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1 SOUHRN DIZERTACNi PRACE

Syndrom diabetické nohy (SDN) je jednou z nejcastéjsich
pozdnich komplikaci diabetu, ktera nezfidka vede k amputacim
dolnich koncetin u diabetikit a vyznamné ovliviiuje kvalitu Zivota
pacienti s diabetem. Na vzniku SDN se podili cela tada
patogenetickych pochodt, k nejvyznamnéjSim patii ischémie a
infekce. Jednou z forem SDN je Charcotova neuroosteoarthropatie
(CNO), ktera je definovana jako neinfekéni destrukce kosti a kloubtl
na podkladé neuropatie. Téma dizertaéni prace bylo rozdéleno do tii
celkli: kostni metabolismus a CNO, problematika ischémie a infekce
u SDN a nové metody 1é¢by SDN.

Problematika kostniho metabolismu a CNO byla feSena v 6
studiich. Prvni dvé randomizované studie se vénovaly efektu
nazalniho kalcitoninu v 1é¢bé pacientd s CNO, ktery dosud nebyl
zkouman. Vysledky ukazaly, ze pacienti s akutni CNO vcetné
pacienti s renalni insuficienci mohou profitovat z lécby nazalnim
kalcitoninem, ktery efektivné snizuje osteolyzu v akutni i chronické
fazi CNO, signifikantné zkracuje dobu nezbytné imobilizace a
snizuje rekurenci CNO. V tieti studii byly definovany nové
kvantitativni scintigrafické parametry pro sledovani aktivity CNO a
potvrzena jejich dobra korelace s ostatnimi ukazateli aktivity CNO.
Ve ctvrté a paté studii byla ovétena reproducibilita a efektivnost
spektralni analyzy variability srde¢ni frekvence jako nové metodiky
pro diagnostiku autonomni neuropatic u CNO. Sesta studie
upozornila na ojedin€lé piipady atypické lokalizace CNO v oblasti
kolenniho kloubu. Problematika ischémie a infekce u SDN byla
feSena v 1 studii. V multivariéni analyze sedmé studie jsme zjistili,
ze rizikové faktory obtizného hojeni po nizké amputaci u pacientl se
SDN jsou nizkd hodnota transkutanni tenze kysliku a elevace C-
reaktivniho proteinu pied amputaci. Nové metody lécby SDN byly
posuzovany ve 2 studiich. Osma studie prokazala, ze larvalni 1écba u
pacienti se SDN efektivné eliminuje vétSinu Gram pozitivnich i
negativnich  baktérii, vcetné infekce methicilin-rezistentnim
Staphylococcus aureus. Devata studie posuzujici efekt 1éCby fizenym
lokalnim podtlakem u pacienti se SDN ukazala, ze béhem doby
1é¢by doslo k vyraznému zmenSeni plochy rany, k vycisténi rany a
nartstu granulaci. Vysledky dizertacni prace prispély ke zlepSeni
diagnostiky i terapie SDN, zejména jedné z jeho forem - CNO, na
podkladé znalosti patogenetickych mechanismi tohoto onemocnéni.



2 SUMMARY OF DISERTATION THESIS

The diabetic foot (DF) is one of the most frequent late
complications of diabetes, which often leads to limb amputation and
effects the quality of life in patients with diabetes. Ischaemia and
infection play important role in pathogenesis of DF. One form of DF
is Charcot neuroosteoarthropathy (CNO), defined as a noninfectious
destruction of bones and joints in the foot due to diabetic neuropathy.
The subject of the dissertation thesis was divided into 3 parts: bone
metabolism and CNO, ischaemia and infection in DF and new
methods in the treatment of DF.

Bone metabolism and CNO were the subject of 6 studies. First
two randomized studies focused on effect of nasal calcitonin in the
treatment of CNO, which was previously untested. Results showed
that patiens with CNO, including patients with renal insufficiency,
may benefit from nasal calcitonin, which effectively decreased
osteolysis in acute and chronic phase of CNO, significantly
shortened time of necessary immobilization of affected foot and
decreased reccurence rate. In the third study, new quantitative
scintigraphic parameters for assessment of CNO activity were
defined and confirmed their satisfactory correlation with other
parameters of CNO activity. In fourth and fifth study,good
reproducibility was verified and efficiency of power spectral analysis
of heart rate variability as a new method for diagnosis of autonomic
neuropathy in patients with CNO. Sixth study refered to rare causes
of atypical localization of CNO in the knee joint. Ischaemia and
infection in DF were resolved in one study. In multivariate analysis
of seventh study we approved, that risk factors for difficulty healing
after minor amputation of the foot were low level of transcutaneous
oxygen tension and high level of C-reactive protein before
amputation. New methods in the treatment of DF were resolved in
2 studies. Eighth study showed that maggot debridement therapy in
patients with DF effectively eliminated most of Gramm positive and
negative pathogens including infection of methicilin-rezistent
Staphylococcus aureus. In ninth study it was confirmed that Vaccum
Assisted Closure in patient with DF significantly decreased the
wound area, promoted wound cleaning and supported growth of
granulation tissue. Results of thesis contributed to improvement of
diagnosis and treatment of DF, especially in CNO on the basis of
knowledge of pathogenetic mechanisms of this disease.



3 UVOD DIZERTACNI PRACE

Syndrom diabetické nohy (SDN) je jednou z nejcastéjSich
pozdnich komplikaci diabetu, ktery vyznamné ovliviiuje kvalitu
zivota pacientd s diabetem. SDN je dle WHO definovan jako
infekce, ulcerace nebo destrukce hlubokych tkani nohy spojena s
neurologickymi abnormalitami a s riznym stupném ischemické
choroby dolni koncetiny - ICHDK (1). Dizertacni prace je zamétena
na problematiku kostniho metabolismu u CNO a na problematiku
infekce a ischémie u SDN. Jeji soucasti je i zavedeni novych
diagnostickych a terapeutickych metod ovliviiujicich tyto faktory u
pacientti se SDN do klinické praxe v Ceské republice.

3.1 Kostni metabolismus a Charcotova neuroosteoarthropatie

Charcotova neuroosteoarthropatie (CNO) je neinfekéni
destrukce kosti a kloubti na podkladé neuropatie nejcastéji v oblasti
nohy (2).

Onemocnéni se v akutnim stadiu projevuje zejména otokem a
zarudnutim postiZzené nohy. Pokud neni urgentné zahajena adekvatni
terapie, pak ¢asto dochazi ke vzniku deformit nohy (3, 4). Ty jsou
pak pficinou zvySeni rizika vzniku ulcerace a nasledné i amputace
nohy.

Patogeneze CNO neni v soucasné dobé zcela objasnéna. Prvni,
neurotraumaticka teorie, predpokladala, ze porucha senzorické
zpétné vazby a opakované mechanické trauma zplsobuji progresivni
destrukci kosti a kloubli (5). Druhd, neurovaskularni teorie, kladla
diraz na zmény cévniho zasobeni zptisobené neuropatii - predev§im
poruchu sympatiku. Pii ni dochazi k vazodilataci a hyperémii, které
podporuji kostni resorpci (6). Spravnost obou teorii je podpotfena
fadou klinickych i laboratornich pozorovani (7, 8). V soucasné dobé
pribyva praci, které¢ se zabyvaji touto problematikou na celularni a
molekularni trovni, zejména OPG/RANK-L (osteoprotegerin/ligand
receptorového aktivatoru nuklearniho faktoru kappa ) signaliza¢nim
syst¢tmem (9, 10) a jeho vlivu na zvySenou osteolyzu u CNO.
RANK-L/OPG systém muze byt aktivovan autonomni neuropatii pfi
zvySeném intravaskularnim tlaku a zanétlivou odpoveédi pti vzniku
mikrofraktur.

Diagnostika CNO je zaloZena na klinickém obrazu onemocnéni
a na pomocnych vySetfenich. Stupeil neuropatie byva zjistovan



pomoci biothesiometru. K diagnostice autonomni neuropatie jsou
vyuzivany testy kardiovaskularnich reflexd, které hodnoti reakce
tepové frekvence nebo krevniho tlaku na jednoduché fyziologické
manévry. Nejvice roz§ifena je metodika publikovand Ewingem (11),
ktera je vSak zdlouhava a zavisla na dobré spolupraci pacienta.
Moznost vyuziti spektralni analyzy variability srde¢ni frekvence (SA
VSF) k diagnostice autonomni neuropatie u CNO jsme zkoumali ve
studii 4 a 5.

Diagnostika CNO pomoci rentgenologického (RTG) vySetieni
je velice pozdni. CT (pocitacova tomografie) vySetfeni miize pomoci
k zptesnéni lokalizace zmén, mé vSak podobné limitace jako RTG
vySetieni (12, 13). Perspektivni metodou v diagnostice CNO se zda
byt magnetickd rezonance (MRI), ktera dokaze odhalit i rand stadia
onemocnéni a mize se vyuzit i k monitoraci onemocnéni (14, 15).
Limitaci MRI je vSak jeji dostupnost a problémem mulze byt i
odliseni mezi CNO a osteomyelitidou (OM) (14, 16). Spolehlivou a
dostupnou diagnostickou metodou je Ctyffazova dynamicka
scintigrafie skeletu, ktera vSak doposud nebyla uspokojivé
kvantifikovana. Ve studii 3 jsme proto definovali nové kvantitativni
parametry dynamické scintigrafie skeletu a posuzovali moznost
jejich vyuziti k monitoraci aktivity CNO.

