metoda zero-net-flux
byla poprvé popsdna Lonnrothem pfi stanoveni koncentrace glukdzy v tukové tkani.
Principem této metody je nalezeni takové koncentrace latky perfuzniho, vstupujiciho roztoku,
ktera se rovna koncentraci latky v mikrodialyzatu. Nedochazi tak ke ztratam ani k ziskavani
latek z intersticia pfes membranu. Koncentrace latck se na obou strandch membrany rovnaji.
Vztah mezi koncentraci latky v perfuznim roztoku a mikrodialyzatu je nasledné uren pomoci

linedrni regresni analyzy (82, 115).

Jinym zpuasobem urceni recovery je zména rychlosti perfuze mikrodialyzaéni kanylou.
V prubéhu mikrodialyzy je perfuze vedena riznymi rychlostmi. Vysledné koncentrace latky
v dialyzatu jsou graficky vyjadieny a nasledné analyzovany. Metoda je zalozena na

pfedpokladu 100% recovery pfi nulové rychlosti perfuze, ktera je viak v praxi nemozna (24).
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Metody tzv. retrodialyzy a reverzni dialyzy jsou zaloZeny na predpokladu stejné
rychlosti difuze latky vobou smérech pies semipermeabilni membramu (178, 192).
VySetiovana latka je pfiddna do perfuzniho roztoku. Na zakladé vztahu mezi koncentraci
latky v perfuzatu a nukrodialyzatu je podle vztahu recovery (%) = 100 - (100 x
koncentracegiayza ¥ konoentracepe,ﬁlzm“l) uréena piisluind hodnota recovery (15, 27, 84, 138,
199).

In vivo recovery mize byt uréena také pomoci radioizotopii. Do perfuzniho roztoku je
piidina izotopem znacena latka. Pomé&r koncentrace znalené latky v mikrodialyzatu
a perfuzatu je pouZit pfi stanoveni tkanové koncentrace neznacené latky v extracelularnim

prostoru (5, 91).

Ke zjidténi skuteéné extracelularni koncentrace latky v extracelularnim prostoru lze
také pouzit katétr s v&t§i délkou membrany (30 mra a vice) a velmi pomalé rychlosti perfuze
(0,3 ulmin™). Cilem je teoretické dosazeni 100% recovery (5, 24). V experimentilnich
pracich lze pii vypoltu intersticialni koncentrace pouzit specialni matematické modely (189,

190).

4.4.4. Vyhody a nevyhody intersticialni mikrodialyzy

Jak jiz bylo uvedeno pii mikrodialyze je rychlost perfuze velmi mald. Obvykle se
pouzivaji rychlosti mezi 0,1 plmin ' do 10 plmin". Pfi této rychlosti perfuze je celkovy
objem ziskaného vzorku velmi maly. Z toho prameni mnoho praktickych problémit. MnoZzstvi
vzorkn muze byt tak malé, Ze je nedostateCné k nasledné chemické analyze. Pfi perfuzi
pomalou rychlosti (0,1 plmin™ a méng) také dochézi k vyraznym ziratdm vzorku

odpafovanim (24).

Pii vyi8ich rychlostech perfuze s cilem ziskat vét§i mnozstvi vzorku dochadzi pouze
k c¢aste¢nému vyrovnani. Klesa tak hodnota recovery. NaSi snahou je stanovit tkafovou
koncentraci latky v uréitém kratkém Casovém intervalu, ktery vede k malému mmnoZstvi
ziskaného vzorku, a zéroveft dosdbnout co nejvétsitho vyrovnami mezi sondou a okolnim
prostiedim. Vysledkem je tedy vzdy uréity kompromis mezi perfuzni rychlosti, velikosti
recovery a objemem ziskaného vzorku. Nékteii autofi se snazi vyfesit tento probiém pfidanim

osmoticky aktivnich latek (napt. dextran) do perfuzniho roztoku (70, 98).
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K analyze takto malych objemi vzorki je tfeba velmi citlivych analytickych metod,
jako napf. plynové chromatografie, hmotnostni spektrometrie, kapilarni elektroforézy,

tmunoanalytické metody a v neposledni radé HPLC (5, 178).

Jednou z vyhod mikrodialyzy je moznost relativné neinvazivné studovat metabolizmus
tkani m vivo v delSim ¢asovém useku (n€kolik hodin az dni) (136). Jiné metody, jako napfi.
biopsie, jsou pro pacienty jiz vice invazivani nebo jsou pro béznou praxi a vyzkum nedostupné.
Mikrodialyza se tak stava cennym prostifedkem pii studiu tkdni, které nejsou béznymi
metodami snadno piistupné (metabolizmus mozkové tkang, srdeéni svaloviny, oko) (167).
I pfes malé mnozZstvi ziskaného vzorku Ize v dialyzatu stanovit vice latek soub&zné. Technika
imtersticialni mikrodialyzy je snadna a nevyzaduje na obshihujicim personalu vétsi technické
schopnosti. Pro pacienty pfedstavuje pouze maly dyskomfort. Nevyzaduje ani imobilizact

pacientl nebo zvifat pfi pouziti k tomu uzpisobenych sond a technického zafizeni.

Muze byt pouzita k simultdnnimu studiv riznych tkani (napf. svalova a tukova tkait)
nebo studiu stejného typu tkdné v rizné lokalizaci (podkoZni tukova tkafn bii$ni stény

a stehna).

Vyssi potizovaci naklady jsou dany cenou kanyly, ale 1 cenou preciznich mikropump,

vysoce citlivych analytickych metod nebo sterilizaci materidlu v humannim vyzkumu.

Mikrodialyza umoziiuje studovat pouze latky hydrofilni. Hydrofobni latky a latky
s vysokou vazbou na bilkovinné nosiée nelze towto metodou stanovit. ObtiZny piestup
bilkovin pfes membranu se tak stdva vyhodou. V ziskaném vzorku nedochézi k nezadouci
enzymatické degradaci latek. Nekteré prace se vSak zabyvaji moZnosti stanoveni latek
bilkovinné povahy (napf. inzulinu). Toho je dosaZzeno pomoci membrany s vysokym , cut-off*
{90).

Pii stanoveni tkanové koncentrace latky je¢ problémem kalibrace. Stanoveni vztahu
mezi koncentraci latky v mikrodialyzatu a extracelularni tekutiné je zakladnim pfedpokladem

této metody v kvantifikacnich studiich.

4.4.5. Aplikace v experimentalni a klinické praxi

Metoda  intersticialni  mikrodialyzy, zpocatku pouZivand ve  vyzkumu

neurotransmittert, se postupem Casu ukazala jako cenny prostiedek v ziskavani informaci

-20-



o metabolizmu na urovni extracelularniho prostoru. Uplatnéni nasla pii studiu metabolizmu

mnoha endogennich a exogennich latek v tkanich Zivych organizmi.

Svalova tkan, podkoZni tukova tkaf a kiize jsou pro svoji relativni pfistupnost Castym
mistem aplikace mikrodialyzacni sondy. Vyzkum se pfedeviim soustfed’'uje na stanoveni
lokélnich zmén koncentraci endogennich latek v periferni svalové tkani kosterniho svalu &i
periferni tukové tkani a posouzeni lokalniho krevmiho pritoku. Stanoveni koncentraci
nékterych latek, jako napf. glukézy, laktatu, pyruvétu, urey, kalia, cytokimi, vypovida
o zmén¢ metabohzmu svalové tkang za riznych fyziologickych a patologickych podminek (3,

8,23, 38, 51, 64, 79, 93, 101, 104, 113, 114, 118, 120, 141, 168, 170, 182, 201).

Ubytek , flow-markeru®, nejastji etanolu nebo gentamicinu, z perfuzniho roztoku je
pak umérny krevnimu pritoku (73, 74, 193). Tkéfiové koncentrace latek, které jsou zékladni
komponentou kontraktilnich proteinli aktinu a myozinu, pak vypovidaji o stupni svalové

proteolyzy (202).

Ponechdni katétru v tkani po deldi Casovy interval bez nutnosti opakovaného
odebirani bioptickych vzorkll se s vvhodou pouziva pii studiu tkané centralniho nervového
systému (12, 60, 165). Mikrodialyza nala uplatméni piedev§im v intenzivni péci
u neurochirurgickych nemocnych v monitorovani sekundarni ischemie vznikajici po poranéni
mozkové tkané nebo mtracerebralnim krvaceni (17, 75, 134). Pfimé sledovani mistnich zmén
koncentraci latek spojenych s energetickym metabolizmem (laktat, pyruvat, adenozin, inozin
a hypoxantin) muize v klinické praxi slouzit jako tzv. marker ischemie. Vzestup poméru
koncentrace laktat / pyruvat se ukézal jako Casny indikator mozkové ischemie a vzestup
koncentrace glycerola je zase indikatorem porudené integrity neuronilni membriny (47).
Mikrodialyza se tak stala sou¢asti tzv. , Lund terapie® v 16¢bé traumatického poskozeni mozku
(145).

Hematoencefalickd bariéra predstavuje pro mmoho 1ékt piekazku v piestupu do
parenchymu mozkové tkané. Aplikace mikrodialyzaéni sondy do mozku umozituje posoudit
schopnost systémové aplikovanych 1éki prochazet pies bariéru do intersticia nervové tkané

(149, 176, 177, 191).

Miniinvazivita mikrodialyzy umozZnila i aplikaci sondy do organi dutiny biidni, jako
Jsou stfeva, pankreas, jatra (87, 88). Mikrodialyza stievni stény a stanoveni koncentraci latek

spojenych s energetickym metabolizmem je cennym nastrojem v poznani stfevni ischemie,
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kiera je vaznou komplikaci snizeného krevniho priitoku béhem srdeéni zastavy, Sokového
stavu nebo srdeéni operace (198). Nékteré experimentalni prace na zvifatech se zabyvaji

vlastnostmi stfevni stény a funkci stfevni bariéry (34, 87-89, 99, 103, 183, 185, 186).

Experimentalni mikrodialyza nasla uplatnéni i v Easné detekci ischemie myokutannich
lalokli po rekonstruk&nich operacich v plastické chirurgii, kde ischemie pfeneseného laloku
a jeho mozné ohroZeni cévnim uzavérem piedstavuje zavaznou pooperalmi komplikaci.
Podobné lze mikrodialyzu vyuzit i v transplantani chirurgii S Gspéchem byla pouZita napf.
pi1 monitorovani ischemicko-reperfuzniho poskozeni nékterych transplantovanych organd
(175, 181).

V poslednich dvou desetiletich se mikrodialyza stala velmi oblibenou v preklinickych
a khnickych farmakologickych studiich mnoha farmakologicky aktivnich latek (napt.
antibiotik, cytostatik, dermatologicky aktivnich latek, latek pusobicich na centralni nervovy
systém) v riiznych mistech lidského téla. Vyhodou in vivo mikrodialyzy pfed ostamnimi
metodami je schopnost niéfit koncentrace volné latky v extracelularnim prostoru, které je
hlavnim mistem plisobeni mnoha 1€kt (92). Dostateéné sérové koncentrace lééiva nejsou vzdy
spojeny s adekvatni klinickou odpovédi. Pii¢inou selhani 1é¢by miZe byt nedostateina
koncentrace latky v misté jeho pisobeni. Proto se mikrodialyza ukézala jako velmi nadéjna
metoda ve farmakokinetickych a farmakodynamickych studiich. Cilem je optimalizovat
davkovaci schéma mnoha v praxi pouzivanych 1éka (42, 110, 135, 140, 188). Nadgjnou
metodou se ukdzala mikrodialyza i vurCeni lokalniho metabolizmu a koncentrace

chemoterapeutik v nékterych solidnich nddorech (21, 41, 50, 121, 139, 137, 166, 197).

Piednosti topicky aplikovanych latek je snizeni nezadoucich u¢inkd, které souviseji
s jejich systémovym podanim. Zakladnim pfedpokladem je i zde dostatecnd tkafova
koncentrace, kterou lze pomoci mikrodialyzy ur&it. Casto jsou sledovany koncentrace topicky
aplikovanych nesteroidnich protizanétlivych 1ékii, lokalnich anestetik a jinych lokélng
pouzivanych latek (39, 40, 142, 178, 187).

Maly rozmér mikrodialyzaéni sondy je s vyhodou vyuzivan pii studiu endogennich
latek a koncentraci 1€kt v riznych tkanich oka zviat. To je umoZnéno intraokularni aplikaci

sondy (16, 66, 163).

Z pohledu kardiochirurgického pracovisté je tieba se zminit o doposud publikovaném

vyuziti mikrodialyzy v experimentalnim studiu srdeéni tkané a v kardiochirurgii. Minimalni
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rozinéry sondy a mald invazivita dovoluje bezpeénou aplikaci sondy do myokardu stény
srde¢ni komory nebo mezikomorového septa. V experimentalnich pracich na zvifatech byl
pomoci mikrodialyzy sledovan vliv ischemie na srdeéni sval (213, 215), zmény metabolizmu
béhem ischemie a kardioplegické srde¢ni zastavy (9, 10, 69, 94, 128, 133, 174, 206, 210, 214,
218) a vliv n&kterych latek na zmény metabolizmu a stupefi ischemie (36, 81, 214). Dalsi
prace popisuji stupefi pofkozeni mozkové tkané béhem mimoténiho ob&hu, hypotermie
a srdeCni zastavy (13, 25, 37, 153, 179).

Habicht et al. (68) publikoval prvni Usp&$né zavedeni mikrodialyzaéni sondy do
srdeéniho svalu ¢lovéka. Nasledovalo mnoho praci stanovujicich rizné latky v intersticialnim
prostoru myokardu. Stanoveni koncentraci troponinu T, aspartdtaminotransferdzy, glukézy,
laktatu, pyruvétn, glycerolu, gluthathionu a jinych endogennich litek bylo vyuZiio
k posouzeni ischemicko-reperfuzniho poskozeni myockardu béhem kardiochirurgické operace,
béhem kardioplegické srdecni zastavy a v pooperaénim obdobi (11, 71, 95, 96, 107, 125, 143,
154-156). Ojedmélé jsou pak priace, vnichz Solligdrd et al. (184) analyzoval zmény
metabolizmu a perfuze v tlustém stfevé a Mandak et al. (124) vliv celkové hypotermie béhem

kardiochirurgické operace v mimotélnim ob&hu na prokrveni periferniho svahs.
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5. Cil prace

1) Vyhoduoetit pouziti intersticialni mikrodialyzy pii vyzkumu extracelularniho prostoru

2)

3)

4)

5)

6)

perifernich tkdni se zamé&fenim na kardiochirurgické operace.

Kontinudlné monitorovat metabolické zmény odehravajici se v extracelularnim

prostoru kosterniho svalu béhem srdeéni operace metodou intersticidlni mikrodialyzy.

Pomoci mikrodialyzy porovnat dv& standardni metody revaskulariza¢nich operaci
myokardu pro ICHS. Operaci uskutecitovanych v mimotélnim ob&hu a operaci bez
mimotéiniho obéhu (OPCAB). Zjidténim rozdilh metabolické aktivity perifernich tkani
a jejich prokrveni bé¢hem odlisnych zptisobi vedeni operace v korelaci s ostatnimi

vysledky a poopera¢nim stavem nemocného porovnat dané metody vedeni operaci.

Stanovit vzdjemnou zéavislost (korelaci) mezi vybranymi biochemickymi markery
tkafiového metabolizmu kosterniho svalu, stanovenymi mikrodialyzou, a vybranymi

parametry v peroperacnim a pooperaénim pribéhu chirurgické revaskularizace.

Urcit a vyhodnotit tkafiové (extracelularni) koncentrace profylakticky podavaného
antibiotika b&hem kardiochirurgické operace v mimotélnim ob&hm zcela novou

metodou intersticidlni mikrodialyzy.

Posoudit adekvatnost standardné pouzivaného davkovaciho schématu vybraného
profylakticky podéavaného antibiotika béhem srde¢ni operace v mimotélnim obéhu a
posoudit viiv mimoténiho obéhu na distribuci antibiotika do periferni tkané. Porovnat
ziskané intersticialni koncentrace a koncentrace antibiotika v plazmé, porovnat
zjisténé koncentrace s minimalni inhibiéni koncentraci (MIC) testovaného antibiotika

pro predpokladana agens.
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6. Zmény metabolizmu v perifernim (kosternim) svalu béhem

kardiochirurgické operace: on-pump versus off-pump revaskularizace

6.1. Soubor nemocnych

Soubor této ¢4sti studie byl tvofen 40 ndhodng vybranymi nemocnymi s ischemickou
chorobou srde¢ni, u kterych byla provedena srdecni operace, chirurgicka revaskularizace
myokardu, na Kardiochirurgické klinice Fakultni nemocnice a Lékarské fakulty v Hradci

Kralové Univerzity Karlovy v Praze.

