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1 Uvod

V dnesni dobé pokrocilych 1ékaiskych véd je na prvnim misté snaha
zachovat lidskou populaci co nejdéle v dobré fyzické i psychické kondici. Jednim
Z problémt, uz nejen u starSich osob, je demineralizace kosti a sniZzena plasticita
kloubnich pouzder. Rozsifujici se artr6za a bolestivost pii pohybu nejsou
jiz doménou pacientll V dichodovém véeku, ale ¢im déal tim mladSich osob.
K tomuto trendu piispiva mnoho faktort, a to od Spatné zivotospravy pies sedava
zaméstnani, az po urazy. Konecnym feSenim téchto komplikaci, které negativné
ovliviiyji kvalitu Zivota pacienta, miize byt nahrazeni poSkozené kloubni casti
nebo kloubu celého endoprotézou.

V soucasné dob¢ infekce predstavuji jednu z nejzavaznéjSich komplikaci
endoprotéz. Pro pacienty jsou tyto infekéni komplikace velmi zévaznym
problémem, ktery snizuje samotnou zivotnost endoprotézy. V souvislosti
s dlouhodobou terapii znamena infekce pro pacienty vysokou psychickou zatéz
a Vneposledni tadé je mize i ohrozovat na zivoté. Lécba infekci totdlnich
endoprotéz je velice komplikovand, zdlouhava a finanéné naro¢nd. V koneéném
disledku téchto infekénich komplikaci navic dochdzi u vétSiny pacient
Kk reimplantaci endoprotézy.

Diivodem netspésné 1é€by infekce kloubni nahrady je vznik bakterialniho
biofilmu, ktery se tvofi na povrchu cizorodého materidlu. Formace
mikroorganismi do  biofilmu totiz zplsobuje zvySenou  rezistenci
k antimikrobialnim latkam.

Pro tuspésnou antibiotickou lécbu je velmi dulezité spravné a rychle
identifikovat infek¢ni agens a stanovit jeho citlivost k antibiotiktim, nejen kvl
zahajeni spravné a cilené antibiotické 1écby, ale i k eliminaci zvysovani rezistence
mikroorganisma.

| samotna identifikace etiologického agens je problematicka praveé kvuli
vzniku bakterialniho biofilmu. Mikrobiologicka kultivace kloubniho punktatu
z takto postizené nahrady byva casto negativni. Bakterie tvorici biofilm
se nemuseji uvolnovat do synovialni tekutiny, a tim nedojde pfi kultivaci K jejich

zachytu. Z tohoto divodu dochéazi pti klasické mikrobiologické kultivaci



protetické pomtcky k falesn¢ negativnim vysledkim. Velky pocet téchto infekci
tak z{stava nerozpoznan, a tim padem i jejich 1écba neni cilena a plné ti¢inna.

Pro spravnou identifikaci a 1é¢bu je nutné mechanické uvolnéni biofilmu
Z povrchu nahrad. Jako jednou z vhodnych metod pro rozvolnéni bakteridlniho
biofilmu z protetické pomucky byla v literatufe popsana metoda uziti
ultrazvukovych vin, tzv. sonikace.

Tato prace vznikala ve spolupraci s Ortopedicko-traumatologickou
klinikou fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady, ktera piebird k 1é€bé pacienty
s komplikacemi po operacich kloubnich nahrad, a tedy i nemocné s infekei
kloubni nahrady, z riznych ¢asti republiky. Cilem této prace bylo ovéfeni vyssiho
zachytu bakteridlnich pivodct infekci kloubnich nahrad metodou sonikace.
Ziskané vysledky maji pomoci zlepSit diagnostiku infekci ortopedickych
implantatt, a tim piispét k optimalni a vhodné terapii téchto zavaznych

komplikaci v této nemocnici.



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Aloplastika

Aloplastika, je operace, pfi niz je nahrazen cely kloub nebo pouze jeho
¢ast cizim materidlem — kloubni ndhradou (endoprotézou). Cilem této operace
je obnovit u poSkozeného kloubu jeho funkcnost, odstranit bolest a navratit tak
pacienta zpét do aktivniho zivota [1].

Aloplastika patfi mezi nejCastéjSi ortopedické operace, které se u nas
provadi. Hojné¢ se nahrazuje kloub kycelni a kolenni, ale stejné¢ tak se muze
provést aloplastika kteréhokoliv kloubu v téle, naptiklad endoprotéza ramene,
zapé&sti, hlezna. Lze nahradit pouze hlavici kloubu, pak se jedna o cervikokapitalni
endoprotézu nebo jde o totalni endoprotézu (TEP), kdy se nahradi hlavice 1 jamka
Kloubu. Ukazka implantati se nachazi na Obr. 1. Z divodu zjednoduseni jsou
Vv nasledujicim textu pod pojmem TEP zahrnuty oba typy implantatt. [2].

Obecné lze predpokladat, ze pribyvajici pocet aloplastik koresponduje
se zvySujicim se vékem populace. Jelikoz se k aloplastice pfistupuje 1 u pacientli
sniz§im veékem, lze ocekavat, ze narust pacientd indikovanych k reoperaci

z diivodu infek¢énich komplikaci bude v dnesni dobé¢ stoupat [3].

Obr. 1 Totalni endoprotéza kycle a kolena

2.2 Kloubni infekce
2.2.1 Riziko infek¢nich komplikaci

Néhrada kolenniho a kycelniho kloubu patfi mezi nejcastéji provadéné
planované operace v ortopedické praxi. Jako kazdé jind operace i tento zakrok

piedstavuje pro pacienta zna¢né riziko. U aloplastik hrozi mimo jiné i nebezpeci
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vzniku infekénich komplikaci, a to bud’ v pfimé souvislosti s operaci, naslednym
pobytem v nemocnici nebo muze dojit k tzv. pozdni infekci, tedy rozvoji infekce
az po uplynuti delsi doby od provedené operace [4].

V pocatcich téchto ortopedickych operaci byl vyskyt infek¢nich
komplikaci u ndhrady kycelniho kloubu az 9 %, jak uvadi studie provedena v roce
1989 na 190 pacientech. V dne$ni dobé je prezence hluboké infekce snizena
na vSeobecné udavané 1 - 2 %. Toto vyrazné sniZeni je zptisobeno hlavné diky
dukladné piipravé pacientii, zavedeni supersterilnich sali a specidlnimu rezimu
pii zékrocich. Velkou zésluhu mé 1 preventivni podavani antibiotik a lepsi
operacni technika. U reimplantaci se diky slozitosti a rozsdhlému vykonu riziko
infekce zvySuje na cca 4 - 12 %. Toto vysoké procento infekénich komplikaci
muze byt zpasobeno vyskytem nerozpoznanych mitigovanych infekci
u aseptického uvolnéni endoprotéz [5].