Ve vyzkumu jsou pouzivany i dal§i metody, napf. vySetfeni
markerti kostni remodelace a denzitometrie. U pacientd s CNO se
vySetfeni markerd kostni remodelace (napt. ICTP - C termindlni
telopeptid kolagenu I; KALP - kostni isomer alkalické fosfatazy)
pouziva zejména k posouzeni efektu terapie (17-19). Dalsi metodou,
kterou lze pouzit k diagnostice CNO, je kvantitativni ultrazvukova
kostni denzitometrie. Tato metoda se zda byt vhodnou metodou k
posouzeni rizika vzniku neuropatickych fraktur (18, 20, 21).

Lécba pacienti s CNO, zejména v akutnim stadiu, musi byt
zahajena co nejdiive. Terapie se li§i v jednotlivych stadiich podle
aktivity onemocnéni. Lécba je Casto zdlouhava (nejcastéji trva 3-12
mesictl) a klade velké naroky na spolupraci pacienta.

V akutnim stadiu musi byt neprodlené zajisténo maximalni
odlehceni postizené koncetiny (22, 23). Délka terapie ortézou zavisi
na aktivit¢ onemocnéni (obvykle 3-6 mésict); pred uplnym
vysazenim odlehcovaci pomticky musi pedchézet obdobi ¢astecné a
postupné se zvySujici zatéze postizené koncletiny (24). Rizikem
predCasného zatéZzovani mlze byt reaktivace onemocnéni. Rizikem



odlehceni koncetiny s CNO je ale také moznost aktivace onemocnéni
v druhé, dosud nepostizené koncetiné.

Studie z posledni doby ukazuji, Ze lé¢ba pomoci bisfosfonati
mize vyrazné ptispét ke zlepseni pribéhu akutni faze CNO (17, 19).
Nevyhodou vétsiny bisfosfonatl je jejich kontraindikace u pacientil
s renalni insuficienci, ktefi tvofi az 1/3 pacientd s CNO (25, 26).
Oproti tomu kalcitonin, ktery dosud nebyl zkouman, nema vyse
zminéné kontraindikace. Problematice efektu kalcitoninu u CNO, jak
z kratkodobého, tak i z dlouhodobého hlediska, jsme se vénovali ve
studii 1 a 2.

U pacienti v chronickém stadiu onemocnéni se musi dbat
zejména na prevenci vzniku ulceraci, zvlasté pak u pacientli s
deformitami. V ojedinélych pfipadech muze CNO postihnout
kteroukoliv ¢ast skeletu - kolenni kloub, patet, kycelni kloub apod.
(27, 28). Vyskyt a prognézu pacientd s CNO v atypické lokalizaci
jsme sledovali ve studii 6.

3.2 Problematika ischémie a infekce u syndromu diabetické nohy

Ischémie a infekce jsou vyznamnymi patogenetickymi faktory
SDN. Vznik SDN je nejéastéji podminén diabetickou neuropatii a
ischémii; diabeticka neuropatie byla prokazana u 85-90 % diabetikil
s ulceraci, ischémie byla prokazana u 45 % pacientt (29-32). Dal$im
patogenetickym faktorem je limitovana pohyblivost kloubi,
vyskytujici se u 50 % vSech diabetikd (33, 34). Dusledkem
diabetické neuropatie i limitované pohyblivosti kloubl je zvySeni
plantarnich tlaki a zvySené stfihové pnuti specifickych oblasti
planty. U neuroischemické diabetické nohy potencuje mechanicky
stres ischémii.

ICHDK je zavaznou pozdni komplikaci diabetu, ktera nejenze
mize vést ke vzniku ulceraci nohy, ale je i velmi Castou pfic¢inou
amputaci. ICHDK je zavaznym rizikovym faktorem pro amputace
dolnich koncetin u pacientii s diabetem (29, 35, 36). K diagnostice
ICHDK se nejvice se pouziva méfeni perifernich tepennych tlakt
Dopplerem (index kotnik/paze - normalni rozmezi je 0,8-1,2), a
palcové tlaky (37). Standardem pro diagnostiku ICHDK, zejména
pfed intervenénimi cévnimi vykony (perkutdnni transluminalni
angioplastikou - PTA, bypassem), u pacienti s diabetem je
angiografie. Méfeni transkutanniho kysliku (TcpO,) na dorzu nohy



je neinvazivni metoda pro diagnostiku ICHDK u pacientti se SDN,
ktera vSak v soucasné dobé neni piili§ rozsifena.

Infekce nohy u pacienti s diabetem je zavaznou komplikaci a
Castou pricinou zvyseného poctu amputaci. Infekce zvySuje pocet
hospitalizaci, prodluzuje jejich délku a vyrazné¢ tak zvySuje
ckonomické naklady (38-41). Infekce vramci SDN muize mit
charakter nezavazné infekce (lokalizovana povrchova infekce),
sttedné zavazné (prinik infekce do hlubsich struktur nohy) a zivot
ohrozujici (hluboka infekce nohy s celkovymi piiznaky, sepse). Mira
zévaznosti infekce signifikatné koreluje s rizikem amputace (42).
Diagnostika infekce u SDN pomoci biochemickych parametri je téz
znacné problematicka. Nekteré prace ukazuji, Ze pocet leukocytt a
hodnota CRP (C-reaktivni protein) nejsou vhodnymi parametry pro
diagnostiku infekce v rdmci SDN (43). Jina préce ale prokazuje, ze
sérovy prokalcitonin a hladina CRP jsou parametry s vysokou
specificitou i senzitivitou pro diagnézu infekce u pacientti se SDN
(44).

Kultivaéni vySetfeni z rany, nejlépe z hlubokych struktur nohy
nebo biopsie, pak usnadiluje cilenou antibiotickou (ATB) Iécbu,
ktera je Casto zahajovana empiricky a je delsi nez u rannych infekei
v jiné lokalizaci (45). Polymikrobialni infekce byla zaznamenana az
u 84 % pozitivnich kultivaci z diabetickych ulceraci nohy (46).
V poslednim obdobi roste pocet rezistentnich kmenti, zejména
methicilin-rezistetnich kmentt Staphylococcus aureus (MRSA) a
Pseudomonas aeruginosa.

Zavaznou komplikaci infekce nohy je OM. OM je pfitomna u
pfiblizné¢ 20 % pacientii s infekci diabetické nohy (47, 48) a je
jednou z nejcastéjSich pti¢in amputaci u pacientd se SDN (49, 50).
K diagnostice OM se ze zobrazovacich metod pouziva RTG, CT,
MRI a scintigrafie skeletu (51). K potvrzeni diagnézy OM je
moznost provedeni kostni biopsie, ktera ma i sva rizika, napf. rozsev
infekce do zatim nepostizenych tkani (52). Problematice infekce a
ischémie jako rizikovych faktorti obtizného hojeni po nizké amputaci
u pacientli se SDN jsme se vénovali ve studii 7.

3.3 Lécba syndromu diabetické nohy

Lécba SDN je Casto obtizna a jeji uspeSnost velmi zavisi na
jejim véasném zahajeni. Musi byt komplexni, coz vyzaduje
spolupraci celé fady odbornikt (1).
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jejich maximalni odlehéeni (53). U pacienti s prokdzanou ICHDK a
nehojici se ulceraci nohy je moznosti volby provedeni PTA nebo
periferniho bypassu (54-56). V ptipadé pfitomnosti zndmek infekce
je nutno zahajit adekvatni ATB terapii - nejprve empirickou,
posléze dle klinického obrazu a vysledku kultivace z rany cilenou
(45). Podle typu rany jsou piikladany vhodné prostfedky kryti rany.
Nesmi byt opomenuta 1é¢ba edémil, kompenzace diabetu a 1éc¢ba
dalSich onemocnéni ovliviyjicich hojeni.

Lécba OM u SDN je znacné problematicka a v soucasné dobé
nejsou jasné doporucené postupy (41). Konzervativni 1éCba
zahrnujici zejména dlouhodobé podavani ATB je velmi zdlouhava a
neziidka stejn¢ kon¢i amputaénim vykonem. Amputace rozdélujeme
na nizké (distdlné od kotniku - amputace prstu(i), paprscité,
transmetatarzalni, v Chopartoveé ¢i Lisfrankové kloubu) a na vysoké
(proximalné od kotniku - amputace bércové a stehenni).

Dalsi nezbytnou soucasti terapie diabetickych ulceraci je lokalni
lécba, predevsim debridement - ocisténi rany a sneseni
hyperkeratéz. Rozeznavame fadu zpisobl debridementu, napf.
chirurgicky, enzymaticky, autolyticky. Chirurgicky debridement,
ktery je nejbéznéjsi, nelze pouzit u vSech typl ran - napf.
dutinovych, ¢lenitych, s podminovanymi okraji nebo tam, kde je
nebezpe¢i poranéni struktur, jako jsou Slachy, nervy. Jednou
z novych metod debridementu je biologicky debridement - larvalni
terapie. Lécba larvami se uplatituje v pfipadech, kdy neni vhodny
chirurgicky debridement pro riziko vétsiho poruseni tkané nebo pro
$patnou pristupnost nekroz. Efekt larvalni terapie na hojeni defektl a
eradikaci infekce u SDN jsme sledovali ve studii 8.