Studie probihala se souhlasem etické komise Fakultni nemocnice v Hradci Kralové.
Nemocni byli pfed zafazenim do studie plné informovéani o priilbéhu studie a podepsali

informovany souhlas.

Od tnora 2007 do listopadu 2007 bylo zafazeno do studie Ctyficet nemocnych (33
muzi, 7 zen), ktefi podstoupili planovanou chirurgickou revaskularizaci myokardu (tab. 1).
Do studie nebyli zafazovani nemocni indikovani k akutni operaci, reoperaci, nemocni
s tézkou systolickou dysfunkci levé srdeéni komory (ejekéni frakce levé komory srdedni
< 30 %), rendlnim selhanim (sérovy kreatinin > 180 pmol1™) nebo nemocni v dialyzaénim
programu, nemocni se znamkami lokaini nebo systémové infekce ¢i z&ndtu. Viichni nemocni
spliiovali kritéria pro operaci bez pouziti mimotélniho obéhu i s mimotélnim obchem.
Operujici kardiochirurg byl vzdy s mnohaletymi zkuSenostmi s operaéni technikou bez

mimotélniho obéhu i s pouZitim mimotélniho obdhu.

U nemocnych byla provedena vesSkera rutinni predoperaéni vySetfeni (fyzikalni
vySetfeni, biochemické a hematologické vySetieni krve, vySetfeni moce, RTG plic, EKG, UZ

srdce a koronarografické vysetieni).
Nemocni byli pfed operaci nahodné zafazeni do 2 skupin:

» Skupina A byla tvofena 20 nemocnymi, u kterych byla provedena revaskularizace

myokardu s pouzitim mimotélniho ob&hu (on-pump).

» Skupina B byla tvofena 20 nemocnyrni, u kterych byla provedena srdeéni

revaskularizace myokardu bez pouziti mimotélniho obéhu (off-pump).
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Zakladni pfedoperacni charakteristiky souboru jsou shrnuty v tabulce 1, vybrand data

z peroperacniho a pooperatniho pribéhu jsou uvedena v tabulce 2 a 3.

6.2. Metodika a material

6.2.1. Anestezie

Premedikace: Vecer pred operaci bromazepamum (Lexaurin, Krka, Slovinsko) +
bisulepini hydrochloridum (Dithiaden, Zentiva, CR). Zpravidla 1,5 mg Lexaurinu a 2 mg
Dithiadenu p. 0. Réno v den operace 1,5 mg Lexaurinu + 2 mg Dithiadenu. Od palnoci

nemocny laény.

Uvod do anestezie: Po kanylaci arteria radialis byl podan sufentanyl v davee Ipgkg '

(Sufenta, Janssen Pharmaceutica N.V., Belgie), propofol v dédvce 1 mg.kg™ (Propofol 1%
ohresenius”, FresemiusKabi Deutschland GmbH, SRN), svalova relaxace zajisténa
cisatracuriem v davee 0,1 mgkg™ (Nimbex, GSK, Italie). Latky podany intravenézné. Po
podani této medikace byla provedena intubace nemocného, kanylace dvou centralnich zilnich
katétr, zavedeni nazogastrické sondy, nazopharyngeédlnitho a rektilniho teploméru a

permanentniho mocového katétru.

Vedeni anestezie a analgezie; Anestezie byla udrzovana sufentanylem

0,5 pgkg'h™ a propofolem (1 mgkg'h™), dostatetndi myorelaxace zajiiténa
cisatracuriem (0,04 mgkg 'h') v davkach zajidtujicich adekvatni anestezii, myorelaxaci
a hemodynamickou stabilitu v pribéhu operace. Isoflurane (Forane, Abbot Laboratories,
Velka Britanie; 0,7-0,8 %) byl piidavan v kysliku.

V prabéhu operace byla zaji§téna monitorace arterialniho tlaku, centralniho Zilniho

tlaku, pulzni oximetrie a monitorace 6svodovym EKG.

6.2.2. On-pump technika

Po provedeni medialni sternotomie a perikardotomie byly kanyly pro mimoté&lni ob&h
zavedeny do vzestupné aorty (arteridlni kanyla) a pfes pravou siit do dolni duté Zily (zilni

kanyla — dvoustupiiova ,two-stage” kanyla). Celkova heparinizace byla zajiSténa heparinem
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(Heparin Lé¢iva, Zentiva, CR) v dévce 2,5 mg.kg™. Hodnota ACT (Activated Clotting Time)
byla udrzovana nad 480 sekund (HEMOCHRON® International Technidyne Corporation,
Edison, USA). Systém mimotélniho obdhu se skladal z membrinového oxygenatoru
s integrovanym vymeénikem tepla (Polystan Safe Maxi, Maquet Cardiopulmonary AG,
Hirrlingen, SRN) a valeckové pumpy s nepulzatilnim tokem (Stéckert S3, Sorin Group,
Mnichov, Némecko). Standardni soucésti tepenné linky byl filtr s filtratni schopnosti 40
mikroni (Jostra Quart, Maquet Cardiopulmonary AG, Hirrlingen, Némecko). Hadicovy okruh
mimotélniho ob&hu byl slozen z PVC (polyvinylchlorid), kromé rotoru Cerpadla, kde byla

pozita silikonova trubice.

Primamni napli systému mimotélniho ob&hu se skladala z krystaloidi (Hartmaniv
roztok nebo Ringerfundin), koloidnich roztokii (10% Rheodextran nebo Voluven), 10%
Manitolu, 8,4% NaHCO3, MgS0O4 5 000 TU heparinu a 50 ug noradrenalinu. Napli
neobsahovala antibiotika. Operace probihala v celkové normotermii (teplota jadra nad 35 °C)
s kalkulovanym pritokem krve 2,4 1m > min ', stfedni arteridlni tlak byl udrzovén mezi 50
a 75 mmHg. Hodnota hematokritu nad 20 % (20-25 %).

K ochrané¢ myokardu pfed ischemii po dobu uzavéru aorty svorkou bylo pouzito
antegradni aplikace studenc¢ho (4 °C) krystalického kardioplegického roztoku (St. Thomas
solution, Ardeapharma, Sevétin, CR) nebo studené krevni kardioplegie (krev : roztok St.
Thomas v pomeéru 4 : 1), ktera byla opakovana kazdych 20 minut. Zevné bylo srdce
ochlazovano ledovou tiisti. Proximalni anastomdzy aortokoronarnich by-passt byly nasivany
na ascendentni aortu po povoleni aortdlni svorky. Po provedeni proximalnich anastoméz
a odstranéni kanyl MO byl heparin vyvézan protaminem (Protamin Valeant, ICN, CR) (1 : 1)
za kontroly ACT.

Hodnoty acidobazické rovnovahy vnitiniho prostiedi a krevnich plyni byly po dobu
mimotélniho ob&hu udrzovany ve fyziologickych hodnotach (metoda ,,alpha-stat®).

6.2.3. Off-pump technika

Celkové heparinizace byla zajiSténa intravendzni aplikaci heparinu v davce 1 mgkg
za kontroly ACT nad 250 sekund. Mechanicka stabilizace mista koronarni arteriotomie byla

zaji§téna pomoci mechanického stabilizdtoru Guidant (Guidant Acrobat, Vacuum Stabilizer
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System, Santa Clara, CA, USA) nebo pomoci stabilizatoru Octopus (Octopus Evolution
Tissue Stabilizer, Medtronic Inc., Minneapolis, USA). Hemostiza zajisténa pomoci
silikonového turniketu okolo koronarni arterie. K zlepSeni vizualizace mista anastomdzy jsme
pouzili  blower” s oxidem uhli¢itym (Guidant Axius Blower, Guidant, CA, USA). Po
provedeni koronarni arteriotomie byla provedena vlastni anastomdza. V pripadé znamek
hemodynamické nebo elektrokardiografické nestability byl pouzit intraluminalni , shunt™
(Guidant Axuis Coronary Shunt, Guidant, CA, USA).

Pokles arterialniho tlaku zpisobeny polohovanim srdce béhem provedeni anastomézy
byl kompenzovan adekvatnim podavanim intravenodznich tekutin, zajiStujicim dostatecné
plnéni srdce, polohovanim (Trendelenburgova poloha) nebo podavanim vazopresort
k udrzeni stfedniho arteridlniho tlaku nad 50 mmHg.

Po skonceni revaskularizace byl heparin vyvazan protaminem.

6.2.4. Mikrodialyza (design)

Po uvodu do celkové anestezie, pfed vlastnim chirurgickym zakrokem, byl
nemocnému za sterilnich podminek a bez pouziti lokdlni anestezie zaveden do levého
deltového svalu mikrodialyzagni katétr CMA 60 (CMA/Microdialysis AB, Solna, Svédsko)
(obr. 2, 3). Jedna se o komeréné vyrabény katétr obsahujici semipermeabilni membranu
z polyamidu (délka membrany 30 mm, vngjsi primér 0,6 mm) a s ,,cut-off* membrany 20 000

Daltong.

Sonda byla vpriibéhu celého experimentu proplachovéna Ringerovym roztokem
(Ringer’s solution, Braun Melsungen AG, Melsungen, Némecko: Na' 147 mmolI”, K*
4 mmol. I, Ca™ 2,25 mmoll?, CI'" 156 mmoll™, 309 mosmol.I™") konstantni rychlosti
0,1 mLh' pomoci linearni pumpy (Pilote A2 IS2, Fresenius Vial, Le Grand Chemin, Brezins,

Francie).

Pied zahajenim vlastniho sledovani byl katétr po dobu minimalné 30 minut
proplachovan Ringerovym roztokem. Odebirani vzorkti bylo zahajeno v dobé kozni incize.
Mikrodialyzaty byly odebirany v 30minutovych intervalech v pribéhu celé operace (t0,5 = 30
minut, t1,0 = 30 minut — 60 minut atd.). Pfi vyméné zkumavek bylo poéitano s ,mrtvym

prostorem” (Casové zpozdéni) mezi vlastni membranou a mistem jimani vzorki do
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mikrozkumavky (2 min pro rychlost perfuze 0,1 mlh™). Po skongeni operace byl po
provedeni kozni sutury za sterilnich podminek katétr odstranén. Mikrodialyzaty byly jimany
do specidlnich uzavienych mikrozkumavek (CMA Microvials, CMA/Microdialysis AB,
Solna, Svédsko) zabraitujicich odpafovani vzorku. Do doby biochemické analyzy byly vzorky

zmrazeny.

Obr. 2. A) Mikrodialyzaéni katétr CMA 60 (CMA/Microdialysis AB, Solna, Svédsko). Vlastni
mikrodialyzaéni membrana skryta v kovovém zavadéi. B) Konec katétru s membranou.

C) Mikrozkumavka obsahujici ¢ast vzorku.
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Obr. 3. Aplikace mikrodialyzacniho katétru do deltového svalu. A) Punkce kiize jehlou v misté
aplikace katétru. B) Zavedeni katétru do svalu pomoci kovového zavadéde. C) Katétr zavedeny do

svalu, odstranéni zavadéée. D) Katétr zavedeny do svalu a nasledn$ sterilng piekryt.




6.2.5. Analyza vzorku

Vzorky mikrodialyzatt byly do doby biochemické analyzy zamrazeny a uchovany p¥i
20 °C. Analyza vzorki probihala v Ustavu klinické biochemic a diagnostiky Lékatské
fakulty a Fakultni nemocnice v Hradci Kralové. Ve vzorcich byly (bez daliiho
preanalytického zpracovani) kolorimetricky stanoveny koncentrace glukdzy, laktatu, pyruvatu
a glycerolu pomoci biochemického amalyzatoru CMA 600 Microdialysis Analyser
(CMA/Microdialysis AB, Solna, Svédsko) dle manualu vyrobce. Princip stanoveni spocival
v enzymatické oxidact analytu za tvorby peroxidu vodiku, ktery byl nasledné vyuzit
v peroxidazou katalyzované reakci s Cinidlem (4-aminoantipyrin), které se méni v barevny
produkt (chinonimin). Koncentrace analytu byla vypoctena v zavislosti na rychlosti tvorby
chinoniminu, tj. zméne absorpce reak¢ni smeési pii 546 nm. Objem spotfebovaného vzorku
¢inil (dle analytu) 0,5-2 pl. Limity stanovitelnosti pro glukozu, laktat, pyruvat a glycerol byly
nastaveny na 0,1-25 mmol.I”', 0,1-12 mmolI™, 10-1 500 pmoll" a 10-1 500 pumol.l™

(v daném poradi).

6.3. Statistické zpracovani

Statistické zpracovéani bylo provedeno ve spoluprici s Ustavem lékaiské biofyziky
Lékarske fakulty a Fakultni nemocnice v Hradci Kralové. Vysledky byly statisticky
zpracovany pomoci programu NCSS 2007 a programu Statistica. Zvolena hladina

vyznamnosti byla o = 0,05.

Demografickd, peroperacni a pooperacni data jsou prezentovana jako podet (procento),
data s normalnim rozlozenim jako prumér = smeérodatnd odchylka nebo jako median

(minimum - maximum), pokud nespliiovala kritéria normalniho rozlozeni.

K porovnani kvantitativnich pfedopera¢nich, peroperacnich a poopera¢nich parametri
mezi obéma skupinami (on-pump versus off-pump) byl pouzit dvouvybérovy t-test
{(parametrické porovnani), piipadné Mann-Whitney test nebo Kolmogorov-Smirnoviv test
{(neparametrické porovnani). K porovnani vysledkid pfed operaci a po ni (zvlast ve skupiné
on-pump a off-pump) byl pouzit parovy t-test, piipadné neparametricky Wilcoxonav test.
Kvalitativni parametry byly zhodnoceny pomoci %’ testu nezavislosti v kontingenéni tabulce,

piipadné byl pouZit Fisheriv pfesny test.
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Vysledky méfeni jednotlivych parametrii (absolutni hodnoty) jsou vyjadieny jako
median (25.-75. percentil). Porovnani absolutnich hodnot mezi souborem on-pump versus
off-pump bylo provedeno pomoci analyzy rozptylu (ANOVA) s opakovanymi méfenimi
s naslednym vicenasobnym porovnanim Fisherovym LSD testem (parametrické porovnani)
a Mann-Whitneyho testu (neparametrické porovnani). Porovnani ¢asového vyvoje pro kazdy
parametr bylo provedeno (zvlast’ ve skupiné on-pump a off-pump) pomoci Friedmanovy
neparametrické analyzy rozptylu a Wilcoxonova parového testu (s Bonferroniho korekci na

dosazenou hladinu vyznamnosti).

Relativni hodnoty (absolutni zméfené hodnoty vyjadieny jako procento prvni
naméfené hodnoty v Case t0,5 = 100 %) jsou vyjadfeny jako median (25.-75. percentil).
Porovnani relativnich hodnot mezi soubory on-pump a off-pump bylo provedeno pomoci
Mann-Whitneyho testu, pfipadné Kolmogorov-Smirnovova testu. Porovnani éasového vyvoje
bylo hodnoceno pomoci Friedmanovy neparametrické analyzy rozptyli. K porovnani hodnot
se zékladni hodnotou v €ase t0,5 byl pouzit jednovybérovy t-test, pfipadné Wilcoxoniiv test

(s Bonferroniho korekei na dosazenou hladinu vyznamnosti).

Souvislost mezi nadmi zméfenymi konceantracemi latky (glukoza, laktat, pyruvat
a glycerol) v kosternim svalu v priib&hu operace a vybranymi peroperaénimi a poopera¢nimi
parametry byla hodnocena pomoci Spearmanova korelaéniho koeficientu. Byl sledovan vztah
mezi posledni naméfenou hodnotou daného parametru s vybranou pooperaéni proménnou. Z
hodnot naméfenych v prib&hu celé operace byly zkonstruovany Qaﬂ a vypoctena
individualni plocha pod kiivkou (AUC, area under the curve) pro dany parametr. Ziskané

hodnoty byly nasledné pouzity k zjisténi korelaci s vybranymi parametry.