Na vznik periprotetické infekce ma vliv fada rtiznych faktora jak ze strany
pacienta, operacni rdny, operacni techniky, prostfedi operaniho salu, druhu
pouzitého implantovaného materialu, tak i mikrobidlni charakteristika infek¢niho
agens. Obecné plati, Ze vyznamnym rizikovym faktorem pro rozvinuti infekce
je samotna pfitomnost kloubni nahrady. Kazdého pacienta s endoprotézou provazi
velmi vysoké riziko této infek¢éni komplikace. Rizikové faktory ze strany pacienta

mizeme rozdélit na celkové a lokalni [6].

2.2.1.1 Rizikové faktory celkové

Za celkové rizikové faktory jsou povazovany vSechny stavy, které
ovliviuji imunitni reakci organismu na bakterialni infekci a maji tak vliv na vznik
mistniho infekéniho loziska, které se hematogenni cestou mulze roznést
do organismu. Mezi tyto stavy jsou zahrnuty veskeré pfidruzené nemoci
1 v ptfedchorobi. Za vysoké riziko infekce u pacientli se povazuje stav, kdy
je vanamnéze uvedena septickd artritida daného kloubu nebo erysipel
(onemocnéni ruze) na dolni koncetiné. Za vyznamnou kontraindikaci k operaci
je povazovana napiiklad chronicka osteomyelitida (vysoké riziko rozsevu infekce
krevni cestou). Nezanedbatelnymi celkovymi rizikovymi faktory jsou vyzivové

navyky pacienta, a to jak malnutrice, tak i obezita. Dale hraji vyznamnou roli
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alkoholismus, diabetes mellitus, chronicky defekt imunity, tumory, stav
po transplantaci ledvin, opakované infekce urogenitalniho traktu nebo soucasna

1é¢ba imunosupresivy a kortikoidy [5,6].

2.2.1.2 Rizikové faktory lokalni

Mezi lokélni rizikové faktory se fadi veskera ptredchozi posSkozeni mista,
kde se nachéazi implantovana endoprotéza. Hlavné stav mékkych tkani a kostniho
lizka v misté implantace. Mezi lokalni faktory usnadiujici bakterialni kolonizaci
patii dale naptiklad zhorSené prokrveni koncetiny, pfitomnost jizev nebo

avitalnich tkani [5,6].

2.2.2 Klinicka diagnostika infekci kloubnich nahrad

Stejné, jako v kterémkoliv jiném Iékafském oboru je zékladem pfi
stanoveni diagnézy hluboké infekce kloubni ndhrady anamnéza a klinické
vySetfeni. Hlavni problém ke vzniku pozdniho stanoveni spravné diagnozy
je pravé v mysli lékare, ktery ve snaze vyhnout se invazivni 1é¢bé hromadi rizna
pomocna vySetieni a zapléta se tak do diferencialnich diagn6z s protichlidnymi
vysledky. VZzdy ale plati, ze pravé v€asna diagnostika, pfiznéni si dané situace
a rozhodné feseni jsou jedinou cestou k vymyceni vzniklé infekce a zachovani tak
dobfe fungujici koncetiny [7].

Pro stanoveni spravné diagndézy je potfebna podrobnd znalost
anamnestickych dat: kdy kimplantaci doslo, jestli se jednalo o revizi nebo
o primoimplantaci, o jaky typ implantatu se jednd, zdali byl pouZit kostni cement
s antibiotiky, jaky se pouzil typ prevence infekce kloubni ndhrady a zdali nedoSlo
ke Spatnému hojeni rany v pooperaénim obdobi. Bolest a zména funkce jsou
nejvyznamnéjSimi symptomy infekce kloubni ndhrady. Vytvoteni pistéle je velmi
specifickym ptiznakem hluboké infekce [8].

Pro urceni diagnézy infek¢éni selhani TEP se provadi rentgen a rGizna
laboratorni ~ vySetfeni  (mikrobiologicka, = hematologicka,  biochemicka
i histologicka). Z hematologickych vySetfeni se jedna hlavné o vySetieni hladiny
sedimentace erytrocytti (FW) a stanoveni poctu leukocytd. Pti infekci TEP stoupa

hladina FW nad 35 mm/hod. Bohuzel FW stoupa i u mechanického uvolnéni TEP
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a mirn¢ zvySené¢ hodnoty byvaji i u artrézy. Zjisténi hladiny leukocytl nam
neposkytne jednoznac¢ny vysledek o znamce probihajici infekce, protoze K jejich
vzestupu dochdzi pouze u 15 % pacientd. Daleko vétsi vyznam ma biochemickeé
vysetieni hladiny C-reaktivniho proteinu (CRP). Hladina CRP byva pfi infekci
TEP u 95 % pacientl vyssi nez 20 mg/l. Pfi operaci se odebira kloubni punktat,
stéry a tkan zoblasti TEP, které se odesilaji na mikrobiologické vySetieni
ke kultivaci. Vzorek tkané se odesila 1 na histologické vysetieni, kde se po zaliti
do parafinu zhotovi mikroskopicky preparat barveny hematoxylinem-eosinem
a hodnoti se zde znamky infekce [9, 10].

Stale neni shoda nazorti mezi ortopedy, mikrobiology a infektology, jak
ma vypadat definitivni dikaz o probihajici infekci kloubni nahrady. Jsou pfipady
jasnych zndmek infekce, jako je naptiklad nalez hnisavého vypotku pfi punkci
nebo viceCetny ndlez pozitivnich kultivaci. Mnoho infekci endoprotéz se ale
projevuje pouze izolovanou bolesti kloubu nebo selhanim nahrady. S pomoci
anamnézy a klinického vySetfeni lze infekci dale Klasifikovat podle vstupu

etiologického agens a ¢asovych kritérii [7].

2.2.3 Kilasifikace kloubnich infekci

Dlivodem infek¢niho uvolnéni kloubni ndhrady je pfitomnost a ptsobeni
mikroorganismii na povrchu endoprotézy i v jejim okoli. Klasické rozdé¢leni
infekce kloubni nahrady je na povrchovou a hlubokou. Pti infekénich
komplikacich jsou pro spravnou klasifikaci dulezit¢ dva faktory: cesta
kontaminace mikroorganismem a doba od operace Kk rozvoji infekce. Nejcastéji
pouzivané rozdéleni septického uvolnéni je podle Coventryho na: infekci ¢asnou,
mitigovanou a pozdni-hematogenni [11, 12].