Dalsi novou metodou lokalni 1é¢by SDN je terapie Fizenym
podtlakem (V.A.C. - Vacuum Assisted Closure). Jedna se o uc¢innou
nefarmakologickou 1é¢bu ovliviiyjici prubéh hojeni rany. Principem
metody je vytvoieni podtlaku v oblasti rany (ulcerace), coz vede ke
zmén¢ prostiedi rany a pozitivnimu ovlivnéni hojivého procesu (57).
ZkuSenosti s metodou fizeného podtlaku jsme popsali ve studii 9.
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4 CILE DIZERTACNIi PRACE

Prace je zaméfena na kostni metabolismus u Charcotovy
neuroosteoarthropatie a na problematiku infekce a ischémie u
syndromu diabetické nohy a jejich terapeutické ovlivnéni.
Kostni metabolismus a CNO jsme zkoumali v 6 studiich. Cilem
jednotlivych studii bylo:

a) posoudit efekt nazalniho kalcitoninu v 1é¢bé pacientti s CNO
(studie 1 a 2)

b) definovat nové kvantitativni parametry kostni scintigrafie u
pacientt  sCNO a  verifikovat jejich vztah k
parametrim aktivity onemocnéni (studie 3)

¢) posoudit moznost diagnostiky autonomni neuropatie pomoci
nové metody - SA VSF u pacientii s CNO (studie 4 a 5)

d) popsat CNO u pacientd s diabetem v atypické lokalizaci
(studie 6)

Problematiku ischémie a infekce SDN jsme analyzovali ve jedné
studii. Jejim cilem bylo:

a) identifikovat rizikové faktory obtizného hojeni po nizké
amputaci u SDN se zaméfenim na vyznam méfeni

transkutanni tenze kysliku (studie 7)
Terapii SDN pomoci novych metod jsme zkoumali ve 2 studiich,

jejichz cilem bylo:
a) posoudit klinicky a antimikrobidlni efekt larvalni 1é¢by u
SDN (studie 8)

b) zhodnotit klinicky efekt 1écby fizenym podtlakem a posoudit
vyskyt nezadoucich u¢inki (studie 9)

5 METODIKA, HLAVNI VYSLEDKY STUDI{ A DISKUZE
5.1 Kostni metabolismus a Charcotova neuroosteoarthropatie

Hypotézy

- Predpokladame, ze nazalni kalcitonin milze snizovat kostni
osteoresorpci, zkracovat nezbytnou dobu imobilizace postizené
koncetiny a snizit pocet rekurenci CNO.

- Kvantitativni parametry dynamické scintigrafie skeletu mohou
ptispét ke zkvalitnéni diagnostiky CNO a k ptesngj$i monitoraci
aktivity kostni remodelace u CNO.
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- SA VSF by mohla byt efektivni diagnostickou metodou pro
vySetfeni autonomni neuropatie u CNO.

- Atypicka lokalizace CNO se vyskytuje mnohem castéji nez je ve
skutecnosti diagnostikovana a jeji prognoza je zavazna.

Vybrané metody

Stanoveni biochemickych parametrit kostni remodelace

Odbéry krve byly provadény po noénim laénéni vzdy mezi 7. a
9. hodinou ranni. Sérum bylo separovano do jedné hodiny od odbéru
a zmrazeno na teplotu - 80 °C az do doby analyzy.

ICTP bylo detekovano pomoci RIA (radioimmunoassay)
metody (kit Telopeptide ICTP 1251, Orion Diagnostica, Espoo,
Finsko), s rozmezim normy 1,4 £ 5,3 pg/l. Vzorek pro ICTP byl
vySetfovan za pouziti polyklondlni protilatky proti C-telopeptidu
ziskaného z lidského kostniho kolagenu. Protilatka rozeznava
antigen v séru, nikoliv v mo¢i, s intra-assay variatnim koeficientem
5 %, a citlivosti metody 0,5 ng/l. KALP bylo stanoveno pomoci RIA
metody (kit Tandem-R Ostase, Beckman Coulter, Fullerton, CA,
USA) s intra-assay variacnim koeficientem 5 %; rozmezi normy bylo
8,0 £ 15,7 pg/l pro muze a 8,5 £ 18 pro Zeny. Osteokalcin byl
detekovan téz RIA metodou (kit Active Human Osteocalcin DSL-
7600; Diagnostic System Laboratories, Inc., Webster, TX, USA) s
intra-assay variatnim koeficientem 5,3 % a s rozmezim normy 4 +
11,7 ng/ml.

Kvantitativni dynamicka scintigrafie skeletu v diagnostice CNO
Pro kvantitativni posouzeni aktivity CNO byly nové definovany
nasledujici parametry perfizni (a) a vychytavaci faze (b, c)
dynamické scintigrafie skeletu:
a) BFV (Blood flow velocity) - rychlost krevniho pritoku
b) FWB (Foot/whole body ratio) - relativni akumulace
radifarmaka v oblasti nohy
¢) FCF (Foot/contralateral foot ratio) - relativni akumulace
radiofamaka v nejvice postizené oblasti nohy
Prakticky se kvantitativni dynamicka scintigrafie s 99m
Techneciem znacenym methylendifosfonatem skladala ze dvou fézi:
v prvni byla hodnocena rychlost pratoku radiofarmaka mezi aortalni
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bifurkaci a nohou obou dolnich koncetin, v druhé byly sledovany
parametry akumulace radifarmaka ve skeletu v oblasti nohou.

Jednotlivé kvantitativni parametry pak byly stanoveny podle
nasledujicich vzorct:

BF V(cm / s) = M
Tr—Ti B(S)
BFV - rychlost krevniho pratoku
Dy - vzdalenost mezi aortalni bifurkaci a kotnikem
Tr - ¢as zacatku krevniho pritoku radifarmaka v oblasti kotniku
T - Cas zacatku krevniho pritoku radiofarmaka v oblasti bifurkace kotniku
FWB — Crx100
wB
FWB - relativni akumulace radifarmaka v oblasti nohy
Cr - pocet detekovanych impulzti v oblasti nohy
Cyp - pocet detekovanych impulzli v oblasti celého téla

Je

CF

FCF - relativni akumulace radiofamaka v nejvice postizené oblasti nohy
Cyr - pocet detekovanych impulzil na voxel v nejvice postizené oblasti nohy
s CNO
Ccr - pocet detekovanych impulzi na voxel v identické oblasti druhé nohy
bez CNO

Parametry kvatitativni scintigrafie pak byly porovnavany s
markery kostni remodelace a s rozdily koznich teplot pro posouzeni
aktivity CNO.

VySetreni autonomni neuropatie spektralni analyzou variability
srdecni frekvence (SA VSF)

Vysetfeni SA VSF bylo provadéno za standardnich podminek;
testovani probihalo mezi 8. a 13. hodinou ve specializované
laboratofi ambulantné. VySetfeni bylo provadéno po 15 minutach
stravenych v klidové poloze v tiché mistnosti s pokojovou teplotou
(23-25 °C). SA VSF byla provadéna béhem modifikované
ortostatické zatéze dle Bellavera (36), tj. vleze, vstoje a znovu vleZe.
Ziskana data byla telemetricky pienesena do pocitace. VSechna data
byla jak automaticky tak manualné filtrovana a zaznamenané
artefakty nebyly dale pouzity ke zpracovani. Hlavnim hodnocenym
parametrem SA VSF byl celkovy spektralni vykon - cumpower
LFHF 1 + 2 + 3, coz je kumulativni parametr nizko- i
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vysokofrekvencni komponenty oblasti vSech tfi pozic (vleze, vstoje a
znovu vleze) a ktery byl vybran na zakladé nejvyssi diskriminacni
hodnoty mezi pacienty s automni neuropatii a zdravymi kontrolami.
Pro standardizaci normdlnich hodnot SA VSF byl vybran paty
percentil z vysledkl méfeni u 123 zdravych kontrol pro dolni limit
normalnich hodnot cumpower LFHF 1 + 2 + 3. Vybér percentilu byl
nastaven tak, abychom dosahli uspokojivé specificity s ohledem na
pocet vySetfovanych pacientil.

Schéma studii

Studie 1

Pacienti s akutni CNO byli randomizovani do dvou skupin -
kalcitoninova skupina (n = 16) byla 1é¢ena nazalnim kalcitoninem v
davce 200 TU v kombinaci s 1000 mg kalcia denné; kontrolni
skupina (n = 16) byla 1é¢ena 1000 mg vapniku denné v monoterapii.
Randomizace byla provedena pomoci poéitacového randomizac¢niho
programu. VSichni pacienti méli soucasné standardni 1é¢bu CNO -
odlehc¢eni postizené koncetiny pomoci snimatelné fixacni sadry typu
RCC (Removable Contact Cast) nebo RWC (Removable Walking
Cast). Aktivita onemocnéni byla monitorovana méfenim rozdilu
koznich teplot mezi odpovidajicimi misty postizené a nepostizené
koncetiny a stanovenim markerd kostni remodelace (ICTP, KALP a
osteokalcin) na zacatku studie a v obdobi 1, 2, 3 a 6 mésict od
vstupu do studie. Rendlni insuficience byla definovana zvysenim
sérové hladiny kreatininu nad 120 pmol/l.