AUC byla pro absolutni hodnoty (AUC ) vypoctena lichobéznikovym pravidlem. Pro
dany interval sbéru byla AUC s vypoctena podle vzorce T x (hyaws + haabs) / 2, kde T je délka
intervalu sbéru v hodinach, hyas a heas jsou hraniéni hodnoty méfeného parametru (napi.
koncentraci analytu) v intervalu sbéru, kterymi se rozumi hodnoty na konci predchoziho a
aktualniho sbéru (rozmér tudiz dle parametru pfedstavoval bud’ mmol.I™" h, nebo pmol.I! h).
Uhrnnd AUC,p, 1o pro daného pacienta byla dana sumou diléich hodnot ziskanych za celkovou
dobu sledovani. Hodnoty ploch pod kiivkou (AUC) jsou prezentovana jako medidn (25.-75.
percentil). Porovnani AUC mezi skupinou on-pump a off-pump bylo provedeno pomoci
dvouvybérového t-testu, pfipadné Mann-Whitnevho testu nebo Kolmogorov-Smirnovova

testu {neparametrické porovnani).

-32-



6.4. Vysledky

a) piedoperadni a pooperaénif charakteristiky

Soubor této Casti studie byl tvofen 40 nemocnymi, ktefi podstoupili chirurgickou
revaskularizaci myokardu. Do skupiny A bylo zafazeno 20 nemwocnych operovanych
s pouzitim mimotélniho ob&hu. Soubor se skladal ze 17 muzi a 3 Zen s praimémym vékem 67
let. Ve skupiné B bylo 20 nemocnych operovanych bez pouziti mimotélniho obéhu. Skupina
byla slozena z 16 muzii a 4 Zen sprumérnym vékem 66 let. Zakladni piedopera¢ni
charakteristiky souboru jsou uvedeny v tabulce 1. Nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil
mezi soubory v zdkladnich demografickych, anamnestickych a ptfedoperacnich laboratornich

vySetfenich.

Zakladni peroperani a pooperaéni charakteristiky obou soubori jsou shrouty
v tabulce 2. Byl zji§tén statisticky vyznamny rozdil v délce operace (p<0,01). Delsi operaéni
¢as byl zaznamendn ve skupiné on-pump. Porovnanim primémmého poctu distalnich
anastomoz provedenych u jednoho nemocného byl nalezen statisticky vyznamny rozdil mezi
obéma soubory (p<0,05). Vy§§i primérny pocet distilnich anastoméz provedenych u jednoho
nemocného ve skuping on-pump byl zapficinén vyidim poctem distdlnich anastomodz v oblasti
ramus circumflexus (RIM, RMS, RPLS) ve skuping on-pump (7<0,001). U vSech nemocnych
ve skupiné on-pump byla pouZita vena saphena magna jako 3tép, zatimco ve skupiné off-
pump pouze u 70 % nemocnych (p<0,05). V této skupiné byla u viech nemocnych pouzita
arteria mammaria sin. {(véetné sekvence) a u jednoho nemocného jako §tép arteria radialis. Ve
skupiné on-pump byla zaznamenana statisticky vyznamné vy$§i diuréza b&hem operace ve

srovnani se skupinoun off-pump (1 200 ml versus 560 ml, p<0,01).

U jednoho nemocného ve skupiné on-pump do$lo peroperaéné k rozvoji ischemie
myokardu (nedoslo k vyvoji infarktu myokardu). Relativné castou komplikaci v pooperacnim
obdobi byla u obou skupin nemocnych fibrilace sini (30-35 %), kterd viak nebyla spojena
s hemodynamickou nestabilitou. U 4 nemocnych (20 %) ve skupiné on-pump byly
v pooperalnim obdobi na JIP zaznamenany klinické nebo laboratorni zndmky nizkého
srdedniho vydeje. K pooperaéni povrchové infekci kiize a podkozi v misté sternotomie,

potvrzené kultivaci a uspéiné vylé¢ené, doslo u jednoho nemocného z obou soubori.
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Tabulka €. 1. Predoperaéni charakteristiky souboru (ON/OFF)

Off-pump -

S o {n=20) R
Muz 17 (85) 16 (80) ns.
Vék (rok) 67,0+£73 66,3 +7,0 n.s.
Viha (kg) 88,0155 83,7x13.6 n.s.
Vyika (m) 170,8 £ 8,3 171,4+94 n.s.
Télesny povrch (n?) 1,99+0.21 1,96 0,20 I.S.
Body mass index 30,1 £45 28,4 +3,2 ns.
Ejekéni frakee levé komory (%) 57098 56,2 £12,7 n.s.
Arteridlni hypertenze 17 (85) 15 (75) I.s.
Diabetes mellitus 4 (20) 8 (40) LS.
IDDM / NIDDM 272 (10/10) 1/7(5/35)

CHOPN 2 (10) 1(5) ns,
Stav po cévni mozkové prihodé 3(1%) 0{0) n.s.
Stav po infarktu myokardu 17 (85) 13 (65) ILS.
Periferni ateroskleroza 6 (30) 2 (10) n.s.
Kuiik 6 (30) 4(20) 1.s.
Canadian Cardiovascular Society grade n.s.

| 1 1

I 7 10

11 12 9
New York Heart Association grade n.s

0 1

| 10 9

I 6 9

ITI 1 1
Piedoperacni medikace:

Kyselina acetylsalicylova 16 (80) 16 (80) ns.

Betablokatory 16 (80) 17 (85) ns.

ACE inhibifory 15{75) 14 (70) n.s.

Ca blokatory 2(10) 2 (10) n.s.

Diuretika 9 (45) 9 (45) n.s.

Statiny 18 (90) 17 (85) n.s.
Piedoperacni laboratorni hodnoty:

Glykemie (mmol.i™") 59(3,9-132) 6,2 (4,2 —12,8) n.s.

Urea (mmol.I'") 5,7 (4.4 -9,6) 5532-79 n.s.

Kreatinin (pmolLl™) 92,6223 893119 ns,

Leukocyty (10° 1Y) 7.8 (4,7 -11,9) 7.1 (4,0-9,4) n.s.

Hemoglobin (g.l_l) 1470+13,6 1435+ 14,0 n.s.

Hematokrit 0,44 (0,37 - 0,50) 0,43 (0,34 -0,51) n.s.

Trombocyty (10° I'") 234 8 + 55,2 2339+ 55,9 n.s.

ALT (pkatl") 0,50 (0,22 —3,35) 0,46 (0,25 — 1,69) n.s.

AST (ukat.I™) 0,48 (0,18 - 1.97) 0,45 (0,29 - 1,56) ns.

Celkovy bilirubin (umol.1™") 9(6-15) 10 (6 — 26) n.s.

1bDM / NIDDM = inznlin dependentni diabetes mellitus/ inzulin non-dependentni diabetes mellitus; CHOPN =

chronickd choroba bronchopulmonaélni; ACE = angiotenzin konvertujici enzym; Ca blokatory = blokatory

vapnikového kandlu; ALT = alaninaminotransferdza; AST = aspartataminotransferaza
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Tabulka &. 2. Peroperadni a pooperacni data (ON/OFT)

Délka oerace (n)

Off-pump

- (n=20)

200 (115 ~ 268)

0,002

P

231 (168 —430)

Délka mimotélniho ob&hu (min) 81 (50— 138)
Délka aortiini svorky (min) 43 (28 -75)
Podet distalnich anastoméz / nemocny 29+07 2,4+038 0,049
Distribuce distalnich anastoméz:

Oblast RTA 19 (95) 20 (100) 1n.s.

Oblast RCx 19 (95) 9 (45) 0,001

Oblast ACD 12 (60) 13 (65) .8,
LIMA 19 (95) 20 (100) 1.s.
VSM 20 (100) 14 (70) 0,020
AR 0 {0) 1(5 n.s.
Diuréza béhem operace (ml) 1200 (200 — 2 000) 500 (200 - 1 750) 0,004
Pobyt JIP (h) 56 (16 —240) 41 (15--72) ns.
Ventilace JIP (h) 8(4-20) 6(4—18) n.s.
Laktat p¥ijem JIP (mmol.1™") 1,7 (1,2 -6,9) 1,4 (0,9 -3.,6) n.s.
Glykemie p¥ijem JIP (mmoLI™) 8,4 (6,7-122) 7,6 (5,3—14,3) ns.
Inzulin / 16 hodin y» (1U) 55 (36 - 100) 44 {0 - 206) n.s.
Krevni ztraty / 24 hodin {ml) 550 (350 -1 150) 575 (150 — 1 600) n.s.
Noradrenalin b&hem operace 20 (100) 18 (90) ns.

max. davka (ug.kg ".min™) 0,10 (0,02 - 0,43) 0,11 (0,08 - 0,26) In.s.
Noradrenalin po operaci 19 (95) 17 (85) n.s.

max. dava o.24 hoain po spersci(11g-Kg .min ') 0,14 (0,07 - 0,34) 0,12 (0,08 — 0,39) n.s.
Délka hospitalizace poop. (dny) 11,5 (8 —47) 10 (7 -30) ns.
Transfuze krve (TU / nemocny) 1{(0-6) 0(0-3) ILS.
Plazma (TU / nemocny) 0(0-3) 0(0-2) n.s,
Pooperaéni komplikace:

Ischémie myokardu 1(5) 0 ) In.s.

Fibrilace sini 7 (35) 6 (30) n.s.

Nizky minutovy srdeéni vydej 4 (20) 1(5) s.

Infekce v rané 1(5) 1(3) n.s.

RIA = ramus interventricularis anterior; RCx = ramus circumflexus; ACD = arteria coronaria dextra; LIMA =
left internal mammary artery; VSM = vena saphena magna; AR = arteria radialis; JIP = jednotka intenzivni péde;

TU = transfuzni jednotka

«~35.




V tabulce 3 jsou shrnuty vysledky zékladnich laboratornich vySetieni provedenych
pred operaci a po operaci v dobé pifjmu na JIP nebo prvai pooperaéni den (ALT, AST, INR,
aPIT). Nebyl zaznamenidn vyznamny rozdil mezi obéma soubory v zdkladnich
predoperacnich laboratornich vySetfenich hodnotici rendini a jaterni funkce, predoperaéni
glykemii a v dalsich vySetfenich, vyjma hodnoty pCO2, (p<0,05). V pooperacnich vysledcich
byl nalezen rozdil mezi ob&éma soubory v koncentraci urey (p<0,01) a kreatininu (p<0,05).
Vyssi koncentrace byly nalezeny ve skupiné on-pump (hodnoty vSak ve fyziologickych
mezich). Vyssi koncentrace AST prvni pooperacni den byla zaznamenana ve skupiné on-
pump (p<0,01), u obou skupin doslo k elevaci AST ve srovnani s pfedoperacni hodnotou. I
kdyz doslo i k elevaci ALT, vyznamny rozdil mezi soubory nebyl zaznamenan. U obou
soubord doslo k poklesu koncentrace trombocyti v krvi ve srovnani s predoperaénimi
hodnotami (p<0,001). K vyraznéj§imu poklesu, pravdépodobné v disledku pouziti
mimotéiniho obéhu, dolo piedeviim ve skupind on-pump, kdy pooperaéni koncentrace

trombocytl ve srovnani se skupinou off-pump byla nizsi (p<0,05).

b) koncentrace sledovanych litek v mikrodialyzdtu (,,absolutni hodnoty*)

V kazdém ziskaném vzorku byla ndsledné stanovena koncentrace glukdzy, laktatu,
pyruvatu a glycerolu. Ze ziskanych vysledkt byl pro kazdy casovy interval vypocitan pomér
laktéat / pyruvat jako marker tkafiového metabolizmu a tkafiové hypoxie. Porovnani vysledki
mezi skupinou on-pump versus off-pump bylo provedeno do 3. hodiny od zacatku operace,
kdy bylo mozno ziskat vzorky od viech nemocnych. V pfislusnych grafech (tabuika) jsou dale
prezentoviny viechny ziskané vysledky, tedy aZ do 4. hodiny od zaCatku operace, véetné

poétu ziskanych vzork( v intervalu t3,5 a t4,0.
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Glykemie (mmolLi™)

Tabulka & 3. Zmény vybranych parametri béhem operace (ON/OFF)

© Predoperaci - oo

On-pump (n =20y Off‘-puinp (n= 20) P

Po operaci .
On-pump (n=20) " . -

Off-pump (n=20)  p

59(3,9-13,2) 6,2 (4,2 - 12,8) ns. 84{6,7-122Y 7,6 (5,3 - 14,3)° n.s.
Urea (mmol.i ) 5,7 (4,4 —-9,6) 55(3,2-7.9 ns. 353,4-9 4,7{3,3 -8,6) 0,006
Kreatinin (pmol.I™") 92,6 £22,3 893119 ns. 849152 73,9+£11,6° 0,014
ALT (pkatI™) 0,50 (0,22 - 3,35) 0,46 (0,25 - 1,69) ns.  053(0,16-2,33) 0,38 (0,20-0,81) n.s.
AST (pkat.™h) 0,48 (0,18—1,97) 0,45 (0,29 - 1,56) ns. 1,24 (0,48-351)° 0,76 (0,28 — 1,99) 0,004
Leukeocyty (10°T")  7,8(4,7-119) 7,1 (4,0-9,4) ns. 10,8(73-21,9° 12,2(64 16,5 n.s.
Hemoglobin (g.1) 147,0 £ 13,6 143,5+ 14,0 ns. 112,7+£120° 113,9 £ 16,3° n.s.
Hematokrit 0,44 (0,37 -0,50) 0,43 (0,34 -0,51) ns.  0,32(0,26-0,38° 0,33 (0,21 —0,39) LS.
Tromboceyty (10° I'") 234,8 + 55,2 233,9 £ 55,9 ns. 151,9+497° 189,0 £ 52 5° 0,027
INR 1,00(0,93—127) 112 (1,01 1,95 ns. LA8(1,17— 1,86° 1,37 (1,05 —2.27) ns.
aPTT 1,04 (0,84 - 1,44) 0,99 (0,85 — 1,88) ns.  1,23(1,02-517° 1,2(0,95-5.3)° n.s.
pH, 747 (1,43~ 7,56) 7,46 (1.43—7.53)  ns.  7.39(7.25—7.48)° 7,34 (1,17 — 7,45 s,
p02, (kPa) 10,9 (8,5 - 13,2) 10,5 (8,0 - 11,9) ns. 17,9(94-26,1)Y 185(11,2 - 23,8Y n.s.
pCO2, (kPa) 4,1(3,5-4,7) 4,4 (3,3 -5,2) 0,035 49 (3,1 -8,0) 54 (1,1-8,7) 8.
BE, 0,3 (-2.3 - 3,8) 0,75 (-12 —4,1) ns. 35(-7.8-03F  4l(-72-01y s
S02, (%) 07,4(93,9-99,7) 96,8 (93,5-99,9) ns.  99,0(94,0-99,9)° 99,1(94,2 999y n.s

INR = international Normalized Ratio; aPTT = aktivovany parcidlni tromboplastinovy &as; ALT = alaninaminotransferdza; AST = aspartitaminotrans ferdza
* p < 0,05; hodnota po operaci versus pred operaci
® p < 0,01; hodnota po operaci versus pied operaci

¢ p < 0,001; hodnota po operaci versus pFed operaci
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Glukoza:

Vysledky méfeni koncentrace glukézy jsou znazornény v grafu &. 1. Casovy pribéh
koncentraci glukézy v mikrodialyzdtu byl podobny v obou skupinich. Koncentrace
v mikrodialyzatu v pribéhu operace vzristala. Ve skuping on-pump doslo k maximalnimu
vzestupu koncentrace glukozy v intervalu t2,5 ve srovnani se zdkladni hodnotou t0,5 o 150%
(p<0,01). U nemocnych ve skuping off-pump pak doslo k maximalnimu vzestupu koncentrace
glukézy ve srovnani se zékladni hodnotou o 90% (p<0,01) v ¢ase {3,0. V Zadném &ase nebyl
prokazan statisticky vyznamny rozdil v koncentraci glukézy v mikrodialyzatu mezi skupinou

on-pump a off-pump.

Graf €. 1. Zmény koncentrace glukézy v mikrodialyzatu b&hem chirurgické revaskularizace.
Skupina on-pump (n=20), skupina off-pump (n=20). Hodnoty jsou vyjidieny jako median (25. - 75.
percentil), V tabulce jsou uvedeny pfislu$né hodnoty (medidn) az do 4. hodiny od zaditku operace (v

zavorce uveden pocet méfeni v intervalu 3,5 a 4).