Typ 1. Casna infekce: objevuje se v bezprosttednim poopera¢nim obdobi,
V prvnim, nejpozd€ji druhém mésici od operace a nejcastéji po vysazeni
antibiotik. Tuto infekci zplisobuji vysoce virulentni kmeny. Diagnostika je zde
bezproblémova na zéklad¢ klinického vySetfeni a anamnézy. Jedna se o akutni
stav s vaznym rozvojem systémovych znamek infekce. Na pocatku jsou piitomné
vecerni teplotni Spicky, které piechazeji v pretrvavajici horecky. Lokalné

nalézame zarudnuti, otok, zdufeni, zvySenou teplotu a vyraznou bolest, ktera
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se nesnizuje. V kloubu je pfitomna patologickd népln, pfipadné hnisava sekrece.
U tohoto typu infekce nabyva rychléd diagnostika velky vyznam. Pii okamzitém
zahajeni 1é¢by muze byt kloubni nahrada zachranéna [13, 14].

kmene béhem operace. Z divodu nizké virulence nebo malého mnozstvi
mikroorganismi se pfiznaky infekce projevi postupné. Piiblizn¢ za pil roku
az rok od operace se zacne objevovat omezeni funkce a bolestivost kloubu.
V anamnéze jsou zjistény pooperacni komplikace typu zhorSené¢ho hojeni
opera¢ni rany, zvysené sekrece a teploty. Velmi typickym anamnestickym
nalezem je pritomnost bolestivé, nedostatecné funkce endoprotézy. Pacient uvadi,
ze od operace se vyskytuji mirné bolesti kloubu s nevyhovujici funkci implantétu.
Lécba pouhym debridementem (odstranéni nekrotickych casti tkani) pti zachovani
nahrady se jevi u tohoto typu infekce jako nedostacujici [14].

Typ HI. pozdni-hematogenni infekce: je zplsobena zanétem do té doby
zdravého kloubu. Vznik4d po dlouhém obdobi bezchybné funkce endoprotézy,
vétSinou dva a vice let od operace. Po nahlém febrilnim stavu zde dochézi
k omezeni funkce kloubu, bolesti, lokalnimu zarudnuti, teploté a zdufeni. Bakterie
se dostavaji z primarniho infek¢niho loziska do kloubu krevni cestou a zdvaznost
infekce zavisi na jejich virulenci. Za velké riziko jsou zde povazovany
stomatochirurgické a endoskopické vykony, opakované intraven6zni podani 1ékd,
koZni poranéni, infekce respira¢niho a urogenitdlniho traktu. Z divodu vzniku
hematogenni infekce kloubni nahrady se doporucuje u pacientli s endoprotézou
pfed invazivnim zakrokem, ktery zplisobuje bakteriémii (pfitomnost bakterii
v Krvi), antibiotickd prevence. Vysoké riziko vzniku této infekce je zejména
u imunosupresovanych pacientli po transplantaci orgdni nebo u zanétlivych
artropatii [13,14].

Oproti tomu Fitzgerald rozdéluje infekci pouze podle ¢asového aspektu
na infekt ¢asny (1-2 mésice od operace), sttednédoby (2—24 meésicti od operace)
a pozdni (déle nez 2 roky od operace). Gristina pouziva podobné rozdé€leni jako
Fitzgerald, ale udava jiné Casové intervaly vzniku infekce od operace, jsou

to: akutni (1-3 mésice), subakutni (424 meésicl) a pozdni infekce (12 mésici
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a vice). Estrada a Tsukayana rozdéluje infekci na ¢asnou (do mésice od operace),
pozdni (déle nez meésic od operace) a hematogenni (akutné bez cCasového
omezeni). Klasifikace typu infekce je urCitym voditkem ke vhodné terapii

a umoznuje nam zlepsSit preventivni opatieni [12].

2.2.4 Puvodci infekci kloubnich nahrad

Mezi nejcastéjsi bakterialni puvodce zptsobujici infekéni komplikace TEP
se fadi gram pozitivni koky, zejména Staphylococcus aureus, koagulaza negativni
stafylokoky a dale i bakterie z rodu Streptococcus a Enterococcus [15, 16].

Drive se pti vyskytu koagulaza negativnich stafylokokl vysledek hodnotil
jako kozni kontaminace. V dne$ni dobé, pfi jejich stale Castéjsim vyskytu je jejich
dilezitost jakozto nebezpecného puvodce infekei kloubnich implantéati jiz plné
akceptovana [15, 16].

Mezi plvodce infekci TEP se fadi kromé& gram pozitivnich koku
i gram negativni tyCinky. Z nefermentujicich bakterii je to nejcastéji
Pseudomonas aeruginosa. Z bakterii patiicich do ¢eledi Enterobacteriaceae pak
Escherichia coli, Proteus spp., Enterobacter spp., Serratia marcescens
a dalsi. Mohou se vyskytovat i anaerobni bakterie, zejména Propionibacterium
acnes a anaerobni streptokoky. VétSina plivodcl téchto bakteridlnich infekci
je soucasti tzv. biofilmu, ktery je pro bakterie velmi dulezity zejména pro jejich
preziti [15, 16].

2.2.5 Vyznam implantovaného materidlu p¥i vzniku infekce

V dne$ni dobé ma ortoped k dispozici velké mnozstvi variant
ortopedickych implantatt. Volba druhu implantatu z&visi na mnoha faktorech,
poc¢inaje vékem a celkovym stavem pacienta a konce financnimi moznostmi
kliniky. Design ortopedickych implantati je navrZzen s ohledem na spravnou
funkci, modularitu a jednoduchou implantaci. Podle typu materialu
1ze endoprotézy rozdé€lit na cementové (polymethylakrylatové) a bezcementové
[17, 18].

Materidly, které jsou pouzité k vyrobé endoprotéz, mohou naruSovat

funkci imunitniho systému a nést 1 dalsi rizika pro pacienta, naptiklad kovové

14



materialy jsou cytotoxické. Polymetylmetakrylat (kostni cement) byl prokazan
jako inhibitor aktivace komplementu, dale redukuje motilitu polymorfonukleart,
fagocytdzu a intracelularni lyzu bakterii. Kobalt a nikl porusuje buné¢nou sténu
makrofagt a redukuje fagocytozu [17, 19].