Studie 2

Tato studie navazovala na predchozi studii s akutnim efektem
kalcitoninu, sledovani dokonéilo 18 randomizovanych pacientl v
intervenované skupiné a 18 pacientli v kontrolnim souboru. Doba
hojeni byla definovana jako obdobi od zahdjeni terapie do
definitivniho ukoncéeni odlehc¢eni RCC nebo RWC. Rozhodnuti o
ukonceni terapie bylo u¢inéno na podkladé ptiznivych klinickych
znamek (Ustup otoku a zarudnuti nohy, rozdil koznich teplot <2 °C
béhem 6 tydenni periody intermitentniho zatézovani koncetiny) a téz
na podkladé ustupu CNO podle radiologickych a scintigrafickych
parametri. Rekurence CNO byla definovana jako vznik nového
otoku a zarudnuti konéetiny s elevaci koznich teplot vyzadujici nové
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odlehéeni RCC nebo RWC. Sledované obdobi pro rekurenci CNO
bylo 15 mésicti od zhojeni akutni faze (ukonceni 1éCby ortézou).
Dlouhodoby vliv 1écby kalcitoninem na aktivitu CNO byl
monitorovan stanovenim markerti kostniho obratu, méfenim koznich
teplot a kvantitativni parametry dynamické scintigrafie skeletu. Z
markert kostniho obratu jsme stanovovali ICTP, KALP a
osteokalcin, které byly vySetfovany na zacatku studie a s odstupem
1,2,3,6,9, 12 a 18 mésicu.

Studie 3

42 pacientll s riznou aktivitou CNO bylo vysetfeno v ramci
prafezové studie, z téchto bylo 21 v akutni a 21 v chronické fazi
CNO. Soubor 21 pacienti s akutni CNO pak byl sledovan
longitudinalné. Kontrolni vySetfeni byla provedena s odstupem
nejméné 6 mésicti od zatfazeni do studie tak, aby doslo k poklesu
aktivity CNO. Kvantitativni parametry kostni scintigrafie jsme
srovnavali se standardnimi ukazateli aktivity CNO - s markery kostni
remodelace (ICTP, KALP) a s rozdilem koznich teplot na postizené
a nepostizené konceting.

Studie 4

U 17 pacienti s akutni CNO a u 123 zdravych dobrovolnikii
byla vySetiena autonomni neuropatiec pomoci SA VSF a
modifikované baterie Ewingovych testti. Korelacni koeficient mezi
optimalnim parametrem SA VSF cumpower LFHF 1 + 2 + 3 a
vékem byl stanoven pocitacem a byl hodnocen model linearni
regrese téchto parametrii. Déale bylo vypocteno procento spravného
zafazeni (95 % confidence interval [CI]).

Studie 5

SA VSF a Ewingovy testy byly pouzity k diagnostice autonomni
neuropatie bezprostfedné po stanoveni diagnoézy akutni CNO u
celkem 34 pacientil. Ve stejném obdobi bylo provedeno i zhodnoceni
dalSich parametrti aktivity CNO - kvantitativnich parametrii kostni
scintigrafie, rozdilu koznich teplot a markerli kostni remodelace
(ICTP, KALP). Parametr SA VSF cumpower LFHF 1 +2 + 3, coz je
kumulativni parametr nizko- a vysokofrekvencni oblasti vSech tii
pozic - vleze, vstoji a znovu vleze, byl vybran k naslednym
analyzam. VSechna tato vySetfeni byla zopakovana v chronické fazi
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CNO, ktera byla definovana nepfitomnosti klinickych znamek akutni
CNO (edému, erytému) a poklesem scintigrafickych i laboratornich
parametrt aktivity CNO nejméné jeden rok od zafazeni do studie.

Studie 6

V obdobi od 8/2001 do 5/2005 byly v Centru diabetologic
Institutu  klinické a experimentalni mediciny zaznamenavany
pripady, které spliiovaly kritéria diagnézy neuropatickych fraktur v
jiné lokalizaci nez ktera je typickd pro CNO, tedy mimo oblast
nohy. Definice atypické fraktury se opirala o ptitomnost diabetické
neuropatic a o vznik zlomeniny bez zjevného zevniho nasili.
Fraktury byly diagnostikovany pomoci RTG, pfipadné CT nebo
MRI. Pacienti byli pravideln¢ sledovani v podiatrick¢é ambulanci
Institutu klinické a experimentalni mediciny a jejich 1é¢ba probihala
ve spolupraci s ortopedickymi a chirurgickymi pracovisti.

Hlavni vysledky studii a diskuze

Studie 1
Na zacatku studie byly intervenovana i kontrolni skupina
srovnatelné veékem, typem diabetu, pohlavim a stupném neuropatie.
Navic zde nebyl signifikantni rozdil v aktivit¢ CNO hodnoceny
rozdilem koznich teplot a markery kostniho obratu (ICTP, KALP,
osteokalcin). Renalni insuficience byla piitomna u 5 (31,2 %)
pacientl v kalcitoninové skupiné a u 4 (25 %) v kontrolni skuping. V
prvnich tfech mésicich byl signifikantn¢ vétsi pokles ICTP v
kalcitoninové skupiné oproti kontrolam (p < 0,01); stejny pokles byl
zaznamenan i v podskupiné deviti pacientd s renalni insuficienci (p <
0,01). Pokles ICTP v kalcitoninové skupiné byl oproti vychozi
hodnoté signifikantni po celou dobu sledovani (p < 0,01), kdezto v
kontrolni skupiné€ byl pokles signifikantni az po Sesti méesicich 1é¢by
(p < 0,05). Signifikantni pokles KALP v kalcitoninové skupiné byl
pozorovan az po tfech mésicich terapie. Rozdily koznich teplot a
hodnoty osteokalcinu klesaly signifikantn¢ po celou dobu sledovani,
ale bez signifikantniho rozdilu mezi skupinami.
Nase randomizovana kontrolovana studie poprvé prokazala,
ze nazalni kalcitonin u¢inn€ sniZzuje osteolyzu ve srovnani s
kontrolami v akutni fazi CNO. Na rozdil od pfedchézejicich studii s
bisfosfonaty tato studie sledovala i pacienty s renalni insuficienci,
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kteti tvofili 28 % naSich pacientl. Terapie bisfosfonaty je limitovana
tim, ze nemohou byt indikovany u pacientd s renalni insuficienci a
mohou byt pfi predavkovani pfi¢inou osteonekroz (58). Pozitivni
efekt kalcitoninu, ktery lze poddvat i u pacienti s renalni
insuficienci, byl prokazan v 1é¢bé vysokoobratové postmenopauzalni
osteopordzy (59). U pacienti s CNO ale dosud nebyl testovan.
Vysledky byly publikovany v ¢linku Bem R et al., Intranasal
calcitonin in the treatment of acute Charcot
neuroosteoarthropathy: a randomized controlled trial, Diabetes
Care 20065 29(6):1392-4 a ve formé abstrakt (publikace autora ¢.
1, 35, 86).

Studie 2

Vstupni parametry byly srovnatelné v obou skupinach; skupiny
se nelisily ve veku, délce trvani diabetu, typu diabetu, pohlavi ¢i
stupni periferni neuropatie. Navic nebyl zjistén rozdil v aktivité
onemocnéni mezi skupinami hodnoceny rozdilem kozZnich teplot a
ICTP na zacatku studie. Nebyl zaznamenan signifikantni rozdil mezi
skupinami v typu pouzité ortézy (RCC/RWC 12/6 v kalcitoninové
skuping vs. 11/7 u kontrol; NS). Spatné dodrzovani rezimu odleh¢eni
bylo pozorovano u Sesti pacientd (33,3 %) v kalcitoninové skupiné a
u péti pacientd (27,8 %) v kontrolni skupin€ (nesignifikantni rozdil).
Definice doby hojeni podle ukonceni odlehceni na zakladé
klinickych i laboratornich znamek poklesu aktivity CNO se ukazala
byt spolehlivou, protoZze v dobé ukonceni odlehceni nebyl zjistén
signifikantni rozdil mezi skupinami v ukazatelich aktivity CNO.

Vysledky ukazaly, Ze pacienti v kalcitoninové skupiné
vyzadovali signifikantné kratsi dobu odlehéeni ve srovnani s
kontrolami v praméru 154,9 dni (95 % CI 136,1-173,7) vs. 190 dni
(95 % CI 168,2-211,8); p = 0,027. U tii pacientll v kalcitoninové
skupiné (16,6 %) a osmi pacientll v kontrolni skupiné (44,4 %) doslo
k rekurenci CNO béhem prvnich patnacti mésici od ukonceni
odlehceni ortézou. I kdyz procentudlni rozdil byl velky, signifikantni
rozdil mezi skupinami pfi mensim poctu pacientl nebyl zaznamenan
(p = 0,090). Relativni AUC pro ICTP bylo signifikantné nizsi v
kalcitoninové skupiné ve srovnani s kontrolami b&éhem 18-ti
mésicniho sledovani (0,75 vs. 0,86; p < 0,05), coz sved¢i pro vyrazné
nizsi dlouhodobou kostni resorpci v intervenované skuping.