Glukéza

G
T 5
2
£
E 4
-
~
-1
-‘é 3 19 u]
= an-pump
3 Ooff-pump
[
=
=
-]
R=]
=
=]
x

0,5 1 15 2 2.5 3
Casovy interval (h}

Glukéza (mmol.l-1

2,55 (13)

2,62 (7)

OFF

2,14

2,72

3,15

3,24

2,74 (7)

3,13 (3)
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Laktat:

Ziskan¢ koncentrace laktatu v mikrodialyzatu jsou zndzornény v grafu ¢. 2. V priibéhu

operace doSlo v obou skupinach k vzestupu koncentrace laktitu. Ve skupiné on-pump se

koncentrace laktatu zvysila o 97% (p<0,01) v ¢ase t3,0 ve srovndni se zdkladni hodnotou, ve

skupiné off-pump o 66% (p<0,01). Koncentrace laktatu byla v jednotlivych casovych

intervalech vy88i ve skupiné on-pump, piesto nebyl nalezen statisticky vyznammy rozdil mezi

skupinou on-pump versus off-pump.

Graf & 2. Zmény koncentrace laktitu v mikrodialyzatu béhem chirurgické revaskularizace.

Skupina on-pump (n=20), skupina off-pump (n=20). Hodnoty jsou vyjadfeny jako median (25. - 75.

percentil). V tabulce jsou uvedeny pfisluiné hodnoty (medidn) az do 4. hodiny od zacatku operace (v

zavorce uveden poCet méfeni v intervalu 3,5 a 4).

Koncentrace laktatu {mmol 1-1)

—t—

Laktat

05

Casovy interval (h)

1.5

P

25

Qon-pump

Bofft-pump

Laktat fmmoll-1

1,88 (13)

1,76 (7)

OFF

1,25

1,55

1,60

1,69

1,66

2,10 (7)

2.49 (3)
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Pyruvat:

Casovy pritbéh koncentraci pyruvatu v mikrodialyzatu byl odlisny v obou skupinach,
jak je zobrazeno vgrafu & 3. Ve skupiné off-pump dodlo k vyznammému vzestupu
koncentraci pyruvatu od intervalu t2,0. V ¢ase t3,0 dosahovala maximalni hodnota 340%
hodnoty na zal4tku operace (p<0,01). Ve skupiné on-pump byl &asovy pribéh obdobny jako
ve skuping off-pump az do intervalu t1,5 (196% bazalni hodnota; p<0,01). Od intervalu t2,0
viak doflo k poklesu koncentraci pyruvatu. Koncentrace pyruvétu byly ve skupiné on-pump
2,2 — 3,2 krit mens$i ve srovnani s koncentracemi ve skupiné off-pump. Porovnanim
koncentraci{ pyruvatu v mikrodialyzatu ve skupingé on-pump versus off-pump byly zjidtény

statisticky vyznamné rozdily v intervalech t2,0 (p<0,01), t2,5 (p<0,001) a 3,0 (p<0,001).

Graf ¢ 3. Zmény koncentrace pyruvatu v mikrodialyzitu b&hem chirurgické revaskularizace.
Skupina on-pump (n=20), skupina off-pump (n=20). Hodnoty jsou vyjadfeny jako medidn (25. - 75.
percentil). V tabulce jsou uvedeny pfisluiné hodnoty (medidn) az do 4. hodiny od zaatku operace (v

zavorce uveden poCet méfeni v intervalu 3,5 a 4).

** p<0,01; ¥** p<0,001 (on-pump versus off-pump)

Pyruvat
&0

50 | gk KR
40 o sk

30 4 Dor-pump

Ooff-purnp

20 1

10 1

Keoncentrace pyruvatu (pmol 141}

Q.5 1 1.5 2 25 3
Casovy interval (h)

Pyruvat (pmoll-1)

ON 1135 | 1530 | 2230 | 13.65 | 1260 | 1335 |17,60(13)] 9,20(7) |

OFF 12,70 20,15 19,30 29,25 36,15 42,50 28,60 (7) | 36,40 (3)
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Glycerol:

Casovy pribsh koncentraci glycerolu v mikrodialyzatu v pritb&hu chirurgické
revaskularizace myokardu znézoriuje graf ¢ 4. V prib&hu operace byly vyssi koncentrace
glycerolu zméteny ve skuping on-pump ve srovanani se skupinou off-pump, a to pfiblizné 1,4
— 1,7 krat vys$8i. Porovnénim skupin mezi sebou byly zaznamenany statisticky vyznamné
vy§&i hodnoty koncentraci glycerolu ve skupiné on-pump (t1,0 a t1,5 p<0,05, 2,0 a 3,0
p<0,01, t2,5 p<0,001). Ve skupiné on-pump doflo k maximalnimu vzestupu koncentrace

glycerolu v 2,0 0 51% ve srovnani s bazalni hodnotou v €ase t0,5.

Graf & 4. Zmény koncentrace glycerolu v mikrodialyzatu béhem chirurgické revaskularizace.
Skupina on-pump (n=20), skupina off-pump (n=20). Hodnoty jsou vyjadieny jako mediin (25. - 75.
percentil). V tabulce jsou uvedeny piisluiné hodnoty (median) aZ do 4. hodiny od zacitku operace (v

zavorce uveden poet méfeni v intervalu 3,5 a 4).

* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 (on-pump versus off-pump)

Glycerol
160 -

140 %
120
180 - nl

30 - Son-pump

&0 Qoff-pumg

40 |

20 4

Koncentrace glycerolu (mmol 11)

0.5 1 1.5 2 25 3
Casovy interval (h}

Glycerol (pmol.1-1

. 3

ol e
ON 68,20 67,90 89,15 103,10 101,60 97,05 | 88,50 (13) | 75,40 (7)
OFF 44,00 40,80 59,50 62,95 60,35 54,90 52,3(7) { 60,1(3)
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Laktat / Pyruvat pomér:

Hodnoty koncentraci laktitu a pyruvatu v jednotlivych mtervalech byly pouZity
k vypoltu poméru laktat / pyruvat (LPR — lactate/pyruvate ratio). Ziskané hodnoty a Casovy
priubéh znazorituje grafu €. 5. Vyséi koncentrace LPR byly zaznamenany ve skupiné on-pump
ve srovnani se skupinou off-pump. Vintervalu t2,0 - t3,0 byly zaznamendny vysoce
statisticky vyznamné rozdily (p<0,001) mezi ob&ma soubory. K vzestupu hodnot LPR ve
skupingé on-pump doglo pfedevsim od intervalu t2,0 s maximem v ¢ase t3,0 (178% bazalni
hodnoty). Ve skuping off-pump hodnota LPR lehce klesala. Porovndnim v Case v3ak nebyl ve

skupiné off-pump zaznamenan vyznamny rozdil.

Graf & 5. Zmény poméru Laktit / Pyruvat v mikrodialyzatu béhem chirurgické
revaskularizace. Skupina on-pump (n=20), skupina off-pump (n=20). Hodnoty jsou vyjadieny jako
median (25. - 75. percentil). V tabulce jsou uvedeny piislusné hodnoty (median) az do 4. hodiny od

zalatku operace (v ziavorce uveden polet méfeni v intervalu 3,5 a 4).

*%** p<0,001 (on-pump versus off-pump)

Laktat / pyruvat pomer

Heosk
300 - T Aok

250 o
ek
200 4 T

Qon-pump

150
Ooff-pumnp

100 o

Laktat / pyruvat pomér

50 4

6.5 1 1.5 2 25 3
Casovy interval (h)

Laktat / Pyruvat pomeér

“ON | 10696 | 10081 | 78.74 | 128,44 | 138,37 | 190,44 | 141,32 (13) ] 314,11 (7)
OFF | 8022 | 5748 | 6550 | 49.84 | 46,78 | 43,05 | 62,26(7) | 53.21(3)
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c) relativni hodnoty sledovanych litek v mikrodialyzdtu

Ziskané koncentrace jednotlivych litek v mikrodialyzatu, absolutni hodnoty, byly
pouzity k vypoctu relativnich hodnot. Absolutni hodnota zméfeného parametru v jednotlivém
¢asovém ntervalu byla vyjadfena jako procentuélni ¢ast (v %) zakladni hodnoty. V nasi studii
zékladni hodnotu (,baseline™) pfedstavuje absolutni hodnota v intervalu t0,5, ktery
piedstavuje casové obdobi sternotomie a odbéru 5tép, tedy obdobi pied otevienim perikardu

a manipulaci se srdcem.

Glukoza:

Relativni hodnoty koncentrace glukézy v mikrodialyzatu béhem chirurgické
revaskularizace znazorfiuje graf & 6. Tak jako u hodnot absolutnich, 1 hodnoty relativni
v pribéhu operace stoupaly shodné v souboru on- a off-pump (on-punyp skupina vzestup na

241% zékladni hodnoty, p<0,01; off-pump skupina na 203% zakladni hodnoty p<<0,001).
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Graf ¢ 6. Relativei zmény koncentrace glukézy v mikrodialyzatu béhem chirurgické

revaskularizace. Skupina on-pump (n=20), skupina off-pump (n=20). Hodnoty jsou vyjidieny jako

procento zikladni hodnoty (,,baseline”, 0,5 =100%). Data vyjadiena jako median (235. - 75. percentil).

V tabulce jsou uvedeny piisluiné hodnoty (median).

a p=<0,05; b p<0,01; ¢ p<0,001 (hodnota v daném intervalu versus zakladni hodnota)

Y

400 =
350 o
300 +

250

200 -
150 o
100 o

50

Relativni zmény - Glukdza

0.5

1.5 2

Casovy interval {h)

2.5

don-pump

Ooff-pumg

Glukoéza (%)

Ryt Dok
160,3 (13)

222,91 (7)

OFF

100

107.9

143,0

185,6

202,2

207,32 (7)

228,24 (3)

Laktat:

Relativni zmény koncentraci laktatu stoupaly u obou skupin v prib&hu operace (graf ¢.

7). S dosaZenym maximem v ¢ase t3,0 ve skupiné on-pump 204% (p<0,001) a skupiné off-

pump 170% (p<0,01). Vy3§i relativni hodnoty byly zaznamenany v jednotlivych intervalech

ve skuping on-pump. Statisticky vyznamné rozdily mezi soubory v3ak nebyly zaznamenany.
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Graf & 7. Relativni zmény koncentrace laktitn v mikrodialyzatu béhem chirurgické
revaskularizace. Skupina on-pump (n=20), skupina off-pumyp (n=20). Hodnoty jsou vyjadieny jako
procento zdkladni hodnoty (,,baseline”, 0,5 =100%). Data vyjadfena jako median (25. - 75. percentil).

V tabulce jsou uvedeny pfisluiné hodnoty (medin).

a p<0,05; b p<0,01; c p<0,001 (hodnota v daném intervalu versus zakladni hodnota)

Relativni zmény - Laktat

350 1
300 1

250 o

200 + ‘} Qon-pump
- A 1] Ooff-pump

%

150 o

100 4

50 o
cla cla clb clb

0.5 1 1.5 2 25 3
Casovy interval (h)

Laktat (%)
B T nif}
ON 100 111,2 150,8 174,6 193,0 203,7 | 213,30 (13) | 274,74 (7)
OFF 160 116,9 133,9 156,5 163,5 1694 150,11 (7) | 153,08 (3)
Pyruvat:

Casovy prabéh relativnich hodnot koncentraci pyruvatu byl v prib&hu operace
obdobny s pritbéhem absolutnich hodnot (graf ¢. 8). Relativni hodnoty shodné stoupaly az do
intervalu t1,5. Od intervalu t2,0 byl pribéh rozdilny ve skupiné on- a off-pump. Ve skupmné
offpump dodlo k vzestupu hodnot s dosaZenym maximem v ¢ase t3,0 (326% zakladni
hodnoty; p<0,001). Ve skuping on-pump po dosaZeni maxima v Case t1,5 (187%; p<0,001)
doslo k poklesu hodnot. Porovninim hodnot mezi obéma soubory byl zji$tén vyznamny rozdil

v Case t2,5 (p<0,001) a t3,0 (p<0,01).
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Graf €. 8. Relativni zmény koncentrace pyruvitu v mikrodialyzatu béhem chirurgické
revaskularizace. Skupina on-pump (n=20)}, skupina off-pump (n=20). Hodnoty jsou vyjadieny jako
procento zakladni hodnoty (,,baseline”, 0,5 =100%). Data vyjadiena jako median (25. - 75. percentil).

V tabulee jsou uvedeny piisludné hodnoty {mediin).
*%* p<0,01; *** p<0,001 (on-pump versus off-pump)

a p<0,05; b p<0,01; ¢ p<0,001 (hodnota v daném intervalu versus zakladni hodnota)

Relativni zmeny - Pyruvat

450 - ok
$edck
400 -
353 1
300 1
250 4 Qor-pump
-O‘?‘ —
200 = 1 Ooff-purmp
150 4
100 o
50 1 b c|lb alc c c
a e T ” T T
0.5 1 1.5 Z 2.5 3
€asovy interval (h)
Pyruvat (%)
ON 100 138,5 186,7 171,8 125,6 111,0 156,91 | 75,68 (7)
(13)
OFF 100 153,5 1644 223.6 304,4 325,5 160,93 241,06
(7 (3)

Glycerol:

Relativni zmény koncentrace glycerolu v pribéhu operace znazorfiuje graf ¢. 9.
Casovy priibéh byl shodny ve skuping on- i off-pump. Maximalni hodnoty bylo dosaZeno
v dase 12,0 (on-pump 169%; p<0,01; off-pump 162%; p<0,05). Vyznamné rozdily mezi

obé&ma soubory nebyly nalezeny.
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Graf ¢ 9. Relativni zmény koncentrace glycerolu v mikrodialyzatu béhem chirurgické
revaskularizace. Skupina on-pump (n=20), skupina off-pump (n=20). Hodnoty jsou vyjadieny jako
procento zakladni hodnoty (,,baseline”, 0,5 =100%). Data vyjadfena jako median (25. - 75. percentil).

V tabulce jsou uvedeny pFislu§né hodnoty (medidn).

a p<0,05; b p<0,01 (hodnota v daném intervalu versus zakladni hodnota)

Relativni zmény - Glycerol

300 1
250 o
200 o

- Qor-pum
150 pHTP

Y%

Ooff-pump

100 4

50 +

0.5 1 1,5 2 2,5 3
Casovy interval (h)

Glycerol (%)

100 950 1 1169 | 1690 63.1 | 142,4 | 13927(13) | 193,73 (1)
OFF 100 82,9 1549 | 161,7 | 1468 | 127,8 | 126,63 (7) | 123,02(3)

Laktat / Pyruvat pomér:

Priib¢h relativnich hodnot poméru laktat / pyruvat se lisil mezi obéma soubory (graf ¢.
10). Ve skuping on-pumip doslo od intervalu t1,0 (74% zikladn{ hodnoty) k postupnému
vzestupu hodnot aZz do konce sledovaného obdobi (158% v ¢ase t3,0). Stiedni hodnota
v tomto intervalu je 2,5 krat v&t3i ve srovnani s hodnotou ve skupiné off-pump (p<0,001).

V souboru off-pump doslo od intervalu t2,0 k poklesu pomeru LPR (62% v t3,0).
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Graf ¢, 10. Relativhi zmény poméru Laktit / pyruvit v mikrodialyzitu b&hem chirurgické

revaskularizace, Skupina on-pump (n=20), skupina off-pump (n=20). Hodnoty jsou vyjadfeny jako

procento zakladni hodnoty (,,baseline”, 0,5 =100%). Data vyjadiena jako median (25. - 75. percentil).

V tabulce jsou uvedeny piistudné hodnoty (medidn).

** p<0,01; ¥** p<0,001 (on-pump versus off-pump)

a p<0,05 (hodnota v daném intervalu versus zdkladni hodnota)

300 o

250 +

200 9

Yo

100 +

50 1

15¢ -

Relativni zmeény - Laktat / pyruvat pomeér

ok

eckok

0.5

1.5

2 25

Casovy interval (h)

Qon-pump

OsH-pump

130,64 (13) | 302,59 (7)

OFF

100

84,3

100,3

79,1

72,78 (7) | 58,82 (3)
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d) plocha pod k¥ivkou, korelace

Absolutni hodnoty zmeéfenych koncentraci v mikrodialyzatu byly pouzity k vypoétu

individudlni plochy pod kiivkou pro kazdy parametr (tab. 4).

Tabulka ¢ 4, Plocha pod kifivkou (ON/OFF).

~ Qn-pump (n=20)- fo—pump (n =20)

AUCuk62a 7,12 4,17 -9,25) 6,27 (5,03 - 8,70) n.s.

AUC pase 3,58 (2,98 — 4,46) 3,70 (3,05 — 4,45) n.s.