Existuji experimentdlni studie, které prokazuji, Ze né&které materidly
pouzité pro vyrobu endoprotéz, jsou infikovany snadnéji a rychleji nez ostatni
druhy materiald. Naptiklad, polymetylmetakrylat je daleko snadnéji infikovan
bakteriemi Staphylococcus epidermidis a Escherichia coli nez nerezavéjici ocel,
chromkobaltové slitiny ¢i polyetylen. Pokusem na krali¢im modelu bylo
potvrzeno, ze kostni cement mize byt infikovan 4,5x mensim inokulem bakterie
Staphylococcus aureus nez je potieba pro rozvoj infekce u titanového implantatu.
Vyse uvedené negativni vlastnosti se mohou eliminovat uzitim spaceru z kostniho
cementu s antibiotikem. U polymetylmetakrylatu s gentamicinem je pro vznik
infekce potieba inokulum bakterie Staphylococcus aureus s 60x vyssi koncentraci
nez u Cistého polymetylmetakrylatu [17, 19]

Bezcementové implantaty, které nepotiebuji pritomnost
polymetylmetakrylatu, jsou opatfeny poréznim povrchem, ktery je snadngji
infikovan nez povrchy hladké. Bakterie se dostanou v tekutém prostiedi k povrchu
implantatu diiv nez tkanové bunky, vyplni porézni povrch implantatu a za¢nou
formovat  biofilm. Hojné nerovnosti  porézniho povrchu usnadiuji
mikroorganismiim dobfe se udrzet a znemoZiluji tak pfistup antibiotik
a imunitnimu systému. Vyraznou roli hraje biokompatibilita. Tkanové bunky
snadnéji vyhravaji ,,zavod o povrch* u titanovych slitin nez u chromkobaltovych
implantatt [17].

Ackoliv bakterie za ptitomnosti porézniho povrchu vitézi v zédvodu
o povrch daleko snadnéji, dosavadni vysledky nam ukazuji, Ze negativni vliv
kostniho cementu je klicovy a vyskyt infekénich komplikaci je u bezcementovych
implantatti zna¢n¢ nizsi [20].

Kolonizace riznych druhli implantatu je zavisla i na bakteridlnim druhu.
Staphylococcus aureus ¢astéji infikuje krystalické struktury jako kovy ¢i kost,
oproti tomu Staphylococcus epidermidis ptednostné infikuje polymery jako
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napiiklad polymetylmetakrylat. Polyetylen, ktery je semikrystalicky, je infikovan
obéma shodné [21].

2.3 Mikrobialni biofilm
2.3.1 Biofilm

Jiz pocatkem dvacatého stoleti byla popsédna u motskych mikroorganismu
schopnost tvofit spolecenstva na pevném povrchu. Pozdéji bylo toto spolecenstvi
nazvano biofilm. Po dlouhou dobu se mikrobiologové snazili zkoumat chovani
a vlastnosti vypéstovanych bakterii v podob¢ suspenzi nebo kolonii Cistych kultur,
zatimco pro bakterie je pfirozené se vyskytovat pravé v podobé biofilmu.
Fyziologické vlastnosti a chovani bakterii v biofilmu jsou zcela odlisné
od planktonickych forem, coz zplsobuje i nékteré obtizné feSitelné problémy.
Biofilm poskytuje bakteriim ochranu nejen proti buiikdm imunitniho systému,
ale také proti celé fadé antibakterialnich latek i va¢i fadé fyzikalnich
a chemickych vlivi vnéjsiho prostiedi [22]. Chronické infekce a zvlast pak
infekce implantovanych pomticek, tento piedpoklad dokladaji. Naptiklad bézna
antimikrobidlni terapie u téchto infekci mulZe selhavat, i kdyZ bakterie
vypéstované in vitro se jevi jako citlivé. Terapie antibiotiky zde miva pouze
docasny efekt, po jejich vysazeni se infekce vraci a mohou pietrvavat 1 léta,
dokud pfislusny implantat, katétr ¢1 chronické infek¢ni lozisko nejsou odstranény

[23, 24].

2.3.2 Tvorba biofilmu

Biofilm je tvofeny na inertnich 1 Zivych povrSich, které jsou ve styku
s zivym médiem. Jednd se o komplexni strukturu bakterii a extracelularnich
polymernich substanci (EPS) [22]. Biofilm je odvékou a nedilnou formou
existence bakterii a jejich strategii pro pieziti. Tvoii ho celkové spoleCenstvi
mikroorganismi, které je umisténé v organické polymerové matrix s vodnimi
kanalky, pfimykajici se Kriznym pfirodnim ¢i syntetickym povrchim, jak
vV bézném prostiedi, tak i v organismu [24, 25].

Tvorba biofilmu prochazi fazovym cyklem. Pfed samotnou tvorbou

biofilmu je nejprve nutna piitomnost planktonické formy bakterie V okoli.
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Planktonickd forma bakterii se dostdvd do mista vzniku biofilmu pomoci
Brownova pohybu, volnym proudénim tekutiny nebo chemotaktickymi
mechanismy. Prvni fdze tvorby biofilmu je adherence bunck na povrchu.
Adherence probiha pomoci fimbrii, bi¢iku ¢i adhezivnich molekul [22].

Po pfilnuti mikroorganismt k povrchu nastupuje faze akumulace, kdy
bakteridlnim mnozenim dochazi ke vzniku agregati neboli mikrokolonii. Poté
bunky za¢nou produkovat EPS, ktery je tvofeny polysacharidy, peptidy, proteiny,
lipidy a dal$imi makromolekularnimi latkami, neboli hmotu, ktera drzi bakterie
pohromadé. Dale dochéazi k maturaci biofilmu a zacina se rozvijet zraly
trojrozmérny biofilm pomérné slozité¢ struktury. Na fizeni celého procesu
se uplatiuji specifické molekuly, které umoziiuji mezibunéénou komunikaci.
Pfi zhorSenych podminkach nékteré bakterie pomoci exopolysacharidové lyasy
rozlozi okolni matrix, opusti vzniklou strukturu a vydaji se hledat novy, vhodny
povrch s ptiznivéj§imi podminkami, kde se uchyti, a tim se cyklus uzavira.
V extrému lze fict, ze planktonickd forma je jen mechanismem piemisténi

bakterie zjednoho povrchu na druhy [22, 23, 24, 25]. Tvorba biofilmu

je znazornéna na Obr. 2.

Obr. 2 Tvorba biofilmu

5 Odpoutani biofilru

-

! Plankionické
bunhy

1 | Prichycens 2 b Mikrokolonie

Zdroj: [26]
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Ptirozené biofilmy jsou slozeny z n¢kolika druhii bakterii. Obecné plati,
ze biofilm jednoho bakteridlniho druhu mé jednodus$si stavbu nez biofilm
obsahujici vice druht bakterii. Stavba biofilmu zavisi na mnozstvi zivin v jeho
okoli. V prostiedi, kde je nizka koncentrace zivin se tvoii biofilm charakteru
heterogenni mozaiky. Jedna se o tenkou vrstvicku jednotlivych bunék, ze kterych
obCas vystupuji sloupcovité mikrokolonie. V prostfedi, kde je stfedné vysoka
koncentrace zivin vznikd komplexné diferencovany systém s kanalky.
Mikrokolonie zde maji houbovity tvar a misty ¢asteéné navzajem splyvaji.
V prostiedi organismu, kde je koncentrace zivin pomérné vysokd, se tvofi
kompaktni biofilm, ktery se sklada z c¢etnych mikrokolonii beze stop po moznych

kanalcich [27].