18



Vysledky ukazaly, ze pacienti s CNO léceni kalcitoninem
mohou dlouhodobé profitovat z této 1écby - méli signifikantné kratsi
dobu nezbytné imobilizace, signifikantné vétsi dlouhodoby pokles
osteoresorpce hodnoceny ICTP a sniZzenou tendenci k rekurenci
CNO. Podle naSich znalosti doposud nebyla publikovana
randomizovand studie hodnotici dlouhodoby klinicky efekt
rekalcifikacni 1é¢by. Vysledky byly pfredneseny na mezinarodnich
sympoziich (European Association for the Study of Diabetes;
Diabetic Foot Study Group a The Diabetic Foot Symposium) a
publikovany formou abstrakt (publikace autora ¢. 37-9 a 90).

Studie 3

V prufezové studii, kterd hodnotila celkem 42 pacientt v akutni
a chronické fazi CNO, méli pacienti v akutni fazi (n = 21)
signifikantné vyS§$i parametry aktivity CNO ve srovnani s pacienty v
chronické fazi (n = 21), coz svéd¢i o spolehlivosti rozlozeni souboru
na akutni a chronickou CNO. Kvantitativni BFV (parametr krevniho
pratoku), signifikantné koreloval s ICTP, s KALP i s rozdily koznich
teplot (p < 0,002, p < 0,03, p < 0,02). Signifikantni korelace byly
také nalezeny mezi FWB (parametr srovnavajici akumulaci
radiofarmaka v postizené koncetin€ k celotélové akumulaci) a ICTP,
ptipadné KALP (p < 0,0001, p < 0,0004), avsak korelace s rozdily
koznich teplot nebyla signifikantni (p > 0,05). FCF (parametr
srovnavajici akumulaci radiofarmaka v postizené koncetiné k
nepostizené) dobfe koreloval s markery kostni remodelace i s rozdily
koznich teplot (p < 0,0002, p < 0,02, p < 0,04). Pfi zhodnoceni
analyzou ,residual mean square* se vzdjemné¢ jednotlivé
kvantitativni parametry signifikantn€¢ neli§ily v korelacich se
standardnimi ukazately aktivity CNO.

V longitudinalni studii prokazalo opakované stanoveni
parametrtt aktivity CNO jeji pokles. Dale byla zaznamenana
signifikantni korelace poklesu kvantitativnich scintigrafickych
parametrt s poklesem markerti kostni remodelace i s poklesem
koznich teplot po terapii CNO a pfechodu z akutni do chronické faze
CNO.

Nase nové kvantitativni parametry uzce korelovaly s markery
kostni remodelace a s rozdily koznich teplot u pacienti v rizném
stidiu CNO. Jejich hlavni vyhodou je spojeni morfologické a
kvantitativni diagnostiky CNO a jejich vyuziti i u pacient
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s oboustrannou CNO, kteti tvofi 9-75 % pacientd (60, 61).
Kvantitativni kostni scintigrafie se dle nasich vysledkid zda byt
nadéjnou metodou pro stanoveni CNO aktivity v praxi. Vysledky
byly prezentovany na mezinarodnich sympoziich (International
Diabetes Federation; American Diabetes Association) a
publikovany formou abstrakt (publikace autora ¢. 60-1 a 94).

Studie 4

Autonomni neuropatie, kterda byla potvrzena nejméné dvéma
abnormalnimi vysledky ze tfi Ewingovych testil, byla zaznamenana
u 14 ze 17 (82,3 %) pacientl s CNO. Cumpower LFHF 1 + 2 + 3,
ktery byl stanoven SA VSF, byl pod limitem u 16 ze 17 (94,1 %)
pacientii s CNO. Procentudlni podil pacientd s CNO diagnostikovany
pomoci SA VSF byl vyssi (94 %; 95 % CI, 71-100 %) ve srovnani s
Ewingovymi testy (82 %; 95 % CI, 57-96 %), nebyl ale zjiStén
signifikantni rozdil mezi obéma metodami. Trvani vysetfeni vetné
pouceni pacienta bylo v piipadé Ewingovych testd 30 minut a v
piipadé SA VSF 15 minut. Ewingovy testy nemohly byt provedeny u
dvou pacientt z divodu Spatné spoluprace a z divodu zavazné
retinopatie. Na druhou stranu, SA VSF byla dobie tolerovana v§emi
pacienty ve studii.

Nase studie prokazala, ze je zky vztah mezi vyskytem CNO a
autonomni neuropatii, protoze vétSina pacienti méla autonomni
neuropatii jak na podkladé vySetfeni pomoci Ewingovych testil (82
%), tak podle SA VSF (94 %). K tradicnim metoddm vySetieni
autonomni neuropatie patii baterie Ewingovych testi (8, 62, 63).
Toto vySetfeni je Casové narocné, vyzaduje dobrou spolupraci
pacienta (64) a hodnoti se celé baterie testi zavislych na véku (65,
66). Navic jeden z Ewingovych testli, Valsalviiv manévr, nemusi byt
pacienty dobfe tolerovan a je kontraindikovan u pacientl se
zévaznou diabetickou retinopatii. Oproti tomu SA VSF vyzaduje
minimalni spolupraci pacienta (67), 1épe kvantitativné hodnoti obé
slozky autonomni nervové soustavy (68) a ma lepsi reproducibilitu
24-hodinovych indext variabilit srde¢ni frekvence ve srovnani
s Ewingovymi testy. Vysledky byly publikoviany v ¢lanku
Jirkovska et al., Power spectral analysis of heart rate variability
in patients with Charcot's neuroarthropathy, J Am Podiatr Med
Assoc 2006; 96(1):1-8 (publikace autora ¢. 3).
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Studie 5

Zavazna autonomni neuropatie byla diagnostikovana dle
Ewingovych testd u 31/34 (91,2 %) pacienta a 34/34 (100 %)
pacienti dle SA VSF. Nebyl zaznamenan signifikantni rozdil mezi
vySetfenim SA VSF v akutnim a chronickém stadiu (primeérna
cumpower LFHF 1 + 2 + 3: 156,8 = 151,1 vs. 175,5 + 178,7; NS) a
byla zjisténa vyznamna korelace tohoto parametru mezi akutni a
chronickou fazi (r = 0,828; p < 0,0001). Analyza dle Bland Altmana
prokazala dobrou reproducibilitu parametru cumpower LFHF 1 +2 +
3 mezi akutnim a chronickym stadiem CNO. Nebyl zjistén
signifikantni rozdil v Ewingovych testech mezi akutni a chronickou
fazi CNO. Dale nebyl zjistén vztah mezi cumpower LFHF 1 +2 + 3
a dalSimi parametry aktivity CNO (ICTP, rozdilem koznich teplot a
scintigrafickymi parametry).

Nase studie prokazala, ze SA VSF mize byt vyuzita k
diagnostice autonomni neuropatie u pacientti s CNO jak v akutni, tak
v chronické fazi. Aktivita onemocnéni neovliviiuje vysledek tohoto
vysetfeni. Vysledky byly prezentovany na mezinarodnim
sympoziu (European Association for the Study of Diabetes) a
publikovany formou abstraktu (publikace autora ¢. 62).

Studie 6

V obdobi od 8/2001 do 5/2005 byly v Centru diabetologie
Institutu klinické a experimentalni mediciny diagnostikovany Ctyfi
ptipady (tfi Zen a jednoho muze), které spliovaly kritéria diagndzy
neuropatickych fraktur v jiné lokalizaci nez kterd je typickd pro
CNO, tedy mimo oblast nohy. Ani jeden ze Ctyf pacientii nemél
anamnesticky zjiSténou traumatickou ptihodu, klinické ptiznaky byly
vétSinou nespecifické a diagnéza byla stanovena az pii RTG
vySetieni, vzdy s velkym ¢asovym odstupem od prvnich piiznak.
Nasledkem bylo, ze intenzivni konzervativni 1éCba selhala u vSech
Ctyf pacientl, u jednoho pacienta byla nutnd vysokd amputace, u
dvou néhrada kolenniho kloubu a u jednoho korek¢ni osteotomie.

Neuropatické fraktury v atypické lokalizaci nejsou casto
diagnostikovany a existuje jen malo praci zabyvajicich se touto
problematikou (28, 69, 70). Napi. Sinha (71) béhem 21 let sledovani
68000 pacientti s diabetem zaznamenal pouze 101 piipadd CNO
v oblasti nohy, ale ani jeden piipad v atypické lokalizaci kolenniho
kloubu. S ohledem na nase vysledky, kdy jsme béhem necelych étyt
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let diagnostikovali neuropatické fraktury na podkladé CNO v oblasti
kolenniho kloubu u ¢tyf pacientl, se zdé, Ze toto onemocnéni neni
viadé pfipadi sprdvné diagnostikovano. Kazuistiky byly
prezentovany v ¢lanku Bém a spol., Neuropatické fraktury v
oblasti kolenniho kloubu u pacienti s diabetem, DMEV 2006;
9(2):63-67 a formou abstrakt (publikace autora ¢. 11, 12, 20, 57,
59, 80, 113).