AUC, pyravic 34,4 (22,14 - 63,30) 63,71 (50,71 — 80,88) <0,05
ACCayeorot 228,56 (172,66 — 260,25) 139,61 (118,39 178,18) < 0,001
AUChpivpyewvitpomer 355,52 (136,57 —554,38) 154,05 (120,94 194,64) < 0,001

Porovnanim hodnot plochy pod kfivkou (AUC, mnterval 0-3 hodiny) mezi skupinou
on-pump a off-pump byly zjistény statisticky vyznamné rozdily mezi AUC i (VySSi ve
skuping off-pump, p<0,05), AUCgycerol (VS5 ve skupiné on-pump, p<0,001) a AUCLavpyruvat
pomer (VY381 ve skupiné on-pump, p<0,001).

Individualni hodnoty ploch pod kiivkou (AUCguksza, AUC 1akiar, AUC pyruvat: AUC giycerols
AUChakivpyravat pomer) pro interval t0,5-t3,0 byly néasledné pouzity k zjisténi, zda-li existuje
vztah (souvislost, korelace), mezi vybranymi parametry (délka operace, délka hospitalizace,
délka pobytu na JIP, doba ventilace, diuréza b&hem operace, maximélni davka noradrenalinu,
zména koncentrace leukocyti, BMI, vék, koncentrace laktatu a gluikodzy v krvi po operaci,
pooperaéni davky inzulinu, vysledky vySetfeni krevnich plynd apod.) a témito hodnotami
plochy pod kiivkou. Korelace byla vypociténa také pro posledni zméfené koncentrace

v mikrodialyzatu (absolutni hodnoty) a vybrané pooperalni parametry.

Zhodnocenim  Spearmanova korelaéntho  koeficientu s pfisluSnou  hladinou
vyznamnosti a bodovych grafi nebyl nalezen tésnéjsi vztah mezi ndmi méfenymi parametry

a nékterym parametrem z peroperaéniho obdobi nebo anamnestickych adajo.
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0.5. Diskuze

Kardiochirurgicka operace, tak jako kazda operace, pfedstavuje pro organizmus
nefyziologicky zdsah do jeho integrity. Béhem operace dochazi ke zménam ve funkci
nékterych orgéna jako reakci na tento zisah. Dochazi k poruSeni ,homeostazy“ vnitfniho
prostiedi. Pokracovanim nebo dlouhodobym negativnim puisobenim na organizmus miZe
dojit k takovym funkénim zménam, které jiz organizmus neni schopen kompenzovat, a tyto
zmény pokracuji 1 v pooperacnim obdobi. Zmény ve funkci organii v poopera¢nim obdobi,
nebo dokonce strukturalni zmény se nasledné podileji na vzniku nezadoucich pooperacnich

komplikaci.

Béhem chirurgické revaskularizace dochizi  k bezprostiednimu  ovlivnéni
kardiovaskularniho aparatu se zménami hemodynamiky. To ve svém disledku miZe vést ke
zménam v perfuzi tkani. V disledku poklesu prokrveni tkani dochézi k posunu rovnovahy
mezi poptdvkou tkani po kysliku a zasobenim tkani kyslikem. Nedostate¢ny pfisun kysliku do
tkani vede ke vzniku ischemie, béhem které dochézi k poklesu tvorby energie ve formé ATP
(adenozintrifosfat). Pokles energetickych zasob bufiky vede ke zménidm bunééného
metabolizmu (tvorba laktatu) a poruseni iontového gradientu na buné¢né membrané. Dochazi
k bunéénému edému a aktivaci enzymovych kaskad, které vedou k bunéénému katabolizmu.
Nésledna reperfuze tkéni a obnoveni dodavky kysliku vede k tvorbé reaktivnich kyslikovych
radikalii, které se dale podileji na poruseni integrity bunék, a tedy i funkce organd. Zvy$ené
znamky oxidativniho stresu béhem operace s MO ve srovnani s operaci bez MO popisuji
shodné Gerritsen et al. (61) a Akila et al. (2).

Zmény perfuze Dbéhem operace s MO byly jiz Castelné popsany na zakladé
vyhodnoceni hemodynamickych parametr, krevnich plyni a hodnot metabolismu O, a CO,.
Ganushchak et al. (58) na zdkladé vyhodnoceni hemodynamickych parametri a krevnich
vzorkil popisuje pokles dodavky kysliku (DO,) a spotfeby kysliku (VO,) béhem MO
vedenym v mirné hypotermii s naslednym vzestupem hodnot v pooperanim obdobi
(predeviim v souvislosti se zménami télesné teploty). Nimnikoski et al. (148) nepfimym
hodnocenim zmén perfuze ve splanchniku a periferni tkani behem MO (s hypotermii)
popisuje hypoperfuzi a hypoxii periferni tkané homni koncetiny. Sledovanim zmén pH ve
sliznici Zzaludkw a oxygenace popisuji dostatecnou perfuzi splanchniku béhem MO
s hypotermii, s poklesem perfuze na konci operace a v ¢asném pooperaénim obdobi.

Boakstegers et al. (22) pak popisuje pokles pO, v kosternim svalu béhem MO.
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Nedostatend perfuze a oxygenace tkani vsouvislosti s MO miize byt vedle
redistribuce krevniho toku zplisobena vazokonstrikci, poklesem krevniho tlaku, fizenou

hemodiluci a hypotermit s aktivaci adrenergniho systému.

Vtéto studii byla k vyhodnoceni tkafové perfuze pouZita metoda intersticidlni
mikrodialyzy. Tato metoda umoZiuje vyhodnotit koncentrace sledovanych latek
v extracelularnim prostoru, ktery je v bezprostfednim styku s buikami, a odrazi tak zmény,
které se v buiice odehravaji. Na rozdil od vysetieni krve, zjiStujeme mikrodialyzou pouze
lokalni koncentrace. Ve studil jsme se zaméfii na monitorovani zmén latek zakladniho
energetického metabolhizmu (glukéza, laktat, pyruvat) a glycerolu. Zmény v koncentraci
metabolitll jsou dany piedev§im dvéma zakladnimi faktory: lokalni produkei latky (lokalni

pokles nebo vzestup koncentrace dany funkci bunek) a zménami lokalniho krevniho pritoku.

Cilem bylo porovnat dvé standardné provadéné metody chirurgické revaskularizace
s ohledem na zmeény tkanového metabolizmu jako odrazu perfuze tkané. V souasné dobé se
standardné provéadi revaskularizace s pouzitim MO a bez pouziti MO. Obé metody maji své
vyhody 1 nevyhody. Mimotélni ob&h umozZiluje provedeni koronirni anastomodzy na
nehybném srdci. Dnes je jiz viak zndmo mnoho negativnich G¢inkii MO na organizmus, které
jsou zptsobeny piedevsim stykem bunék krve s cizim povrchem systému MO, hypotenzi,
hemodiluci, hypotermii atd. Béhem MO ztrici organizmus schopnost reagovat na energetické
a metabolické zmény tkéni zménou srde¢niho vydeje. Systémovy pritok je b&hem MO urlen
na zakladé télesného povrchu a télesné teploty bhem operace, obvykle 2,.2-2.4 Lm™ min™".

V pribéhu MO tento kalkulovany pridtok udrzuje perfuzionista zménou otacek Cerpadla.

Hiavni vyhodou metody revaskularizace bez pouziti MO, tzv. metody off-pump, je
pravé odstranéni negativnich dopadi MO na organizmus. K provedeni anastomobzy,
piedeviim na lateralni stén¢ levé srdecni komory nebo zadni sténé, je zapotiebi polohovat
stdce do nefyziologické pozice (vertikalizace) a dale lokalni stabilizace srdeCni stény s jeji
kompresi. Nasledkem snizeného diastolického plnéni pravé komory dochdzi k poklesu
stfedniho arteridlniho tlaku a poklesu tepového a srde¢niho vydeje (18, 130). Pokles
systémového tlaku je obvykle kompenzovin optimalizaci preloadovych parametrii, event.
podanim vazoaktivnich latek. Pokles stfedniho arteridlntho tlaku pf1 soucasném vzestupu
centrlnitho Zilniho tlaku nasledng vede k poklesu perfuzniho tlaku s moZnym sniZzenim

perfiize organi (67).

-51-



Glukéza, kterda je zakladnim substratem intermedidrniho metabolizmu, slouvzi jako
zdroj pro tvorbu energie. Jeji koncentrace v krvi je vurCitém fyziologickém rozmezi
udrzovana fadou regulacnich latek (inzulin, ghikagon atd.). Koncentrace v extracelularnim
prostiedi je ovlivnéna mimo jiné poptavkou bunék po glikdze, predeviim v piitomnosti
dostateCné oxygenace. K poklesu mtersticialni koncentrace ghikdzy dochazi v piipadé
pfesunu metabolizmu smérem k anaerobnimu metabolizmu s akceleraci glykolyzy. Cilem je

zajistit dostateénou tvorbu energie (9, 104).

Nami méfené koncentrace glukdzy v mikrodialyzatu v dobé incize jsou v rozmezi
koncentraci naméfenych ve svalu jinymi autory (104, 120, 175). V priibéhu operace jsme
shodné v obou skupmach zaznamenali vzestup koncentraci glukézy. Rozdily mezi ob&ma
skupinami jsme vSak nezaznamenali Koncentrace glukdzy v séru byla pied operaci shodné
v obou skupinach ve fyziologickém rozmezi. Po operaci doslo v obou skupinach k vzestupu

glykemie.

Na vzestupu at jiz intersticidlnich, nebo plazmatickych koncentraci glukdzy
v prubéhu operace se mohla podilet stresova reakce s tvorbou hyperglykemicky plsobicich
hormonu a inzulinova rezistence, kterd je popisovana v souvislosti s MO. ZvySena sekrece
kortizolu a katecholamini zplisobuje poruchu transportu glukézy do bunék a jeji utilizaci,

a dochazi tak k vzestupu koncentraci glukozy.

NedostateCny piisun kysliku do tkani je spojen, jak jiz bylo uvedeno, s posunem
intermediarniho metabolizmu smérem k anaerobni utilizaci glukézy, glykolyze. V pripadé
nedostatku  kysliku  dochazi kpfeméné koneéného produktu pyruvate pomoci
laktatdehydrogendzy na laktat. Vysledkem je produkce laktitu v tkani, jehoz vyplavovani do
krve vede k vzestupu plazmatickych koncentraci laktatu (hyperlaktatemie typu A). Vysledna
koncentrace je dana relativné rychlou tvorbou laktatu a jeho pomalou clearance. Pfitomnost
hyperlaktatemie v souvislosti se srdecni operaci je uddvana jako faktor spojeny s nepiiznivym
poopera¢énim pribéhem (123, 161). Plazmatické koncentrace laktatu viak odrazeji zmény
v celém organizmu. Nelze tedy tici, v které tkami dochazi k hypoxii nebo zdali se jedna

o globalni stav.

V nasi studii jsme sledovali zmény laktatu v kosternim svalu. Inicialni hodnoty laktatu
jsou v rozmezi hodnot pozorovanych jinymi autory (120, 170, 175). V obou souborech jsme
zaznamenali nardst koncentraci laktatu. Vyznamny rozdil koncentraci mezi soubory jsme

nezaznamenali. Také stiedni hodnoty plazmatickych koncentraci laktitu po operaci nebyly
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vyznamné odliSné a pohybovaly se ve fyziologickych mezich. Pribéh plazmatickych
koncentraci v pritbéhn operace viak nebyl v této studii sledovan. Warang et al. (211) obdobng
jako v nadi studii srovnava plazmatické koncentrace laktatu v dobé pfijmu na JIP. Priméma
koncentrace laktatu v krvi nemocenych operovanych s MO byla statisticky vyznamné vy$&i ve
srovnani se skupinou off-pump a piesahovala fyziologickou mez Ganushchak et al. (58)
uvadi vzestup plazmatickych koncentraci laktatu v priibéhu operace s MO, nepfesahuji viak

fyziologickou mez.

Intersticialni koncentrace laktatu odrazeji pouze lokalni stav. V nadi studii jsme
nezaznamenali piimy vztah (korelaci) mezi koncentraci laktatu naméfenou intersticialni

mikrodialyzou a plazmatickou koncentraci laktatu po operaci.

Piipadny vzestup plazmatickych koncentraci po operaci muze byt pravé zpusoben

vyplavenim laktatu z extraceluldrniho prostoru periferni tkané.

Metabolizmus pyruvatu je uzce spojen s laktatem. Koneénym produktem utilizace
glukdzy je za aerobnich podminek pyruvit, ktery za pomoci pyruvatdehydrogenazového
systému vstupuje do citradtového cyklu ve formé acetyl-CoA. Za anaerobnich podminek, pii

nedostatku kysliku, se viak pyruvat méni na laktat.

Bazdlni koncentrace pyruvatu v mikrodialyzitu v nadi studii byla lehce nizsi
v porovnani s koncentracemi pyruvatu z jinych studii s pfihlédnutim k rychiosti perfuze (170,
175). Zajimavym zjidténim byl rozdilny prib&h koncentraci v obou skupinach: narust
extracelularnich koncentraci ve skupiné off-pump, zatimco ve skupiné on-pump doslo po

pfechodném vzestupu koncentraci k opétovnému poklesu na zakladni uroven.

Plazmatické koncentrace pyruvatu v pribéhu MO sledoval Ganushchak et al. (58).
Prokézal pokles koncentrace pyruvatu po zahdjeni MO a vzestup koncentraci ke konci MO

{po 60 minutach) a dile v pooperanim obdobi.

Hodnoceni koncentraci pyruvatu je obtizné. Na metabolizmu pyruvatu se podili fada
mechanizmi. Vedle redox stavu v tkani je to aktivace nebo inhibice enzymu podilejicich se
na jeho pfeméng, predevsim pak pyruvatdehydrogenazovy systém. Nékteré prace popisuji
moznost inhibice tohoto enzymu volnymi radikaly v reperfundované tkani, napf. v souvislosti
sMO (11, 218). Svalova tkan je také schopna za uritych podminek vychytivat laktat
z cirkulace a preménovat jej nasledné na pyruvat (207). Rosendal et al. (170) zaznamenal

vzestup koncentrace pyruvatu v kosternim svalu po intenzivnich svalovych kontrakcich.
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Jednim z moZnych vysvétleni tohoto dgje je pfeména laktatu, ktery byl vytvoien v priibéhu
anaerobniho cvifeni na pyruvat po obnoveni dodavky kysliku do tkani. Pravé vzestup
koncentraci pyruvatu ve skupiné off-pump ke konci operace, v dobé, kdy jiz nedochazi

k polohovani srdce, miize byt zpisoben zlepSenim dodavky kysliku do tkani.

Uzkého vztahu mezi laktatem a pyruvatem se vyuziva pi1 kalkulaci poméru laktat /
pyruvat (LPR), ktery obvykle slouZi jako marker hypoxie. Pomér LPR v krvi je za normalnich
okolnosti men$i nebo roven 10 : 1 (58). LPR > 10 : 1 odpovidaji nedostateéné dodavce
kysliku tkdnim. Bazalni hodnota LPR v mikrodialyzatu v nai studii byla vy§3i ve srovnani
s hodnotami uvadénymi v jinych studiich (175). Pfi¢mou byla niZ$i bazalni koncentrace
pyruvatu. Dilezitéjsi nez koncentrace dané latky nebo LPR je viak vyvoj koncentraci v Gase
a porovnani jednotlivych koncentraci se zékladni hodnotou (relativni hodnoty). Minimalizuje
se tak vliv mdividudlni recovery, kiterd by mohla zkreslit vysledky méfeni. Porovnanim
ziskanych hodnot LPR jsme zjistili vzestup hodnot LPR ve skupiné off-pump a vyznamné
vy33i hodnoty LPR ve skupiné off-pump, predeviim pak v disledku vzestupu koncentraci
pyruvétu. Na zakladé hodnoceni LPR lze fici, Ze operace s MO vede k vétSimu nedostatku

kyslika v periferni tk&ni ve srovnani s metodou off-pump.

Glycerol, ktery je zdkladnim stavebnim prvkem triacylglycerold a fosfolipidd bunééné
membrany, slouZi jako marker tkaflové ischemie. Béhem ischemie dochdzi k elevaci
extracelularnich koncentraci glycerolu (9, 133). Na uvolnéni glyceroli do extracelutamiho
prostoru se podileji 3 mechanizmy. Aktivace fosfolipazy v disledku selhani kalciové pumpy
vede k degradaci bunééné membrany. V fasné fazi ischemie mzZe byt glycerol produkovan
hydrolyzou glycerol-3-fosfatu, ktery vznika v prabéhu glykolyzy. Alternativnim zdrojem pak

muze byt lipolyza intracelularnich triacylglycerold v pribéhu ischemie (9, 133).