2.3.3 Vyznam biofilmu v patogenezi

Biofilm se snadno vytvaii na povrchu riznych pomicek a nédhrad
zavadénych do organismu. Umélé povrchy v organismu takika okamzité pokryje
vrstvicka tkanovych bilkovin, coz usnadnuje adhezi bakteriim. Biofilm se vytvaii
na povrchu katétri, kanyl, kontaktnich Cocek, stehi, chlopennich i kloubnich
nahrad, membran, dialyza¢nich pfistroji a rtiznych jinych cizorodych materialt
a pomiicek pfichazejicich do styku s tkdnémi a sekrety pacienta. Biofilm
je pfi¢inou vzniku chronickych a perzistentnich infekci: osteomyelitid, otitid,
subakutnich endokarditid, cholangoitid, pyelonefritid apod. Uplatiuje se téz
u infekci endoprotéz, nebot’ zde nachdzi jak inertni material (implantat), tak
organicky povrch (kost) [23,27].

Uspésné feseni téchto komplikaci, v jejichz vzniku a vyvoji chorobnych
zmén se uplatiiuje biofilm, spociva zatim pouze v chirurgickém zasahu, neboli
v mechanickém odstranéni pomtcky, kterd je kolonizovana. Antibioticka terapie
1 za pouziti vysokych divek a kombinace antibiotik miva trvaly efekt jen
vyjimecné [28].

Bakterie rostouci v biofilmech maji oproti planktonickym bunkdm
az 1000x vyssi rezistenci k antibiotickému ucinku a je zde také vysoka odolnost

k fagocytim a dalSim nastrojim  protiinfekéni  obrany.  Bakterialni
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exopolysacharidy  snizuji  fagocytéozu, opsonizaci, chemotaxi, aktivaci
komplementu a blastogenezi T a B lymfocytt [23,25].

Hlavni mechanismus odpovidajici za zvySenou rezistenci biofilmu
K antibiotikiim neni zcela znam. ZaleZi na urc¢ité kombinaci mikroba a antibiotika,
ktery z nasledujicich mechanisml bude hrat roli ve zvySené rezistenci. Jako prvni
vysvétleni se nabizi pouhd inhibice priniku antibiotika prostfedim EPS matrix
biofilmu. V soucasné dobé¢ je ale tato teorie zpochybnovana. Dilezitéjsi roli zde
ma vliv povrchového naboje. Naptiklad pozitivné nabité aminoglykosidy se vazi
na negativné nabity algindt pseudomonady. Jako dal$i z hypotéz zvySené
rezistence se predpoklada vliv zménéného prostiedi uvnitt biofilmu. V disledku
zvySeni osmotického tlaku, mistniho vyc€erpani kysliku a nahromadéni kyselych
zplodin metabolismu muize dojit k potlaceni U€inku antibiotika nebo se zpomali
mnozeni bakterii na takovou uroven, ze se stanou rezistentni napiiklad i k u¢inku
beta-laktamui. Perzistentni buniky v dormantnim stadiu (Stav, kdy je bakterie zcela
neaktivni), které vykazuji vysokou odolnost proti vliviim z vnéjSiho prostiedi,
se vyskytuji v kazdé bakterialni populaci. Ve stacionarni fazi rlstu bakterialni
populace se nachazi vice nez procento téchto perzistentnich bunék, coz miize tedy
prispét ke zvysené rezistenci biofilmu [27, 29].

Stale se ocekava, ze budou vyvinuty nové preparaty, které budou plisobit
proti biofilmu na jiném principu, nez antibiotika. Pfedpoklada se, ze budou brzy
vyvinuty latky, které budou umét rozvolnit jiz vznikly biofilm, a tim v ném
zménit mikrokolonie v planktonickou formu, sniz si poradi i bézné davky

antimikrobialnich preparatd [27].

2.4 Mikrobiologicka diagnostika infekci TEP

Pro mikrobiologickou detekci infekce TEP se mohou pouzit ke kultivaci
rizné druhy materiald. Pocinaje odbérem punktati zoblasti TEP, stéra
ze vzniklych pistéli, az po peroperacni odbéry stérl, tkani, ¢i vyjmuti samotné
TEP [30].

Prikaz etiologického agens infekce probiha piimo ¢i nepiimo. Metody
nepiimého prikazu jsou zalozené na principech sérologické diagnostiky (priikaz

protilatek). Piimé metody identifikace mikroorganismu jsou zaloZzené na nalezu
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mikroorganismu Vv klinickém materialu - mikroskopicky, kultivacnim prikazem
(izolace) nebo prikazem bakteridlnich slozek ve vySetfovaném vzorku. Izolace
mikroorganismil je v souc¢asné dob¢ nejcasteji provadéna kultivaci na kultivacnich

pudach. Izolované agens je poté dale identifikovano [31].

2.4.1 Metody rozvolnéni mikrobialniho biofilmu

Mikroorganismy maji vétsi snahu Inout k povrchu protézy, nez se volné
pohybovat v tekutiné nebo ve tkanich. Kvuli jejich identifikaci museji byt proto
z materialu uvolnény vhodnou technikou [15, 33].

Nejdostupnéjsi metodou k rozvolnéni mikrobidlniho biofilmu se jevi
metoda sonikace. Je to laboratorni metoda, pii niz dojde K rozruseni vzniklého
biofilmu, ktery se wvytvofil na povrchu cizorodého materidlu pisobenim
ultrazvukovych vin [30, 32].

Ultrazvukova sonikace vyjmutych kloubnich implantatd velmi dobie
uvolni z jejich povrchu biofilm a vznikly vzorek pak muize byt snadno pouzit
k bézné kultivaci. Bylo prokazano, Ze pfi zpracovani takto ptipravené¢ho vzorku
(sonikatu), byla detekce mikrobidlni infekce mnohem citlivéj$i, neZ pfi zpracovani

bézné odebranych vzorkl tkani nebo punktatd [15].
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3 Cile prace

Cilem této bakalaiské prace bylo porovnani vytéznosti dvou typu
kultiva¢nich metod pouzivanych pro zachyt infekce, a to metody klasické
kultivace a metody vyuzivajici ultrazvuk k mechanickému rozvolnéni biofilmu
tvofeného na povrchu kloubnich nahrad pii infekénich komplikacich, tzv.

sonikace.
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4 Experimentalni ¢ast
4.1 Material

4.1.1 Soubor pacientu

Pro ucely této bakalatské prace byly pouzity vzorky kloubnich néhrad,
tkani, kloubnich punktati a stéri odebranych od pacienti piijatych k 1é¢bé
infekénich komplikaci TEP na Ortopedicko-traumatologické klinice FNKV.
Jednalo se o0 53 vzorki ziskanych od 14 pacienti vV obdobi od fijna 2013
do biezna 2015. VEkovy rozsah pacientt byl 50 — 85 let. Pichled souboru pacienti

spole¢né s informacemi o vzorcich je uveden v Tab. 1.