5.2 Problematika ischémie a infekce u syndromu diabetické nohy

Hypotézy

- Nékteré faktory jsou vice rizikové pro obtizné hojeni po nizké
amputaci u SDN a jejich vytipovani miize napomoci zvazeni vhodné
urovné amputace i adekvatni pted- i pooperacni péci.

- Méteni TcpO, muze prispét ke zlepSeni diagnostiky ICHDK u SDN
pfed amputac¢nim vykonem.

Vybrané metody

Meéreni transkutanni tenze kysliku

Jedna se o neinvazivni metodu zalozenou na méfeni parcialniho
tlaku kysliku difundujiciho pies pokozku. K méfeni byla pouzita
modifikovand Clarkova polarograficka sonda, kterd se skladd z
katody a anody. Tyto elektrody jsou smaceny alkalickym roztokem a
jsou od povrchu kiize oddéleny membranou propustnou pro kyslik.
Kyslik prostupuje z tkan€ pod sondou a rozpousti se v alkalickém
prostiedi mezi elektrodami. Elektricky proud generovany na katodé
nasledkem elektrochemické reakce je pak pfimo imérny parcialnimu
tlaku kysliku v alkalickém roztoku a v ustaleném stavu i ve tkani pod
sondou. Zméfena hodnota tenze kysliku tak odrdzi miru kozniho
prokrveni, metabolickou aktivitu tkang, disociaci oxyhemoglobinu a
tkanovou diftizi kysliku. V naSich studiich byl pouzit pfistroj Tina
TCM3 (Radiometer, Kodan, Dansko), ktery vyzadoval manualni
kalibraci na aktualni barometricky tlak. Méfeni bylo provadéno vleze
pfi naprostém klidu pacienta, pfi teploté v mistnosti 23-24 °C. Mérici
elektrody byly umistény na dorzum nohy v oblasti mezi prvnim a
druhym metatarsem a referencni na oblast 5 centimetrii pod levym
klickem v medioklavikularni ¢afe. Elektrody byly zahiaty na teplotu
42-44 °C, protoze pii této teploté dochazi ke konstantni diftzi
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nezavisle na zevni teplot¢ a soucasné tato teplota neohrozuje
pacienta popalenim. Hodnoty TcpO, byly odecitany za ustaleného
stavu v obdobi 15-25 minut. Za uspokojivé hodnoty je povazovano
TcpO, nad 30 mmHg; hodnoty TcpO, pod 30 mmHg jsou specifické
pro kritickou koncetinovou ischémii.

Schéma studie 7

Potencionalni rizikové faktory nehojeni byly vybrany na zakladé
publikovanych rizikovych faktorti pro ulcerace a amputace (123,
159, 161): typ diabetu, délka trvani diabetu, kompenzace diabetu
hodnocena (HbA,c) a pfitomnost ischemické choroby srdec¢ni
(ICHS), pritomnost diabetické polyneuropatie meéfena
biothesiometrem, ICHDK hodnocena métenim TcpO, v oblasti
postizené nohy a laboratorni zéanétlivé parametry - CRP a
leukocytdza. Méfeni TcpO, probéhlo u vSech pacientl té€sné pied
amputa¢nim vykonem. V piipadé zjisténi ICHDK dle TcpO, byla
indikovana angiografie, pfipadné provedena PTA nebo bypass.
Amputacni vykon byl vzdy naplanovéan az po kompletnim cévnim
vySetfeni nebo intervenci. Pacienti po amputaénim vykonu byli
léceni standardnim zpisobem. Pro analyzu potencionalnich
rizikovych faktorti obtizného hojeni po nizké amputaci jsme zvolili
nasledujici kritéria: za uspé$né hojeni bylo povazovano zhojeni rany
nejvySe v Urovni metatarzi (véetné zhojeni po reamputaci); jako
neuspé$né hojeni bylo hodnoceno zhojeni rany nad urovni metatarza
nebo nezhojeni rany béhem 6 meésict od zacatku sledovani. Vyznam
méfeni TcepO, pfed amputaénim vykonem byl posouzen jednak z
hlediska rozdilii mezi Gispésnym a netispésnym hojenim po amputaci,
jednak z hlediska interakce s jinymi rizikovymi faktory v postupné
regresni analyze.

Hlavni vysledky studie 7 a diskuze

Netspésné hojeni jsme pozorovali u 29/128 (22,7 %) pacientt -
10 (7,8 %) z nich bylo zhojeno nad trovni kotniku a 19 (14,9 %)
pacientl zistalo nezhojeno ve sledovaném obdobi. Primérna doba
hojeni u vsech uspé$né zhojenych pacientd (99/128 - 77,3 %) byla
11,49 + 3,62 tydnl. Reamputace byla provedena u 40/128 (31,3 %)
pacientl, ztoho 12 (9,4 %) pacienti podstoupilo vysokou
reamputaci a 28 (21,9 %) nizkou reamputaci. Postupnd regresni
analyza ukazala, Ze nizka hodnota TcpO, pred amputaci (Odds ratio
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[OR] =0,653; 95 % CI 0,50-0,853) a elevace CRP (OR = 1,07; 95 %
CI 1,02-1,13) jsou signifikantni rizikové faktory neusp&sného hojeni
rany po amputacnim vykonu u pacientii se SDN. Ostatni hodnocené
parametry v této analyze nebyly signifikantni. TcpO, pied
amputa¢nim vykonem bylo signifikantné vyssi u pacientl ve skupiné
uspésSné zhojenych ve srovnani se skupinou netspésné zhojenych
(43,65 = 8,71 vs. 13,83 £ 6,32 mmHg; p < 0,001); CRP bylo
signifikantné niz$i u pacientd uspé$n¢ zhojenych ve srovnani se
skupinou neuspésné zhojenych (24,76 + 15,32 vs. 65,03 = 20,80
mg/l); rozdily v ostatnich parametrech nebyly signifikantni.

V minulosti byla publikovana celd ftada studii zkoumajici
rizikové faktory pro vznik diabetickych ulceraci nebo amputaci, ale
jen velmi malo studii se zabyvalo rizikovymi faktory nehojeni po
amputacnich vykonech. NaSe studie potvrdila, Ze nejvyznamnéj$imi
faktory ovliviujici vysledek hojeni po nizké amputaci u pacientt s
diabetem jsou ICHDK hodnocena podle TcpO, a infekce hodnocena
podle hodnoty CRP pted amputaci. Vysledky byly publikovany v
¢lanku Bém et al.,, Determinants and estimation of wound
healing achievement after minor amputation in patients with
diabetic foot, EWMA Journal 2006; 6(2):27 a formou rady
abstrakt (publikace autora ¢&. 2, 36, 55, 56, 58 a 115).

5.3 Nové metody 1écby syndromu diabetické nohy

Hypotézy

- Larvalni terapie muze pfiznivé ovlivnit hojeni ulceraci u SDN
zejména odstranénim nekrotické tkané a eliminaci infekce.

- Predpokladame, Zze V.A.C. terapiec muze zkratit dobu hojeni ran
v oblasti nohy u SDN zejména po chirurgickych vykonech.

Vybrané metody

Larvalni terapie

Larvy byly aplikovany i do ran s podminovanymi okraji nebo do
dutinovych ran, které ale nekomunikovaly s télnimi dutinami a kde
nehrozilo krvéaceni. Ranu bylo nutné uz pted aplikaci larev ohranicit
od okoli semipermeabilnim krytim tak, aby larvy a jejich sekret
nemacerovaly okoli rany. Pfed aplikaci do rany byly larvy velikosti
asi 2 mm vyplaveny z kontejneru fyziologickym roztokem na
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predem pfipravenou sterilni sitku, ktera byla nasledné vlozena na
ranu. Primémé hustota larev byla asi 5-10/cm’. Larvy byly
aplikovany do rany po dobu 3-5 dni. Pfi jejich aplikaci bylo nutné
vytvorit bariéru proti migraci larev z defektu a pfitom zachovat
larvam dostatek vzduchu, coz bylo zajisténo specidlnim krytim.
Alespon prvni den bylo udrzovano vlhké prostifedi pomoci
zvlh¢ovani gazového kryti fyziologickym roztokem az do doby, nez
zacaly larvy secernovat vice vlastniho sekretu a stimulovat sekreci z
rany. Po ukonceni terapie byly larvy vymyty z rany fyziologickym
roztokem do plastového pytle a zlikvidovany podobné jako ostatni
biologicky material. Aplikace byly provadény i opakované az do
vycisténi rany, mezi aplikacemi byly nékolikadenni prestavky.
Bezprostiedné po aplikaci zlstavala rana asi 2 dny povleklad Sedym
povlakem z larvalniho sekretu s natravenymi nekrézami a vyc¢isténi
rany jsme proto posuzovali az po jeho vyc¢isténi po 1-2 dnech.