V pribéhu operace jsme zaznamenali vzestup koncentraci glycerolu v mikrodialyzatu
v obou skupinach, s vy$8imi absolutnimi koncentracemi ve skupiné on-pump, ukazujici na

ischemicky inzult v pribéhu operace.

Vy38i hodnoty extracelularniho glycerolu spolu s nizsi hodnotou LPR v pribéha
operace s mimotélim ob&hem v porovnani s operaci bez pouziti MO ukazuji, ze b&hem

operace s MO dochazi k vy$§imu stupni nedostatku kysliku (ischemii) v perifernim svalstvu.

Béhem studie jsme mnezaznamenali Ziacdné komplikace v souvislosti s aplikaci

mikrodialyza¢niho katétru do deltového svalu.
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7. Tkanové a  plazmatické  koncentrace cefuroximu  bé&hem

kardiochirurgické operace s mimotélnim ob&éhem

7.1. Experimentalni ¢ast (in vitro stanoveni antibiotik)

Schopnost piestupu pies semipermeabilni membranu mikrodialyza¢niho katétru zavisi
na mnoha faktorech, tak jak bylo pfehledné uvedeno v uvodu. Proto pfed viastnim in vivo
stanovenim tkafiovych koncentraci sledovaného antibiotika byl proveden in vitro pokus.
Cilem bylo zjistit schopnost pfestupu sledovaného antibiotika, cefuroximu, pies dialyzaéni
membranu, sledovat vliv riznych koncentraci cefuroximu v okolnim prostiedi na schopnost
piestupu cefuroximu pies membranu a uréit vliv rychlosti perfuze mikrodialyzaéni kanylou na

hodnotu in vitro recovery.
7.1.1. Metodika a material — experimentalni ¢ast

a) testované antibiotikumn
Cefuroximum natricum (AXETINE 1.5 g; Medochemie Ltd., Limassol, Kypr)
b) stanoveni in vitro recovery cefuroximu

Mikrodialyzaéni katétr CMA 60 (CMA/Microdialysis AB, Solna, Svédsko) byl pevné
umistén do kadinky obsahujici 100 ml roztoku cefuroximu — Ringeriiv roztok (Ringer’s
solution, Braun Melsungen AG, Melsungen, Némecko: Na* 147 mmoll™”, K 4 mmol I,
Ca'? 2,25 mmoll™", CI"" 156 mmolI™, 309 mosmoll") + vypo&tené mnoZstvi cefuroximu.
1 ml vzorku roztoku byl nasledné odebrdn k uréeni vysledné koncentrace antibiotika
v roztoku. Roztok v kaddince byl kontinudln€ promichdvin a teplota roztoku kontimuding
udrZovana na 25 °C. Poté byl mikrodialyzadni katétr perfundovan Ringerovym roztokem bez
antibiotika rychlosti 0,1 mLh™ po dobu 20 minut. Mikrodialyzt jiman do mikrozkumavek
(CMA Microvials, CMA/Microdialysis AB, Solna, Svédsko) a naslednd zamrazen. Do doby
analyzy uchovavan pii —80 °C. Nasledovala vyména roztoku ve zkumavce a proplachnuti
sondy Ringerovym roztokem. Pokus byl ve stejném uspofadani proveden pro devét riznych

koncentraci cefuroximu v okolnim roztoku.
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c) viiv rychlosti perfuze na hodnotu in vitro recovery cefuroximu

Tak, jako v pfedchozim pokusu (viz. odstavec b) byl mikrodialyza¢ni katétr CMA 60
umistén do kadinky se 100 ml roztoku (Ringerova roztoku + cefuroximu). 1 ml vzorku
roztoku odebran k urceni vysledné koncentrace cefuroximu v roztoku. Roztok v kddince byl
kontinualné promichavan a teplota roztoku kontinualné udrzovana na 25 °C. Mikrodialyzacni
katétr byl perfundovan Ringerovym roztokem bez antibiotika rychlosti 0,1 mi.h™' po dobu 20
minut. Mikrodialyzat jiman do mikrozkumavek (CMA Microvials, CMA/Microdialysis AB,
Solna, Svédsko) a naslednd zamraZen. Do doby analyzy uchovavan pfi —80 °C. Pokus byl
danou rychlosti proveden celkem dvakrat. Poté byl pokus ve stejném uspofadani proveden

vzdy dvakrat pro rychlost perfuze 0,3 mLh™a 0,5 mLh™",

7.2, Klinicka ¢ast (in vive stanoveni tkanovych koncentraci antibiotik)

7.2.1. Soubor

Soubor byl tvofen 11 (9 muzu, 2 zeny) ndhodné vybranymi nemocnymi. VSichni
nemocni podstoupili srdeéni operaci s pouzitim mimotélniho ob&hu na Kardiochirurgické

klinice Fakultni nemocnice a Lékaiské fakulty v Hradei Kralové Univerzity Karlovy v Praze.

Studie probihala se souhlasem etické komise Fakultni nemocnice v Hradei Kralové.
Nemocni byli pied zafazenim do studie plné informovéni o pribéhu studie a podepsali

informovany souhlas.

Do studie nebyli zafazovani nemocni indikovani k akutni operaci, reoperaci, s
anamnézou uZivani antibiotik v poslednich 14 dnech, s probihajicim infekénim nebo
zénétlivym onemocnénim, s renélni insuficienci (sérovy kreatinin > 180 umol 1Y, alergickou

nebo hypersenzitivni reakci na p-laktamova antibiotika.

U nemocnych byla provedena vedkera rutinni pfedoperacni vySetfeni (fyzikalni
vySetfeni, biochemické a hematologické vySetieni krve, vySetfeni moce, RTG plic, EKG, UZ

srdce a koronarografické vySetfeni).

Zakladni piedoperacni charakteristiky souboru a vybrand data z peroperacniho

a pooperaéniho pribéhu jsou shrouty v tabulee €. 5.
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7.2.2. Metodika a material — klinicka ¢ast

7.2.2.1. Anestezie

Premedikace: Veler pied operaci bromazepamum (Lexaurin, Krka, Slovinsko) +
bisulepini hydrochloridum (Dithiaden, Zentiva, CR). Zpravidla 1,5 mg Lexaurinu a 2 mg
Dithiadenu p. o. Rano v den operace 1,5 mg Lexuarinu + 2 mg Dithiadenu. Od pulnoci

nemocny laény.

Uvod do anestezie: Po kanylaci arteria radialis byl podén sufentanyl v dévee 1 ug.kg_l

(Sufenta, Janssen Pharmaceutica N. V., Belgie), propofol v davee 1 mgkg ' (Propofol 1%
Fresenius”, FreseniusKabi Deutschland GmbH, SRN), svalova relaxace zaji$téna
cisatracuriem v davee 0,1 mgkg™' (Nimbex, GSK, Itilie). Latky podany intravenézng. Po
podani této medikace byla provedena intubace nemocného, kanylace dvou centrdlnich Zilnich
katétrd, zavedeni nazogastrické sondy, nazopharyngeainitho a rektalnitho teploméru

a permanentniho mocového katétru.

Vedeni anestezie a analgezie: Anestezie byla udrzovana sufentanylem

(0,5 pgkg'h™) a propofolem (1 mgke'h), dostatend myorelaxace zajidténa
cisatracuriem (0,04 mgkg™ h") v davkach zajitujicich adekvétni anestezii, myorelaxaci
a hemodynamickou stabilitu v priab&hu operace. Isoflurane (Forane, Abbot Laboratories,
Velka Britanie; 0,7-0,8 %) byl pfidavan v kysliku.

V prib&hu operace byla zaji§téna monitorace arteridlniho tlaku, centralnibo Zzilniho

tlaku, pulzni oximetrie a monitorace 6svodovym EKG.

7.2.2.2. Operacni technika, mimotélni obéh

Po provedeni medidlni sternotomie a perikardotomie (v piipad€ revaskularizace po
odbéru a. mammaria a Zilnich §tépa) byly rutinnim zptisobem zavedeny kanyly pro mimotéini
obéh. Do vzestupné aorty (arteridlni kanyla) a ptes pravou siii do dolni duté zily (zilni kanyla
— dvoustupiiovi two-stage” kanyla). Celkova heparinizace byla zaji§téna heparinem v davce
2,5 mg.kg . Hodnota ACT udrfovéna nad 480 sekundami. Systém mimotélniho ob&hu se
skladal z membranového oxygendtoru s integrovanym vyménikem tepla (D903 AVANT,

Dideco, Mirandola, Italie) a valeckové pumpy s nepulzatilnim tokem (Stdckert S3, Sorin
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Group, Mnichov, Némecko). Standardni souéasti tepenné linky byl filtr s filtra¢ni schopnosti
40 mikrondt (Jostra Quart, Maquet Cardiopulmonary AG, Hirrlingen, Némecko). Hadicovy
okruh mimotélniho obéhu byl slozen z PVC (polyvinylchlorid), kromé rotoru Cerpadla, kde

byla pozita silikonova trubice.

Primarni naplii systému mimotéiniho obéhu se skladala ze smési krystaloidu (Hartmamiv
roztok), koloidnich roztoki (10% Rheodextran s molekuldrni hmotnosti 40 000), 10%
manitolu, methylprednisolonmu, 8,4% NaHCO3, MgSOs a 5 000 IU heparinu a 50 pg
noradrenalinu. Napli neobsahovala antibiotika. Operace probihala v celkové normotermii
(teplota jadra nad 35 °C) s kalkulovanym pritokem krve 2,4 1Lm = min ', stfedni arterialni tlak
byl mezi 50 a 75 mmHg. Hodnota hematokritu nad 20 % (20-25%).

K ochrané myockardu pfed ischemii po dobu uzavéru aorty svorkou bylo pouzZito
antegradni aplikace studeného (4 °C) krystalického kardioplegického roztoku (St. Thomas
solution, Ardeapharma, Sevétin, Ceska republika), kteri byla opakovina kazdych 20 minut.
Zevné bylo srdce ochlazovano ledovou tiisti. Proximalni anastomozy aortokoronarnich by-
passi byly naSiviny na ascendentni aortu po povoleni aortalni svorky Po provedeni
proximalnich anastomoz a odstranéni kanyl MO byl heparin vyvazan protaminem (1 : 1) za

kontroly ACT.

Hodnoty acidobazické rovnovahy vnitiniho prostiedi a krevnich plynt byly v pribéhu

mimotélniho obéhu udrzovany ve fyziologickych hodnotach (metoda ,,alpha-stat™).

7.2.2.3. Antibioticka profylaxe

Cefuroxim (Axetine, Medochemie Ltd., Limassol, Kypr), cephalosporin 2. generace,
byl pouzit jako profylaktické antibiotikum. Prvai davka — 3,0 g cefuroximn (1,5 g
cefuroximu/20 ml NaCl aplikovano jako bolus pies centralni Zilni katétr) — aplikovana v
uvodu do celkové anestezie, druha davka cefuroximu (1,5 g) po skondeni mimotéiniho ob&hu
v dobé aplikace protaminu. V pfipadé revaskularizace nasledovala tfeti davka cefuroximu (1,5
¢) po osmi hodinach od druhé davky, u vykont na chlopnich byl cefuroxim (1,5 g) podavan
po 8 hodinach do 48 hodin pooperacné.
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7.2.2.4. Mikrodialyza (design)

Pted chirurgickym zakrokem byl nemocnému za sterilnich podminek a bez pouZiti
lokdlni anestezie zaveden do levého deltového svalu mikrodialyzaéni katétr CMA 60
(CMA/Microdialysis AB, Solna, Svédsko), obsahujici semipermeabilni membranu
z polyamidu (délka membrany 30 mm, vnéj$i primér 0,6 mm) a s ,cot-off* membrany 20 000
Daltomi. Nasledné byl katétr po dobu 30 minut proplachovan Ringerovym roztokem
(Ringer’s solution, Braun Melsungen AG, Melsungen, Némecko: Na® 147 mmol.I”,
K" 4 mmolI"", Ca*™* 2,25 mmol.I"', CI"' 156 mmoll”’, 309 mosmoll™) konstantni rychlosti
0,1 mLh™ pomoci linearni punipy (Pilote A2 IS2, Fresenius Vial, Le Grand Chemin, Brezins,

Francie).

Pted podanim prvni profylaktické davky antibiotika byla provedena in vivo kalibrace
sondy metodou refrodialyzy. Cilem bylo urcit individudlni hodnotu recovery pro dané
antibiotikum - Cefuroximum natricum (AXETINE 1,5 g; Medochemie Ltd., Limassol,
Kypr).

Metoda retrodialyzy je zaloZena na principu kvantitativné stejné schopnosti difuze
latek obéma sméry pies semipermeabilni membranu. Katétr byl proplachovan Ringerovym
roztokem s obsahem cefuroximu o znamé koncentraci rychlosti 0,1 mlh™. Pokles
koncentrace cefuroximu v perfuznim roztoku a nasledné zjisténa koncentrace cefuroximu
v mikrodialyzétu ziskaném po 30 minutdch byla pouzita k vypodtu recovery. Pro vypocet
individuaini hodnoty recovery byl pouzit nasledujici vzorec: recovery (%) = 100 — (100 x
koncentrace cefuroximugiryzs * koncentrace ceRroXimupersizse ). Po dostatetném (30 minut)
proplachnuti celého systému Ringerovym roztokem bez antibiotika byla po tivedu do celkové

anestezie podana prvni davka cefuroximu (3 g cefuroximu i. v.).

Schematické znazornéni ¢asové posloupnosti studie:

1. davka 2. davka
ATB ATB
operace
T mimotEind obigh
| Eretmdiah‘ma | : JIP

proplach | | proplach 1 "

soncly sondy
aplikace wdstranéni
sGndy soniy
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Dialyzaty byly odebirdny v 30minutovych intervalech v pribéhu operace:

1 - fez kinze, pfed mimotélnim obéhem,
2 - 4 — v prubéhu mimotélniho obéhu,

5 — sutura kiize, po mimotélnim obéhu.

Vzorky krve (2 ml) byly v pritbéhu operace odebirany z arteridlniho katétru:
1 —fez kuze,
2 - 5 — po 30 minutach v prib&hu mimotélniho ob&hu,

6 — sutura kaze.

V priibéhu celé operace bylo pii vyméné zkumavek pocitano s ,mrtvym prostorem®
(Casové zpoZdéni) mezi vlastni membrianou a mistem jimani vzorkd do mikrozkumavky
(2 minuty pro rychlost perfuze 0,1 mb.h™). Po skonéeni operace byl po provedeni kozni sutury
za sterilnich podminek katétr odstranén. Mikrodialyzaty byly jimany do specidlnich
vzavienych mikrozkumavek {(CMA Microvials, CMA/Microdialysis AB, Solna, Svédsko)
zabrafinjicich odpafovani vzorku. Vzorky byly zmrazeny a uchovavany pfi —80 °C az do
analyzy dialyzatu. Vzorky krve byly odebirany do zkumavek s obsahem EDTA
(ethylenediaminetetraacetic acid). Po centrifugaci byla ziskana plazma uchovivana pfi
—80 °C. Druhi davka cefuroximu (1,5 g 1. v.) aplikovana po skonceni mimotélniho ob&hu v

dobé podani protaminu.

7.2.2.5. Analyza vzorki

Vzorky mikrodialyzatd a plazmy ziskané centrifugaci krve byly pfed analyzou
uchovévany pfi —80 °C. Analyza vzorkii probihala v Ustavu klinické biochemie a diagnostiky
Fakultni nemocnice a Lékaiské fakulty v Hradci Kralové. Stanoveni koncentraci cefuroximu
ve vzorcich plazmy a ve vzorcich z mikrodialyzy bylo provedeno metodou vysokoucinné
kapalinové chromatografie (HPLC) s detekci na detektoru diodového pole (photodiode-array
detection PDA). Zpracovani vzorkd plazmy (0,5 ml) zahrmovalo precipitaci bilkovin
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acetonitrilem (0,5 ml) a ptecidténi supernatantu (0,85 ml) dichlormethanem (7 ml). Cefiroxim
{20 pl vzorku) a wvnitini standard cefoxitin byly nasledné separovany na koloné (Ascentis
Amide Cis columm, 4,6x150 mm, 5 pum, Sulpeco; rychlost mobilni faze 0,8 mlmin™ pfi
30 °C) na reverzni fazi a kvantifikace sc uskuteCnila pfi 254 nm. Mobilni faze slozena
z amonia acetatu {(pH 5; 85 %) a 15 % acetonitrilu. U vzorki ziskanych pfi mikrodialyze byl

ke vzorkiim pouze piedan vnitini standard a nasledovala separace na koloné.