Tab. 1 Soubor pacientli

Pacient’ Rok Odebrang materidl Rok a mésic Cislo
narozeni odbéru vzorku®

I 1931 TKAR 2013/10 2011

I 1931 Tkan 2013/10 2012

I 1931 Implantt 2013/10 2013
I 1942 Implantat 2014/01 2183
I 1942 Implantt 2014/01 2184
I 1942 Stér z rany 2014/01 2201
I 1942 Vytér z pistéle 2014/01 2202
i 1966 Vytér z pistéle 2014/05 2206
i 1966 TKAR 2014/05 2207
"l 1966 Implantt 2014/05 2208
i 1966 Vytér z pistéle 2014/05 2209
i 1966 Vytér z pistéle 2014/05 2210
v 1948 TKAR 2014/06 2594
v 1948 Implantat 2014/06 2595
\Y 1943 Implantt 2014/07 1646
\Y 1943 kgig\;k;'lt:lgt 2014/07 1654
\% 1943 Stér z rany 2014/07 1655
VI 1940 Implantt 2014/08 1287
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Pacient’ Rok Odebrang materidl Rok a mésic Cislo
narozeni odbéru vzorku®
Vi 1940 T4 2014/08 1318
Vi 1940 Stér z rany 2014/08 1319
VII 1949 Implantit 2014/10 1640
VII 1949 Stér z rany 2014/10 1651
ViI 1949 Stér 7 rany 2014/10 1652
VIII 1952 Stér z rany 2014/11 1587
VIII 1952 Stér z rany 2014/11 1620
VIII 1952 Stér z rany 2014/11 1621
VIII 1952 Implantit 2014/11 1622
IX 1952 Punktat kloubni 2015/01 1861
IX 1952 Punktat kloubni 2015/01 1862
IX 1952 Implantit 2015/01 1864
IX 1952 kltl)i?rik;ﬂ?at 2015/01 4369
X 1948 fmplantat 2015/01 2048
X 1948 Implantat 2015/01 2049
X 1948 Implantat 2015/01 2050
X 1948 Hemokultura 2015/01 2051
sonikat
X 1948 Stér z rany 2015/01 2063
XI 1948 Implantat 2015/02 2080
XI 1948 Hemokultura 2015/02 2081
sonikat
XI 1948 T4 2015/02 2094
XI 1948 Stér z rany 2015/02 2095
Xl 1941 Hemokultura 2015/02 2214
sonikat
XII 1941 Implantit 2015/02 2215
XII 1941 Implantat 2015/02 2216
XII 1941 Stér z rany 2015/02 2254
X 1947 Implantit 2015/02 2331
X 1947 Implantat 2015/02 2332
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Pacient’ Rok Rok a mésic Cislo
acien . s
narozeni Clchiabvppseria odbéru vzorku®
XIII 1947 Hemokultura 2015/02 2333
sonikat
X1 1947 Stér z rany 2015/02 2345
XIV 1944 Hemokultura 2015/03 2435
sonikat
X1V 1944 Implantat 2015/03 2436
X1V 1944 Implantt 2015/03 2437
X1V 1944 TKAR 2015/03 2438
X1V 1944 Tkad 2015/03 2461

Kvuli ochrané osobnich udaji jsou pacienti uvadéni v bakalarské praci pod fimskymi ¢islicemi

T Ptidélené laboratorni &islo

4.1.2

Chemikalie a komerc¢ni sady

Aceton — Penta, CR

APl A — bioMérieux, FR

API STREP — bioMérieux, FR
ENTEROtest 16 — Erba Lachema, CR
Karbolfuchsin — Penta, CR
Krystalova violet — Penta, CR

Lugoliiv roztok — Penta, CR

Pasorex Strep — Bio-rad, USA
Pastorex Staph — Bio-rad, USA

Peroxid vodiku 3% — Lékarna FNKV, CR

Kultiva¢ni média
Columbia agar (KA) — Bio-rad, USA
Chocolate + PVS agar (CA) — Bio-rad, USA

MacConkey agar (MC) — Bio-rad, USA
Mannitol salt agar (MSA) — Bio-rad, USA

Mueller-Hinton agar (MHA) — Bio-rad, USA
Mueller-Hinton blood s krvi (MHF) — Bio-rad, USA
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Sabouraud agar (SAB) — Bio-rad, USA

Schaedler agar (SCH) — Bio-rad, USA

Schaedler bujon (JB) — Viamar International s.r.o., CR
UriSelect 4 (URI) — Bio-rad, USA

Zivny bujon (ZB) — Viamar International s.r.o., CR

Pristroje

Anaerostat, Concept 200 — Ruskinn Technology Ltd, UK
Anaerostat, Valec, AnaeroJar — OXOID Limited, UK
Hemokultivaéni systém, BactAlert — bioMérieux, FR

Laminarni box, LaBox — LABOX spol. s.r.o., CR

Mikroskop, Olympus BX41 — Olympus Czech Group, CR
Fotoaparat, Olympus Camedia C-7070 — Olympus Czech Group, CR
Termostat, Memmert — Memmert GmbH, D

Termostat, CelCulture CO2 Incubator — ESCO, Singapore

Ultrazvukova lazen, Bransonic 220 Ultrasonic cleaner — Suppression, D

Roztoky
Fyziologicky roztok — Viamar International s.r.o., CR

Ringeriiv roztok, infuzni roztok — Ardeapharma a.s., CR

Spotirebni material

Hemokultiva¢ni lahvicka FAN aerobni — bioMérieux, FR

Hemokultiva¢ni lahvicka SN anaerobni — bioMérieux, FR

Injekéni stiikacka sterilni, Norm - Ject — Henke Sass Wolf, D

Jehla sterilni, Fine - Ject — Henke Sass Wolf, D

Vytérovy tampon, Micro — Trans Swab Amies — Med-Lab trade, s.r.o., CR
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4.2 Metodika
4.2.1 Odbér vzorki a transport

Odbér vzorki probihal ve spolupraci slékati z Ortopedicko-
traumatologické kliniky. Material byl odebran v souladu s pouzivanym
odbérovym systémem uvedenym v laboratorni piiruéce Ustavu laboratorni
diagnostiky (ULD) [38] a podle doporu¢ené doby pro jednotlivé materialy byl
dorugen na centralni piijem laboratoii ULD, kde byl ptedan ke zpracovani na usek
mikrobiologie. Zpracovani materidlu bylo na useku mikrobiologie provedeno
podle platnych standardnich operacnich postupli (SOP) a modifikaci postupu

zpracovani TEP s vyuzitim sonikace.