V.A.C. terapie

Metoda ftizeného lokalniho podtlaku, tzv. V.A.C. lécba je
metoda lécby ran vyuzivajici lokalniho podtlaku vytvofeného piimo
v oblasti ulcerace. Lokalni podtlak urychluje ¢isténi ulcerace a
odstranéni nekrotické tkané, zvySenim lokalniho prokrveni také
podporuje hojeni - tvorbu granulacni tkan¢ a epitelizaci. Prakticky
byla cela oblast ulcerace prekryta specialni polyuretanovou pénou a
prihlednou folii, kterd neprodySn¢ uzavirala ulceraci od okoli. Do
pény byl zaveden odsavaci drén, ktery byl vyveden do rezervoaru
ptistroje. V tomto uzavieném systému byl nasledné pfistrojem
vytvofen podtlak (25-200 mmHg). Frekvence vymény kryti byla
zévisla na typu rany, zpravidla byl pfevaz nutny jednou za 2-7 dni.
Aplikovany podtlak byl bud’ kontinudlni nebo intermitentni.
Standardni intermitentni rezim zahrnoval 5-ti minutovou aplikaci
podtlaku a 2 minuty normalniho tlaku; pfistroj se v§ak dal nastavit na
riznou dobu aplikace podtlaku a pauzy. Mira podtlaku téZ zavisela
na typu rany. U naSich pacienti byl nejcastéji aplikovan
kontinualni podtlak mezi 125-175 mmHg, minimalné¢ 16 hodin
denné. Volba rezimu a mira podtlaku zavisela na snaSenlivosti
pacienta a na indikaci lékafe.Terapie byla provadéna jak za
hospitalizace, tak i v rAmci ambulantni 1é¢by. Pacienti byli dikladné
edukovani o obsluze pfistroje. Pacient pak dokéazal v ptipad€ nutnosti
(pfi osobni hygieng, vySetfeni apod.) zafizeni vypnout i zapnout. U
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pacienti se SDN byla V.A.C. indikovana u defekt klasifikovanych
jako Wagner 2-3, tj. zasahujicich do podkozi, ptipadné i pfi obnazeni
hlubokych struktur nohy - kosti, §lach a kloubti. Prominujici kosti
nebo Slachy bylo nutné pied aplikaci podtlaku chranit nejlépe
silikonovym krytim.

Schéma studii

Studie 8

K larvalni terapii byly pouzity sterilni larvy Bzucivky zelené
(Lucilia Sericata), které byly aplikovany v jedné davce. U ftii
pacientl byla aplikace s odstupem opakovana. VSichni pacienti méli
soucasn¢ komplexni 1é€bu SDN. Efekt terapie byl posuzovan
lékatem podle vzhledu rany po ukonceni larvalni terapie. K
hodnoceni byla pouzita pouze tfistupiiovd Skala: zlepSeno -
kompletni vyc¢isténi rany od nekr6z; beze zmény - pouze castecné
odstranéni nekrdz; zhorSeno - doSlo k lokalni progresi nalezu
bezprostiedné po aplikaci larev (napf. k aktivaci infekce, k progresi
nekroz) nebo amputace nad kotnikem béhem nasledujicich 3 mésici.
Stéry nebo vzorky tkané€ na kultivaci byly odebirany ze spodiny rany
po fadném debridementu. Hodnoceny byly kultiva¢ni nalezy pied a
tésné po aplikaci larvalni terapie a s odstupem 10 (+ 3) dnti. MRSA
byl identifikovan na podklad¢ pozitivity mec genu.

Studie 9

Aplikace podtlaku byla vzdy zahajena kontinualnim rezimem po
dobu 2-3 dnii s mirou podtlaku 125-175 mmHg, dale bylo
pokracovano s intermitentnim rezimem s mirou podtlaku 100-150
mmHg s frekvenci pievazi kazdych 5-7 dnd. Krom¢ 1é¢by fizenym
podtlakem byli pacienti 1éCeni standardnimi postupy — odlehcenim
postizené koncetiny, v piipad¢ pfitomnosti infekce v ran¢ byli 1é¢eni
ATB. U pacientd s ICHDK byla indikovana angiografie, ptipadné
cévni intervence. Hodnotili jsme tyto parametry: délku terapie
V.A.C,, velikost rany pred lécbou a v dobé ukonceni 1écby (zménu
velikosti rany béhem V.A.C. terapie), znamky hojeni rany (vycisténi
rany, narust granulaci) a dobu do tiplného zhojeni rany. U nékolika
pacientl jsme V.A.C. terapii kombinovali s dal§imi modernimi
piistupy v 1é€bé SDN, napi. s larvalni terapii nebo aplikaci
xenotransplantatu.
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Hlavni vysledky studii a diskuze

Studie 8

Larvalni 1écba byla aplikovana po primérnou dobu 3,25 (3-5)
dne, v mnozstvi 5-10 larev na cm”. Klinické zlepSeni rany bylo
pozorovano u 69, 4 % pacientdl, beze zmény zistalo 19,3 % pacientl
a zhorSeni jsme zaznamenali u 8,1 % pacientl; vysledek byl
nehodnotitelny u 3,2 % pacientd z divodu umrti larev. Pfiinou
umrti larev byla nedostatecna spoluprace pacienti s odlehcenim
koncetiny a s pé¢i o ranu. Tésné po ukonceni larvalni 1é¢by byl
zjistén signifikantni pokles vyskytu infekce MRSA z 16/62 (25,8 %)
na 5/62 (8,1 %) pacientd, p < 0,01. Efekt 1écby pietrvaval i po 10 (+
3) dnech po ukonceni larvalni 1écby, infekce MRSA byla
zaznamenana u 6/62 (9,7 %) pacientt, p < 0,01. Obdobné vysledky
byly zjistény pro Enterococcus sp. a pro Staphylococcus koaguldza
negativni. Larvalni 1é¢ba neméla efekt na eradikaci infekce
Pseudomonas sp. Béhem larvalni terapie nebyly pozorovany zadné

Dosud bylo publikovano jen malo studii hodnoticich larvalni
terapii ran na vétSich souborech. Napt. Armstrong (72) na souboru
60 pacientl s neuroischemickou ulceraci pii SDN zjistil, ze larvalni
terapie vedla k signifikantnimu zkraceni hojeni diabetické nohy, ke
tiikrat mensi potfeb&é amputaci a ke kratsi dobé ATB terapie. V nasi
studii jsme zaznamenali, ze larvalni terapie efektivn¢ eliminuje G+ i
G- infekci véetné MRSA. Neefektivni je naopak u Pseudomonas sp.
Nové pristupy k 1écbé infekce jsou podnétné zejména z hlediska
rozvijejici se rezistence mikroorganismti na ATB. Metoda larvalni
1é¢by u SDN nebyla zatim v Ceské republice v této indikaci
zavedena a zhodnocena. NaSe studie upfesnila indikace této 1éCby a
pomohla rozsifit tuto metodu v Ceské republice. Vysledky byly
predneseny na mezinarodnich sympoéziich (European Wound
Management Association; Diabetic Foot Study Group) a
publikovany v ¢lanku Jirkovska a spol., Larvalni lé¢ba ran se
zaméiFenim na syndrom diabetické nohy, Prakt Lek 2007;
87(9):559-562 a formou rFady abstrakt (publikace autora ¢. 29,
40, 41, 91 a 93).
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Studie 9

Primérna doba aplikace V.A.C. byla 12,3 dne (od 7 do 23 dnu).
Béhem této doby doslo k primérnému zmenseni plochy rany o 19,7
% (z pramérné velikosti 20,5 + 4,1 cm’ na 16,5 + 3,6 cm?).
Pozorovali jsme vyrazné vycisténi rany a narGst granulaci. Primérna
doba do uplného zhojeni rany byla 88,3 + 36,7 dni. U tii pacientd
nedoslo ke zhojeni, 1 zemiel po 4 mésicich na komplikace diabetu,
které nesouvisely s 1écbou SDN. 2 pacienti podstoupili amputacni
vykon pro progresi infekce pti ICHDK, avsak s odstupem nékolika
tydnti od aplikace V.A.C. Nezadouci ucinky 1écby se vyskytly jen u
4/26 (15,4 %) pacientd. Ve trech piipadech se jednalo o bolest v
misté aplikace podtlaku, kterd byla feSena analgetiky a snizenim
miry podtlaku. V jednom ptipadé se pak jednalo o aktivaci infekce v
rané pii nedostatecné parenteralni ATB terapii, kdy vSak po zméné
ATB doslo ke zlepseni a mohlo se s V.A.C. terapii pokracovat.