Vazebnost cefuroximu na bilkoviny krevni plazmy se zjist'ovala metodou ultrafiltrace

na kolonkach Microcon YM 10 (Amicon).

7.2.3 Statistické zpracovani a vypoclty
a) kalkulace in vivo recovery a intersticidlnich koncentract

Individudlni in vivo recovery cefuroximu byla v kaZdého nemocného pied vlastni
operaci ur€ena metodou retrodialyzy (viz. vy3e). Na zakladé stanovenych koncentraci
cefuroximu v perfuznim roztoku a mikrodialyzatu byla hodnota recovery vypoctena pomoci
vzorce: recovery (%) = 100 - (100 x koncentrace cefuroXimugay.s * koncentrace
ceﬁlroximuperﬁm_l). Absolutni koncentrace cefuroximu v kosternim svalu  (musculus
deltoideus) byly vypolitany z naméfenych koncentraci cefuroximu v mikrodialyzitu a
individualni recovery podle rovnice: intersticidlni koncentrace cefuroximu (mg.ml'l) = 100 x

koncentrace cefuroximu v mikrodialyzatu (mg.mi™") x in vivo recovery cefuroximu (%)

b) vazha na bilkoviny

Vazba cefuroximu na bilkoviny plazmy byla v kazdém vzorku krve vypoétena
znaméfené celkové koncentrace cefuroximu v plazmé a volné koncentrace cefuroximu
v plazmé podle vzorce: vazba cefuroximu na bilkoviny (%) = 100 — (volna koncentrace
cefuroximu plazmé (mg.mi™) x celkové koncentrace cefuroximu v plazmé (mg.ml™)™" x

100).
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c) statistické zpracovdini

Statistické zpracovani bylo provedeno ve spolupraci s Ustavem lékaiské biofyziky
Lékatfské fakulty a Fakultni nemocnice v Hradei Kralové. Vysledky byly statisticky
zpracovany pomoci programu NCSS 2007 a programu Statistica. Zvolend hladina

vyznamnosti byla o« = 0,05.

In vitro: Vztah mezi koncentraci cefuroximmu vroztoku z kadinky a koncentraci
cefuroximu v ziskaném mikrodialyzatu a mezi m vitro recovery a rychlosti perfuzniho

roztoku byl zhodnocen pomoci Spearmanova korelaéniho koeficientu.

In vivo: Demograficka, peroperaéni a pooperatni data jsou uvedena jako poclet
(procento), data s normélnim rozloZenim jako primér + smérodatnia odchylka nebo jako
median (minimum — maximum) v piipadé zamitnuti normality dat. Porovnini pfedoperalnich

a pooperaénich dat (leukocyty, hemoglobin, hematokrit) bylo provedeno parovym t-testem.

Zjisténé koncentrace cefuroximu v plazmé a tkani jsou uvedeny jako primer =
smérodatn odchylka. Kalkulovand vazba cefuroximu na bilkoviny jako priimér = smérodatna
odchylka. Porovnani koncentraci cefuroximu v Case, zvIast’ v plazme¢ a tkani, bylo provedeno
pomoci parového t-testu, piipadné neparametrického Wilcoxonova testu (s Bonferroniho

korekci na dosazenou hladinu vyznamnosti).

Souvislost mezi zméfenymi koncentracemi cefuroximu (v plazmé a tkani)
v jednotlivych intervalech v priibéhu operace a vybranymi peroperaénimi a pooperaénimi

parametry byla hodnocena pomoci Spearmanova korelaéniho koeficientu.

-62-



7.3. Vysledky

7.3.1. In vitro pokus
a) stanoveni in vitro recovery cefuroximi:

Naméfené koncentrace cefuroximu v okolnim roztoku vkadince a koncentrace
cefuroximu v ziskangch mikrodialyzatech byly vyjadieny v grafu é. 11. Z vysledka linearni
regrese je ziejma linearni korelace mezi koncentraci cefuroximu v mikrodialyzatu
a koncentraci cefuroximu v okolnim roztoku v kadince pro Siroké rozmezi koncentraci
{korelacni koeficient 0,976, p<0,001). Pomoci konstrukce linearni a horizontalni pfimky byla
uréena hodnota recovery in vitro cefuroximu (89 %) pro rychlost perfuze 0,1 mlh™

a teplotu 25 °C.

Graf & 11. In vitro pokus. Vztah mezi koncentraci cefuroximu v okolnim prostfedi (roztok
v kidince) a koncentraci cefuroximu v mikrodialyzatu, Vertikdlni a horizontalni pfimky znazorfyi

zpiisob uréeni recovery.
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b) viiv rychlosti perfuze na hodnotu in vitro recovery cefuroximu

Z nameéfenych hodnot cefuroximu v mikrodialyzatu a okolnim roztoku byla podie
rovnice (recovery (%) = 100 x koncentraceyiyz * KoncentracCooln rosok ) Vypostena hodnota
recovery cefuroximu. Graf €. 12 vyjadiuje zavislost in vitro recovery cefuroximu na rychlosti
aplikace perfuzniho roztoku. Primérna hodnota recovery cefuroximu klesala z hodnoty 86 %

pii rychlosti 0,1 mLh™ na hodnotu 53 % pii rychlosti 0,5 mLh™ (korelagni koeficient 0,717;
p<0,01).

Graf ¢, 12. In vitro pokus. Vztah mezi in vitro recovery a rychlosti perfuzniho roztoku. (primeér £
smeérodatna odchylka).
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7.3.2. In vivo pokus
a) piedoperacni a pooperacni charakteristiky

Soubor druh¢ &asti studie byl tvofen 11 nemocnymi (9 muZi, 2 Zeny), ktefi podstoupili
operaci srdce s pouzitim mimotélniho obéhu (7 nemocnych chirurgickou revaskularizaci, 4

nemocni nahradu aortalni chlopné). Primérny vék operovanych byl 65,5 let. Kazdému
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nemocnému byla vuvodu do celkové anestezie aplikovana standardni (stejnd) davka
antibiotika. V disledku rozdilné télesné hmotnosti a povrchu operovanych se lisi i
kalkulovand davka antibiotika (prvni davka ATB) na télesnou hmotnost a povrch. Rozdil
mezi touto kalkulovanou davkou byl mezi nejmendi a nejvétsi davkou piiblizné dvojnasobny
(33-60 mg kg '; 1 415-2 013 mg.cm ). V prithéhu operace byly sledovany mimo jiné adaje
tykajici se bilance tekutin. Primérna primarni naplit mimotélniho obéhu byla 1 538 mli,
celkové mnozstvi tekutin podané béhem mimotélniho ob&hu 2 566 ml Celkova bilance
tekutin byla vyrazné pozitivni, pfiblizné + 4 000 ml. Zakladni pfedoperacni a perioperacni

charakteristiky nemocnych jsou shrouty v tabulce 5.

Tabulka €. 5. Piedoperacni a perioperacni charakteristiky souboru (,,ATB*)

oz . - 5 (52)

VEk (rok) 65.5=11,0
Viha (kg) 75,1 £12.2
Vyika (m) 171,7+938
Télesny povrch (m®) 1,89 £ 0,20
Body mass index 254+31
Ejekini frakce levé komory (%) 588+124
Predoperacni hodnoty:
Urea (mmol.1™) 56+1.8
Kreatinin (umol.I ) 101,5 £21,2
ALT (pkat.I') 0,51 =0,18
AST (ukatl") 0,53 +0,13
Celkovy bilirubin (pmol.J™) 9 (3 -33)
Leukocyty (10° T'") 7,2+ 1,1
Celkova bilkovina (g.1 ) 72,7+£59
Délka operace (min) 1891 £392
Délka mimotélniko ob&hu (min) 87,8 21,9
Délka aortilni svorky (min) 50,7 +12.5
Prvni davka ATB (mg.kg ) 41,1 (33,0 - 60,0)
Prvni ddvka ATB (mg.cm *) 1 631,2+188,6
Interval mezi 1. a 2. davkou ATB (min) 1937 £26,8
Primarni napii MO (ml) 15382 +£2206
Tekutiny béhem MO (ml) 2 566,4 + 469.6
Bilance tekutin béhem op. {ml) 4 (70,9 £ 815.7
Hemoglobin pied MO (g.17) 1229:+96
Hematokrit pred MO 0,37 £ 0,03
Hemoglobin pe MO (g.1™) 87,2+ 96
Hematokrit po MO 0,26 £0,03°
Leukocyty 1. poop. den (10° 1) 13,6 +3.2°
CRP1. poop. den_(mg.1™) 69,5 + 28,1
Diuréza béhem op. (ml) 918,2 +£435,5
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Pobyt JIP (h) 41 {16 — 70)
Ventilace JIP (h) 73+39
Délka hospitalizace poop. (dny) 105+21
ALT = alaninaminotransferaza; AST = aspartitaminotransferdza; ATB = antibiotikum; MO = mimotélni obéh,;
op. = cperace; JIP = jednotka intenzivni péte

° p < 0,001 (pooperacni versus pfedoperaéni hodnoty)

b) koncentrace cefuroximu v plagmé

V pribéhu operace byly ve stanovenych intervalech (viz. 7.2.2.4.) odebirdny vzorky
krve. Stanovené koncentrace cefuroximu v plazmé, celkova koncentrace a volna frakce
cefuroximu jsou znazomény v grafu & 13, Po zahajeni mimotéiniho obéhu doflo
k vyznamnému poklesu obou koncentraci ve srovnani s koncentraci v dobé incize. Celkova
koncentrace klesla 0 52 % (= 8 %); p<0,05, volnd koncentrace o 43 % (+ 9 %); p<0,05.
Promérnd doba od incize do spusténi mimotélniho ob&hu byla 50 minut (= 21 minut).
V pribéhu mimotélniho obéhu pak dochazelo k dal§imu poklesu plazmatickych koncentraci.
Napi. po 90 minutach mimotéiniho obéhu doslo v priméru k 31 % (£ 7 %) poklesu celkové
koncentrace (p<0,01) a v pruméru k 33 % (£ 8%) poklesu voiné frakce (p<0,05). Po podani
druhé davky cefuroximu (1,5 g po protaminu) dochazelo kvyraznému vzestupu
plazmatickych koncentraci, pfidem? koncentrace v dob& sutury (pramérny interval 58 & 19
minut) byla vy33i v porovnani s posledni méfenou hodnotou pfed koncem mimotélntho obghu

0 119+ 38 % (celkova koncentrace; p<0,05) resp. o 118 = 41% (volna frakce; p<0,05).

Primérny rozdil celkové a volné koncentrace cefuroximu byl v dobé incize 43,7 +
13,4 mg.I"". Po zahajeni mimot&Iniho ob&hu doslo k poklesu rozdilu koncentraci na 11,1 + 6,5
mg.I" a po 90. minutich byl rozdil v priméru 7,3 = 2,6 mg.I''. V dob& sutury rany doslo

k mirnému vzestupu rozdilh koncentracina 17,9 +9,9 mg.I"".
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Graf & 13. Koncentrace cefuroximu v plazmé (cefkovd a volnd frakce) v pribéhu srdeéni
operace s pouZitim mimotélniho obéhu. Hodnoty jsou vyjadieny jako primé&r + smérodatnd

odchylka. MO — mimotélni obéh
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¢) koncentrace cefuroximu v thani

Casovy pribsh intersticidlnich koncentraci cefuroximu v musculus deltoideus
v pritbéhu operace zndzoriiuje graf ¢. 14. Vzorky byly odebirany ve stanovenych intervsﬁech
(viz. 7.2.2.4)). Podobné jako v piipadé plazmatickych koncentraci doslo po zahajeni MO
k poklesu intersticidlnich koncentraci ve srovnini s koncentraci v dob& mcize. Sifedni
hodnota rozdilu koncentraci v dobé incize a v prvnim méfeném intervalu (0-30 minut) po
spusténi mimotélntho ob&hu byla 12,6 mg.I'" (mezikvartilové rozpdti 4,7 - 33,7 me.1Ih.
V pribéhu mimotélniho ob&hu dochdzelo k daliimu poklesu koncentraci. Stfedni rozdil
koncentraci v intervalu 0-30 min. a 60-90 min. byl 10,2 mg.I"" (mezikvartilové rozpéti 6,6 -
39,3 mg.I'"). Po aplikaci druhé profylaktické davky cefuroximu (1,5 g po protaminu) dolo
k vyraznému vzestupu intersticidlnich koncentraci. Stfedni hodnota rozdilu koncentrace
v dob& sutury a posledni koncentrace ziskané béhem MO byla 64,7 mg.I" (mezikvartilové

rozpéti 36,8 — 376,7 mg.™).

Porovnani koncentraci cefuroximu v plazmé a extracelularnim prostoru periferniho
kosterniho svalu znazorfiuje graf ¢. 15. Koncentrace cefuroximu ziskané pomoci mikrodialyzy
odpovidaji 30 minutovému odbérovému intervalu. V grafu jsou koncentrace vyjadiené bodem

v poloving tohoto mé&feného intervalu. V dob¢ incize byla celkova koncentrace v plazmé vyssi
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nez v intersticialni tekutingé. Priméma koncentrace volné frakce v plazmé byla pouze lehce
vyssi. V priibéhu mimoténiho obéhu byly extracelularni koncentrace ve viech intervalech
vy38i nez koncentrace v plazmé. Tento rozdil byl jest® vy88i po aplikaci druhé davky

antibiotika po ukonceni mimotéiniho obéhu.

Priuné&rné koncentrace cefuroximu v plasmé a v intersticialni tekutiné po celou dobu
operace prevySovaly minimélni inhibi¢ni koncentraci (MIC) pro pfedpoklada infekeni agens

(MIC cefuroximu pro gram-pozitivni baktérie 2 mg.I"", gram-negativni baktérie 4 mg. 1)

Také u tii nemocnych, u nichz mimotélni obéh trval 120 minut, zméfené¢ koncentrace

cefuroximu pfevysovaly ke konci MO doporucenou MIC.

Graf ¢ 14, Koncentrace cefuroximu v tkini kesterniho svalu v priitbéhu srdecni operace
s pouZitim mimoténiho ob&éhu. Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér £ smérodatna odchylka. MO —

mimotélni obéh
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Graf ¢ 15. Koncentrace cefuroximu v plazmé a tkdni kosterniho svalu v prib&hu srdeéni

operace s pouZitim mimotélniho ob&hu. Hodnoty jsou vyjadfeny jako primér. MO — mimotélni obéh
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d) vazba cefuroximu na bilkoviny plazmy

Vazba cefuroximu na bilkoviny plazmy byla vypocitana z naméfenych plazmatickych
koncentraci, celkové a volné koncentrace, podle nasledujiciho vztahu: vazba cefuroximu na
bilkoviny (%) = 100 — (volnd koncentrace cefuroximu plazmé (mg.ml") x celkové
koncentrace cefuroximu v plazmé (mg.ml_l)_1 x 100). Pfed zahijenim MO, v dobé kozni
incize, primé&rna vazba na bilkoviny plazmy dosahovala 29 %. Po zahdjeni MO doslo k
poklesu vazby na primérnou hodnotu 15 % (p<0,01). Na této drovni primémé vazba ziistala

po celou dobu MO a dale i po ukon¢eni MO (graf €. 16).
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Graf & 16. Vazba cefuroximu na bilkoviny plazmy v priibéhu srde¢ni operace s pouZitim
mimotélniho obéhu. Navizana frakce vyjadrena jako procento celkové koncentrace. Hodnoty jsou

vyjadfeny jako pramér + smérodatna odchylka. MO — mimotélni obéh
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Vztah mezi vysledky mé¥eni plazmatickych a intersticidlnich koncentraci a vybranymi
anamnestickymi, peroperacnimi a pooperanimi parametry (vaha, vySka, povrch, BMI, délka
MO, délka operace, primarni napli, bilance tekutin atd.) byl zhodnocen pomoci vypoctu
korelaéniho koeficientu (Spearmantiv korelaéni koeficient—- r s pfisluSnou hladinou

vyznammnosti) a konstrukci bodovych grafil.