4.2.2 Zpracovani vzorku
4.2.2.1 Stéry

Po prijeti vzorku do laboratorniho informac¢niho systému (LIS) byl
odebrany material ockovan pienesenim vzorku na tuhou (primokultivace)
a tekutou (pomnozeni) kultiva¢ni pudu. Prvni hodnoceni aerobni primokultivace
bylo provedeno po 24 hod kultivace, u anaerobni kultivace po 48 hod. Pfi
negativnim nalezu byly tuhé kultivaéni piidy vloZeny zpét do termostatli a béhem
prodlouzené kultivace byl pribézn€ hodnocen nalez. Definitivni hodnoceni bylo
provedeno po uplynuti celkové doby kultivace. Typy pouzitych kultivacnich
médii, kultivaéni podminky a doba kultivace je uvedena v Tab. 2.

Pomnozeni v Zzivném bujonu (ZB) se provadi pro citlivéjsi zachyt
etiologického agens. ZB byl vyockovan po 24 hod kultivace na stejné pudy jako
primokultivace (krom& SCH). Poté byl ZB umistén zpdt do termostatu
k prodlouzené kultivaci. Dal§i vyo&kovani ZB probéhlo po sedmi dnech kultivace
nebo kdykoliv pti objektivnim zhodnoceni tvorby zakalu, ktery muze signalizovat
rist mikroorganismii. Hodnoceni bylo provedeno stejnym zpiisobem jako
primokultivace. Typy pouzZitych kultivaénich médii, kultivaéni podminky

a doba kultivace je uvedena v Tab. 2.
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Tab. 2 Kultivaéni podminky stéry

Pudy Kultiva¢ni podminky Doba kultivace
Primokultivace KA 37 °C pti 5 % CO; aerobné 1-5 dni
CA 37 °C pti 5 % CO, acrobné 1-5 dnd
URI 37 °C pii 5 % CO; aerobné 1-5 dnu
SAB 37 °C pti 5 % CO; aerobné 1-5 dnt
MSA 37 °C pii 5 % CO; aerobné 1-5 dnu
SCH 37 °C anaerobné 2—7 dnil
Pomnozeni /B 37 °C aerobné 1-7 dna

4.2.2.2 Vzorky tkané

Odebrané vzorky tkané¢ byly zpracovany stejnym zpisobem jako
peroperaéni stéry. Oproti zpracovani stérd se ¢ast tkané navic vlozila do Schaedler
bujonu  (JB) uréenému K pomnozZeni anaerobnich baktérii. Vyockovani
JB probéhlo po sedmi a ¢trnacti dnech kultivace nebo kdykoliv pfi objektivnim
zhodnoceni tvorby zékalu na SCH agar. Hodnoceni probihalo stejnym zplisobem
jako u peroperacnich stérti. Typy pouzZitych kultivaénich médii, kultivacni

podminky a doba kultivace je uvedena v Tab. 3.

Tab. 3 Kultiva¢ni podminky tkané

Pudy Kultiva¢ni podminky Doba kultivace
Primokultivace KA 37 °C pii 5 % CO; aerobné 1-5 dnu
CA 37 °C pii 5 % CO, aerobnd 1-5 dnt
URI 37 °C pii 5 % CO; aerobné 1-5 dni
SAB 37 °C pii 5 % CO; aerobné 1-5 dna
MSA 37 °C pti 5 % CO; aerobné 1-5 dnt
SCH 37 °C anaerobné 2—7 dnil
Pomnozeni /B 37 °C aerobng 1-7 dnt
JB 37 °C anaerobné 1-14 dnt
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4.2.2.3 Punktaty

Kloubni punktaty a punktaty z oblasti TEP byly zpracovany stejné¢ jako
vzorky tkani. Navic byl z punktati zhotoven ptfimy mikroskopicky preparat, ktery
byl obarven Gramovym barvenim. Pfi mikroskopickém hodnoceni se sledoval
vyskyt polymorfonukleart a pfitomnost baktérii. Doba a podminky kultivace byly
shodné jako u vzorku tkani. Hodnoceni probihalo stejnym zplsobem jako

u peroperacnich stér.

4.2.2.4 Sonikace TEP

Pro snizeni rizika kontaminace byla manipulace s kloubni nahradou
provedena Vv laminarnim boxu. Komponenta byla vloZena do sterilni nadoby
a zalita Ringerovym roztokem. Takto pfipravenda nadoba byla vloZena
do ultrazvukové lazné, kde byla vystavena sonikaci pti frekvenci 30 kHz po dobu
10 minut.

Po sonikaci ndhrady byl sterilné odebran vznikly sonikat, ktery byl
rozdélen pro dal$i zpracovani. Prvni ¢ast sonikdtu byla zpracovana stejnym
zpusobem jako vzorky tkani (viz vyse).

Druha ¢ast sonikatu byla sterilné vpravena do hemokultiva¢ni lahvicky
FAN, ktera byla nasledné vlozena ke kultivaci do automatického kultiva¢niho
pfistroje BactAlertu. V automatickém kultivanim systému BactAlert byla
lahvicka kultivovana pii 37 °C po dobu 5 dnl. Béhem této doby analyzator
automaticky vyhodnocoval prubéh kultivace. V piipadé pozitivniho vyhodnoceni
kultivace byl z obsahu lahvicky zhotoven mikroskopicky preparat barveny dle
Grama. Po mikroskopickém zhodnoceni preparatu byla vybrana sada vhodnych
kultivaénich médii (KA, URI, CA) a zalozena tak kultivace na pevnych ptidach

v

k ziskani izolatu pro podrobngjsi identifikaci.

4.2.3 Hodnoceni nilezu a identifikace mikroorganismii
4.2.4 Hodnoceni nalezu

V ptipadé€ pozitivniho rustu bakterii na kultivaénim médiu byla izolovana
Cistd kultura, kterd byla nejprve pifedbézné identifikovana a rozdélena na zakladé

Gramova barveni (barveni Krystalovou violeti, fixovani lugolovym roztokem,
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odbarveni acetonem, barveni Karbolfuchsinem). Na zdkladé¢ Gramova barveni
bylo pfistoupeno k podrobné identifikaci pomoci komeréné dodévanych testl

identifikace a stanoveni citlivosti na antimikrobialni preparaty.