V literatufe lze v soucasnosti najit az 300 praci zabyvajicich se
problematikou 1éCby fizenym podtlakem, ale v drtivé vétSiné se
jednd pouze o kazuisticka sdéleni nebo o sérii nékolika pripadi.
Dosud byly publikovany pouze ¢tyfi randomizované studie hodnotici
efekt fizeného podtlaku na hojeni ulceraci u pacientti se SDN, z toho
tii byly provedeny pouze na malém poctu pacientt (73-75), a pouze
v jednom piipad¢ se jednalo o multicentrickou, randomizovanou a
kontrolovanou studii na vétSim poctu pacienti (57). Nase studie
potvrdila dobré literarni zkusenosti s V.A.C., upfesnila indikace a
pomohla rozsifit tuto metodu v Ceské republice. Vysledky byly
publikovany v ¢lanku Bém a spol., Terapie syndromu diabetické
nohy pomoci Fizeného podtlaku (V.A.C. - Vacuum Assisted
Closure), Prakt Lek 2006; 86(5):268-70 a formou abstraktu
(publikace autora ¢. 19, 114).

6 ZAVERY DIZERTACNI PRACE

Zavérem muzeme shrnout vysledky jednotlivych studii v ramci
dizertacni prace nasledovne¢:

Kostni metabolismus a Charcotova neuroosteoarthropatie

1. Lécba nazalnim kalcitoninem v randomizované kontrolované
studii signifikantné snizila aktivitu CNO v akutni fazi, zejména
markery kostniho obratu. Stejné G¢inna byla 1 u pacienti s CNO v
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renalni insuficienci. NaSe nalezy prokazaly, ze nazalni kalcitonin ma
ptiznivy efekt na kostni remodelaci a mize byt proto soucasti
komplexni 1é¢by pacientd v akutni fazi CNO. Jedna se o prvni
randomizovanou studii s nazalnim kalcitoninem u pacient s CNO.
Oproti doposud publikované 1é€bé akutni CNO bisfosfonaty ma
kalcitonin pravdépodobné piiznivéjsi efekt na kostni remodelaci a
lze ho pouzit i u pacientl v renalni insuficienci, ktefi tvofili téméf
jednu tfetinu pacientli s CNO v nasi studii.

2. Dlouhodobé podavani nazalniho kalcitoninu signifikantné
zkracovalo nezbytnou dobu odlehéeni a imobilizace pacientl v
akutni fazi CNO a snizovalo kostni resorpci (parametr ICTP) pfi
dalsim sledovani téchto pacientl. Pfi 1écbé nazalnim kalcitoninem
byla pozorovana tendence ke snizenému vyskytu rekurence CNO
béhem patnactimesicniho sledovani po ukonceni akutni faze.
Dlouhodoby efekt antiresorpéni 1écby na rekurenci a kostni
metabolismus CNO dosud nebyl v jinych studiich sledovan.

3. Byly zavedeny nové kvantitativni parametry dynamické kostni
scintigrafie a ovéfena jejich validita jak v diagnostice akutni CNO,
tak pfi dlouhodobé monitoraci aktivity CNO. Vyhodou téchto
parametrii je ve srovnani s dosud pouzivanymi metodami sledovani
aktivity CNO (naptf. méfenim kozni teploty, stanovenim markert
kostniho obratu) jejich morfologickéa lokalizace v postizené oblasti
skeletu a tudiz i vétsi specificita pro CNO - nejsou ovlivnény
osteolyzou jinych ¢asti skeletu nebo jinymi patologickymi procesy.
Na rozdil od dosud publikované jediné prace zabyvajici se
kvantitativni scintigrafii u CNO jsme definovali kvantitativni
scintigrafické parametry nezavislé na druhé koncetin€, ktera muze
byt u CNO také postizena. Dalsi pfednosti nasi prace bylo srovnani
kvantitativnich  scintigrafickych parametri s aktivitou CNO
posuzovanou parametry kostniho obratu a ne pouze kozni teplotou.
Presné stanoveni aktivity CNO muze zlepS$it objektivitu sledovani
efektu 1é¢ebnych opateni a ma proto ptimy klinicky dopad.

4. Byla zavedena nova metoda SA VSF do diagnostiky autonomni
neuropatie u pacient s CNO. Nebyl zjistén signifikantni rozdil mezi
parametry SA VSF a standardné pouzivanymi Ewingovymi testy.
SA VSF na rozdil od Ewingovych test vyzaduje mensi spolupraci
pacienta a kratSi dobu vySetieni, proto by méla byt preferovana.

Byla zjisténa dobra reproducibilita parametru SA VSF (cumpower
LFHF 1 + 2 + 3) v akutni a v chronické fazi CNO, tento parametr
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nebyl ovlivnén aktivitou CNO (hodnocenou markery kostni
remodelace a kozni teplotou).

5. Byly prezentovany kazuistiky pacientll s atypickou lokalizaci
CNO v oblasti kolenniho kloubu. Tato lokalizace CNO je v literatuie
popsana velmi sporadicky. NaSe Ctyfi kazuistiky demonstrovaly
neptitomnost  klinickych pfiznaki u neuropatickych fraktur
proximalni tibie. Jejich diagnéza byla proto pozdni, a doslo k
zavaznym komplikacim - u jednoho pacienta byla nutnd vysoka
amputace, u dvou ndhrada kolenniho kloubu a u jednoho korekéni
osteotomie.  Edukace lékati zaméfena na CNO, zvlaste jeji
atypickou lokalizaci, ma klinicky vyznam pro v¢asnou diagnostiku a
adekvatni lécbu CNO (nutna imobilizace koncetiny, rekalcifikace
apod.).

Problematika ischémie a infekce u syndromu diabetické nohy

1. Nezavislymi rizikovymi faktory obtizného hojeni po nizké
amputaci u pacienti se SDN byly TcpO, a CRP méfené pied
amputaénim vykonem. Ostatni zkoumané faktory rizikové pro
amputace (napf. délka trvani diabetu, pfitomnost jinych komplikaci
diabetu) signifikantni vliv na hojeni nemély. Podle rizikovych
faktori pro hojeni miizeme modifikovat nejen vysi amputace, ale i
intenzitu pooperacni péce.

2. Pacienti s uspéSnym hojenim rdny po nizké amputaci méli
signifikantn€ vyssi hodnoty TcpO, pfed amputaci ve srovndni s
neuspé$né zhojenymi pacienty (tj. s pacienty nezhojenymi do Sesti
mésicti od amputace nebo s nutnosti reamputace nad kotnikem). Tito
pacienti maji nespolehlivé klasické znamky ICHDK i nespolehlivé
hodnoty Dopplerovského vySetieni pii mediokalcinéze. Na zakladé
vySetfeni TcpO, miizeme nejen indikovat invazivni cévni vySetfeni a
zpusob intervence, ale také odhadnout vysledek hojeni.

Nové metody 1écby syndromu diabetické nohy

1. Po larvalni 1é€b¢ bylo pozorovano zlepSeni hojeni rany (kompletni
vycisténi od nekréz) u 69 % pacientll, beze zmény (pouze Castecné
odstranéni nekro6z) zlstalo 19 % pacientl a zhorSeni (lokalni progresi
nalezu) jsme zaznamenali u 8 % pacientl; vysledek byl
nehodnotitelny (amrti larev) u 3 % pacienti. Byl zji§tén signifikantni
pokles MRSA infekce po larvalni 1é€bé, tento efekt pretrvaval i po
10 dnech od ukonceni 1écby. Obdobné vysledky byly po larvalni
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1écbé zjistény i pro Enterococcus sp. a Staphylococcus koagulaza
negativni. Larvalni 1écba neméla efekt na eradikaci infekce
Pseudomonas sp. Tyto vysledky povrdily, ze larvalni terapie je
efektivni a bezpe¢nou metodou debridementu rany, kterd muze
prispét ke komplexni 1€¢beé pacienti se SDN.

2. Bylo zjisténo, ze u nehojicich se ran u pacientll se SDN doslo po
aplikaci V.A.C. ke zmenseni plochy rany o 19 % a k nartstu
granulacni tkané; 85 % pacientli se nasledn¢ uspé$né zhojilo.
Nezadouci ucinky se vyskytly jen u 15 % pacientll (mirna bolest v
rané nebo progrese infekce). Tato studie pfispéla k rozsifeni terapie
lokalnim fizenym podtlakem u pacientti se SDN v Ceské republice.

7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ATB - antibiotika, antibioticky

BFV - blood flow velocity

CNO - Charcotova neuroosteoarthropatie

CRP- C-reaktivni protein

CT - pocitacova tomografie

FCF - foot and contralateral foot ratio

FWB - foot and whole body ratio

ICHDK - ischemicka choroba dolni koncetiny

ICTP - karboxyterminalni telopeptid kolagenu I

KALP - kostni isomer alkalické fosfatazy

MRI - magnetickd rezonance

MRSA - Methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus
OPG - osteoprotegerin

OM - osteomyelitida

P - signifikance

G+; G- - Gramm pozitivni; Gramm negativni

PTA - perkutanni transluminalni angioplastika

RANK - receptorovy aktivator nuklearniho faktoru kappa
RANK-L - ligand receptorového aktivatoru nuklearniho faktoru
kappa 3

RCC - removable contact cast

RIA - radioimmunoassay

RTG - rentgenologické vysetieni

RWC - removable walking cast

SA VSF - spektralni analyza variability srdeéni frekvence
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SDN - syndrom diabetické nohy
TCC - total contact cast

TcpO, - transkutanni tenze kysliku
V.A.C. - Vaccum Assisted Closure
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