Vyznamn&j§i vztah byl zji$tén mezi celkovou koncentraci cefuroximu v plazmé v dobé
sutury a délkou operace (r = —0,78; p<0,01), koncentraci cefuroximu v tkani a plazmé na
konci MO (r = 0,87; p<0,001), koncentraci cefuroximu v plazmé v dob& sutury a délkou
intervalu mezi prvai a druhou ddvkou antibiotika (r = -0,65; p<0,05), celkovou bilanci tekutin
v pritbdhu MO a celkovou koncentraci cefuroximu v plazmé v dob& sutury rany (r = -0,72;

1<0,05).
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7.4. Diskuze

Technika mikrodialyzy se v poslednich letech s vyhodou vyuziva pii studiu priniku
latek exogenni povahy do extracelularniho prostoru tkani. Piikladem jsou antibiotika. Vychazi
se zpfedpokladu, Zze kromé septikemie ¢i endokarditidy je hlavnim mistem puasobeni
antibiotik tkan, &i spiSe extracelularni prostor tkani, kde se odehrava hlavni G&inek téchto
latek. In vivo mikrodialyza umoZnuje monitorovart sloZeni extracelularniho prostoru, véetné
antibiotik. Piednosti této techniky, na rozdil od technik, které se zabyvaji studiem antibiotik
v tkani, jako je biopsie shomogenizaci tkéné, pozitronova emisni tomografie nebo
magneticka rezonance, je relativné nizka cena, miniinvazivita, schopnost zjistit pouze volou
frakci a kontinualni méfeni (26, 138). Podle zjisténi nekterych studii mohou byt intersticialni
koncentrace antibiotik nizké ve srovnani s plazmatickymi koncentracemi, a jsou tedy moznou
pti¢inou selhani antiinfek¢ni terapie (110, 138). MozZnym rizikem nedostatené koncentrace

antibiotika je vedle selhani terapie i nartist rezistence bakterii k této latce.

Moznost méfit prinik antibiotika do tkané a jeho koncentract v tkani jsme vyuzili
v nasi studii, nebot pravé ranné infekéni komplikace po srdedni operaci jsou zdvaznou
komplikaci vedouci k zvySené morbidité a mortalit€é vyzadujici obvykle komplikovanou
a ndkladnou 1é¢bu. Povrchové ranné infekce, at” jiz v oblasti sternotomie, nebo v koronarni
chirurgii po odbéru 8tépi jsou infekce, které se odehrdvaji pravé v extracelularnim prostoru
tkani. Mnoho let se za ulelem snizeni vyskytu téchto infekci apliknji nemocnym v prizbéhu
operace profylakticky antibiotika. Studie, které se az doposud zabyvaly vyhodnocenim
koncentraci antibiotika, v8ak sledovaly bud’ pouze koncentrace antibiotika v krvi, nebo ve
vzorku homogenatu tkané (svalu, tukové tkané z mediastina), kdy nelze uréit pfesné misto
lokalizace antibiotika a urcit volnou frakci (56, 157). Béhem srdeéni operace s pouzitim MO
je navic farmakokinetika antibiotik ovlivnéna fadou faktorii, se kterymi se jinde nesetkdvame.
Farmakokinetika latek je ovlivnéna aktivaci systémové zanétlivé reakce, hemodiluci,
hypotermii, zménami v perfuzi tkani, sekvestraci latek v systému MO, poklesem renalni
funkce, snizenou clearance nékterych latek nebo zménou vazby na bilkoviny plazmy (29, 100,
132).

V nadi studii jsme se zabyvali vyhodnocenim koncentraci profylakticky podavaného
antibiotika v periferni tkani b&hem operace s MO a porovnanim zjisténych koncentraci
s plazmatickymi koncentracemi. Cilem bylo posoudit, zda je ddvkovaci schéma adekvétni ve

vztahu k zajisténi dostatené koncentrace antibiotika v periferni tkani a plazmé po celou dobu
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operace. Tkatové koncentrace antibiotika byly pomoci mikrodialyzy monitorovany
v deltovém svalu. Jedna se o periferni tkan, kterd je navic dobie pfistupna k vyméné vzorkn
v pritbéhu operace, aniz by byla poruSena sterilita operaéniho pole. Sledovanym antibiotikem
byl cefuroxim (cefalosporin druhé generace), ktery jsme v dobé studie pouzivali

k antibiotické profylaxi.

Cefalosporimy a jind Dbeta-laktamovd antibiotika jsou Casto  pouZivanym
profylaktickym antibiotikem v srde¢ni chirurgii, nebot obvyklym infekénim agens jsou
Staphylococcus aureus a Staphylococcus epidermidis (19, 105). Problém je, Ze vyrobcem 1ékih
doporucena davkovaci schémata jsou pouze obecnd a Ize je aplikovat u béznych
chirurgickych vykont bez pouziti MO. Nicméné davkovaci schéma, at’ jiz davkovaci interval
nebo velikost davky, pro chirurgické vykony s pouzitim MO neni v doporuceni uvedeno.
V souvislosti s monitorovanim koncentrace beta-laktamového antibiotika a vyhodnocenim
adekvatnosti této koncentrace se obvykle uvadi minimalni inhibiéni koncentrace (MIC),
respektive pickroceni koncentrace antibiotika nad hodnotu MIC a dale doba, kdy je
koncentrace antibiotika nad MIC (T > MIC). Dosazeni koncentrace vétsi nez 4 x MIC se pak

povazuje za dostatecnou antibakterialni koncentraci (1).

V prvni fazi studie jsme v pokusu in vitro potvrdili schopnost pfestupu testovaného
antibiotika, cefuroximu, pfes membranu katétru. Schopnost pfestupu byla zachovana pro
pomérné Siroky interval koncentraci v okoli katétru. Prokdzali jsme také viiv zmény rychlosti

perfuze na hodnotu recovery cefuroximu.

Profylaxe béhem operace spocivala v podani 3 gramt cefuroximu v tvodu do celkové
anestezie a 1,5 gramu cefuroximu po ukonéeni MO dobé aplikace protaminu. Po zahijeni MO
dodlo k vyraznému poklesu piedeviim celkové plazmatické koncentrace cefuroximu
v porovnani s koncentraci v dobé incize (v priméru o 50 %). K vyraznéj§imu poklesu doslo
pfedeviim v celkové koncentraci. Doslo tak k snizeni rozdilu mezi celkovou a volnou
koncentraci. Vazba na bilkoviny plazmy se snizila téméf o 50 %. V prab&hu MO dochéazelo
k daliimu poklesu plazmatickych koncentraci, tento pokles vSak jiz nebyl tak vyrazny a také
rozdil mezi celkovou a volnou koncentraci se jiZ dale nezvétSoval Pribéh plazmatickych
koncentraci véetnd dosazenych koncentraci je obdobny jako ve studii sérovych koncentraci
cefuroximu, kterou prezentoval Vourisalo et al. (209). Vyrazny pokles po zahajeni MO je
zpusoben pfedeviim zvySenim cirkulujictho objemu primdrni naplni MO s naslednou

hemodiluci a sniZzenim vazebné schopnosti bilkovin spojené se vzestupem distribu¢niho
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objemu. Mirnéj§i pokles plazmatickych koncentraci b€éhem MO je vysvétlovan sniZzenou
rendlni funkci béhem MO s poklesem clearance, ktery byl u nékterych beta-laktami b&hem
MO zaznamenan (1, 132),

Extracelularni koncentrace cefuroximu v kosternim svalu byly zahjjenim MO
ovlivnény méné ve srovnadni s plazmatickymi koncentracemi. Po zahijeni MO doslo
vproméru k 22% poklesu tkanovych koncentraci ve srovmdni s koncentraci v prvnim
sledovaném intervalu (0-30 minut). Adrianzén Vargas et al. (1) podobné pozoruje mensi
pokles amoxicilinu a flucloxacilinu ve vzorcich svalové tkané (musculus rectus abdominis)
v souvislosti se zahdjenim MO. Béhem MO dochazelo k dalsimu poklesu extracelularnich
koncentraci. Dilezitym faktorem, ktery ovlivituje miru distribuce antibiotik do tkéng, je vazba
na bilkoviny plazmy. Pokles vazebné schopnosti bilkovin v souvislosti s MO, ktery jsme
v této studii také zaznamenali, zpusobuje v&isi pfestup antibiotika do extraceluldrniho
prostoru tkani. To se mimo jiné mbze podilet na relativné vy$§i koncentraci cefuroximu

v priibéhu MO v porovnani s plazmatickymi koncentracemi.

Extracelularni koncentrace cefuroximu po celou dobu MO a v pribghu celé operace
prevy$ovaly minimalni inhibiéni koncentraci pro pfedpokladana infekéni agens, vCetné
hodnoty 4 x MIC. Tato hodnota byla pfekrocena i u tfi nemocnych, u kterych MO trval 120

minut. Také plazmatické koncentrace byly v priibéhu celé operace vy38i nez MIC.

Z praktického hlediska byla viem nemocnym aplikovana shodna davka cefuroximu.
Kalkulace davky na télesnou hmotnost ani jiny zpisob kalkulace jsme neprovadéli. I piesto,

7e se télesnd hmotnost pohybovala mezi 50 a 91 kg vysledné koncentrace piesahovaly MIC.

Otazkou je, zdali je nutna aplikace druhé davky cefuroximu (1,5 g) po ukonéeni MO.
Z nasich vysledkd vyplyva, ze po 90 minutich (a také po 120 minutach) MO je koncentrace
dostatecna a z Sasového pribéhu kiivky koncentrace lze predpokladat, Ze i po dalsi pfiblizné
1 hoding, nutné k uzavieni operacni rany, budou plazmatické koncentrace a koncentrace
v kosternim svalu dostatené. Aplikace druhé davky v men$im mnozstvi je vSak doporuena
k zajisténi vysoké koncentrace v nové tvofenych koagulech, k zajisténi ochrany pfed infekci
v deldim poopera¢nim intervalu a dale moZnosti nizSich koncentraci v tukové podkoZni tkani

nad mistem sternotomie.

Profylaxe cefuroximem v davce 3 g v uvodu do celkové anestezie a 1,5 g po ukonceni

MO zajistuje dostateénou ochranu nemocného béhem srdeéni operace s MO. Toto schéma
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viak nelze obecné aplikovat na vSechna antibiotika. DiileZitou informaci je epidemiologicka
situace na konkrétnim pracovisti a citlivost infekénich agens k danému antibiotiku. Proto
doporucujeme pii planované zmeéné pouzivaného antibiotika nebo vyskytu zvysenych rannych
komplikaci provést na vzorku nemocnych vyhodnoceni plazmatickych koncentraci
a predevidim koncentraci extracelularnich blizko mista sternotomie. K tomuto aéehi lze na

zalkladé nasi studie doporuéit techniku mikrodialyzy.

Béhem studie jsme nezaznamenali Zzadné komplikace v souvislosti s aplikaci
mikrodialyza¢niho katétru do deltového svalu. Také aplikace katétru bez lokalni anestezie
nezpusobovala nemocnym vétsi bolest. V pooperacénim obdobi (30 dmi) jsme nezaznamenali

zadne ranné infek¢ni komplikace.
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8. Zavér

Na zakladé naSich zkuSenosti s mikrodialyzou, ziskanych vysledki a informaci z

dostupné literatury lze konstatovat, jsme sphnili cile této prace:

1) Vyhodnotit pouzitt intersticidlni mikrodialyzy pfi vyzkuwmu extraceiuldrniho prostovu

perifernich thdnt se zaméfenim na kardiochirurgické operace.

Na zikladé vlastnich zkuSenosti s technikou mikrodialyzy ziskanych béhem realizace
obou &asti této studie lze konstatovat, ze se jedna o relativné jednoduchou metodu, kterd
umoZituje ziskat cenné poznatky o slozeni extracelularniho prostoru za miznych stavil, véetné
kardiochirurgické operace. V piipadé aplikace katétru do periferni tkédné lze ziskdvat cenné
informace o jeho stavu v dlouhém C{asovém intervalu, nejenom béhem operace, ale

i v pooperacnim obdobi.

2) Kontinudlné monitorovat metabolické zmény odehrdvajici se v extraceluldrnim prostoru

kosterniho svalu béhem srdecni operace metodou intersticidlni mikrodialyzy.

Miniinvazivita mikrodialyzy a moznost ziskavat opakované vzorky v pritbéhu operace
bez nutnosti opakovanych invazivnich vstupi ndm umoznily ziskavat vzorky v pribe¢hu celé
operace. Zvolenim vhodnych markerti energetického metabolizmu (glukéza, laktat, pyruvat) a
glycerolu jsme byli schopni na zdkladé zmén jejich koncentraci v extracelularnim prostoru

monitorovat zmény bunééného metabolizmu v prib&hu srdeéni operace.

3) Pomoci milrodialyzy porovnat dvé standardni metody revaskularizacnich operact myokardu
pro ICHS. Operact uskutechiovanych v mimotélnim obéhu a operaci bez mimotélniho obéhu
(OPCAB). Zjisténim rozdiliy metabolické aktivity perifernich tkdni a jejich prokrveni béhem
odlisnych zpiisobit vedeni operace v korelaci s ostamimi vysledky a pooperacnim stavem

nemocného porovnat dané metody vedeni operact.

V prvni ¢asti studie jsme provedli porovnani metabolickych zmén na zakladé zmén
extracelularnich koncentraci vybranych markera metabolizmu, odehravajicich se v perifernim

kosternim svalu béhem chirurgické revaskularizace s pouzitim MO a bez pouziti MO (off-
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pump). Na zakladé zjisténych rozdili mezi obéma soubory, predeviim vy3si hodnoty poméru
laktat / pyruvat a koncentrace glycerolu ve skupiné on-pump, lze konstatovat, Zze
revaskularizace s pouZitim MO zpusobuje v periferni tkani vyssi stupen nedostatku kysliku

(1schemi).

4) Stanovit vzdjemnou zdvislost (korelaci) mezi vybranymi biochemickymi markery thariového
mefabolizmu  kosterniho svalu, stanovenymi mikrodialyzou, a vybranymi parametry v

peroperacnim a pooperacnim pribéhu chirurgické revaskularizace.

Na zakladé konstrukce bodovych grafi a stanoveni korelaénich koeficientli jsme
penalezli jednoduchy vztah (korelaci) mezi koncentracemi a plochou pod kiivkou
sledovanych biochemickych markerit zji$ténych v perifernim svalu béhem chirurgické

revaskularizace a mezi vybranymi parametry v peroperacnim a pooperaénim obdobi.

3) Uréit a vhodnotit tkafiové (extraceluldrni) koncentrace profylakticky poddvaného antibiotika
béhem kardiochirurgické operace v mimotélnim obéhu zcela novou metodou  intersiicidlni

mikrodialyzy.

V druhé fazi studic jsme pomoci mikrodialyzy provedli uréeni extracelularnich
koncentraci profylakticky podavaného antibiotika v perifernim kosternim svalu, které podle
dostupnych informaci v dobé studie nebylo dfive provedeno. Mﬂ{rodial}?ica se ukdzala jako
metoda, kterd je schopna urdit extraceluldrni koncentrace antibiotika v prib&hu srdeCni
operace. Velkou dilezitost klademe na kalibraci sondy, kterou jsme provedli metodou

retrodialyzy.

6) Posoudit adekvdtnost standardné pouzivaného ddavkovaciho schématu vybraného profylakticky
poddvaného antibiotika béhem srdecni operace v mimotéinim obéhu a posoudit vity
mimotéiniho obéhu na distribuci antibiotika do periferni thdané. Porovnat ziskané intersticidlni
koncentrace a koncentrace antibiotika v plazmé, porovnat zjisténé koncentrace s minimdlni

inhibicni koncentraci (MIC) testovaného antibiotika pro pFedpokiddand agens.

Vyhodnocenim ziskanych extracelularnich a plazmatickych koncentraci cefuroximu

Ize konstatovat, ze aplikace 3 grami cefuroximu v dvodu do celkové anestezie a 1,5 gramu po
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skonceni mimotélniho obehu, aplikovanych za wcelem antibiotické profylaxe, zajistuje
dostate¢né koncentrace antibiotika pfevySujici minimalni inhibiéni koncentrace pro
piedpokladand infekéni agens. Tyto adekvatni koncentrace byly zachovany 1 po 120 minutach
mimotélniho obéhu. K vyraznému poklesu koncentraci cefuroximu dochdzi po zahajeni
mimoténiho obdhu, coz je zplisobeno pfedeviim hemodiluci. Dalsi mirny pokles pokrauje
v prubghu mimotélniho obéhu, jehoz vlivem také dochazi k poklesu vazby cefuroximu na

bilkoviny plazmy spolu s pfestupem cefuroximu do extracelularniho prostoru.
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