4.2.5 Fenotypova identifikace

Z vypéstované Cisté kultury se zhotovil mikroskopicky preparat, ktery
se obarvil dle Gramova barveni. Mikroskopicky se hodnotil tvar, uspotadani
bakterii a zafazeni podle Grama. Na tomto zdkladé¢ se bakterie rozdélily
na gram pozitivni (modré) nebo gram negativni (Cervené) koky nebo tycinky.
Gram pozitivni koky se podle jejich uspofadani rozdélily na shluky (stafylokoky)
¢i fetizky (streptokoky, enterokoky). Obr. 3 dokumentuje rozdil mezi morfologii

bun¢k obarvenych Gramovym barvenim.

Obr. 3 Gramovo barveni

A: gram pozitivni koky ve shlucich; B: gram pozitivni koky v Fetizcich; C: gram negativni tycinky.
Po mikroskopickém vyhodnoceni nasledovala podrobngjsi identifikace

pomoci komeréné dodavanych testdl a setli. Identifikace anaerobnich bakterii byla

provedena pomoci mikroskopie a identifikacniho setu APl A. Identifikace

aerobnich bakterii je znazornéna na obrazcich 4 a 5.
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Obr. 4 Schéma identifikace gram pozitivnich bakterii

Pastorex
Staph Pozitivni—

\ 4 Y

Obr. 5 Schéma identifikace gram negativnich bakterii
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5 Vysledky
5.1 Vysledky kultivaci

Od pacienta ¢islo I byly do laboratofe zaslany ke kultivaci dva vzorky
tkané¢ a implantat. Oba dva vzorky tkan€ byly vyhodnoceny jako kultivacné
negativni. Sonikat ziskany zimplantatu byl kultivacné€ pozitivni, nalez byl
identifikovan jako Streptococcus oralis (viz Obr. 6). Vysledky kultivace

u pacienta ¢islo I jsou zobrazeny v Tab. 4.

Tab. 4 Vysledky kultivace pac. I

Pacient Odebrany material Cislo vzorku Vysledek
I Tkan 2011 Negativni
I Tkan 2012 Negativni
I Implantat 2013 Streptococcus oralis

Obr. 6 Streptococcus oralis na KA
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Od pacienta ¢islo II byly zaslany dva vzorky rGznych stéri a dveé
komponenty implantatu. Jeden stér byl vyhodnocen jako kultivaéné negativni.
V druhém stéru byl pozitivni kultiva¢ni nalez identifikovan jako Staphylococcus
aureus. Kultivace obou sonikat ziskanych z implantati byla pozitivni. Bakterie
byly identifikovany jako Staphylococcus aureus a koaguldza negativni
Staphylococcus (viz Obr. 7 a Obr. 8). Vysledky kultivace u pacienta ¢islo Il jsou

zobrazeny v Tab. 5.

Tab. 5 Vysledky kultivace pac. 11

Pacient | Odebrany material | Cislo vzorku Vysledek

Staphylococcus aureus
I Implantat 2183 Staphylococcus koagulaza

negativni

Staphylococcus aureus

I Implantat 2184 Staphylococcus koagulaza
negativni

I Stér z rany 2201 Staphylococcus aureus

I Vytér z pistele 2202 Negativni

Obr. 7 Staphylococcus aureus na KA
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Obr. 8 Staphylococcus koagulaza negativni na KA

e

Od pacienta ¢islo III byly kultivovany tfi stéry, jeden vzorek tkané
a implantat. VSechny stéry i tkan byly kultiva¢né negativni. Kultivace sonikatu
ziskaného z implantatu byla pozitivni pouze pii anaerobni kultivaci, nalez byl
identifikovan jako Propionibacterium spp. a Bacteroides spp.. Vysledky kultivace

u pacienta ¢islo I1I jsou zobrazeny v Tab. 6.

Tab. 6 Vysledky kultivace pac. 111

Pacient | Odebrany material Cislo vzorku Vysledek
Il Vytér z pistele 2206 Negativni
I Tkan 2207 Negativni
Propionibacterium spp.
I Implantat 2208 .
Bacteroides spp.
I Vytér z pistéle 2209 Negativni
I Vytér z pistele 2210 Negativni

Od pacienta ¢islo IV byl ke kultivaci zaslan vzorek tkané a implantat.

V obou piipadech byl kultiva¢ni néalez pozitivni pouze pii anaerobni kultivaci
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a byl identifikovan jako Propionibacterium spp.. Vysledky kultivace

u pacienta ¢islo IV jsou zobrazeny v Tab. 7.

Tab. 7 Vysledky kultivace pac. IV

Pacient Odebrany material Cislo vzorku Vysledek
v Tkan 2594 Propionibacterium spp.
v Implantat 2595 Propionibacterium spp.

Od pacienta ¢islo V byl ke kultivaci zaslan stér, kloubni punktat vpraveny
v hemokultiva¢ni lahvicce FAN a implantat. VSechny vzorky byly kultiva¢né

negativni. Vysledky kultivace u pacienta ¢islo V jsou zobrazeny v Tab. 8.

Tab. 8 Vysledky kultivace pac. V

Pacient Odebrany material Cislo vzorku Vysledek
\Y Implantét 1646 Negativni
Vv Hemokultura — k1. Punktat” 1654 Negativni
\ Stér z rany 1655 Negativni

" Kloubni punktat vpraveny do hemokultiva¢ni lahvicky jiz na odd&leni

Od pacienta ¢islo VI byl zaslan stér, vzorek tkdn¢ a implantat. Ve vSech
vzorcich byl pozitivni Kultivaéni nalez, ktery byl identifikovan jako koaguldza
negativni Staphylococcus. Vysledky kultivace u pacienta ¢islo VI jsou zobrazeny
v Tab. 9.

Tab. 9 Vysledky kultivace pac. VI

Pacient | Odebrany material | Cislo vzorku Vysledek
Vi Implantat 1287 Staphylococcus koagulaza negativni
Vi Tkan 1318 Staphylococcus koaguléza negativni
Vi Stér z rany 1319 Staphylococcus koagulaza negativni
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Od pacienta ¢islo VII byl zaslan implantat a dva stéry. VSechny tii vzorky
byly kultiva¢né negativni. Vysledky kultivace u pacienta ¢islo VII jsou zobrazeny

v Tab. 10.

Tab. 10 Vysledky kultivace pac. VII

Pacient Odebrany material Cislo vzorku Vysledek
VI Implantat 1640 Negativni
VII Stér z rany 1651 Negativni
VII Stér z rany 1652 Negativni

Od pacienta ¢islo VIII byl zaslan implantat a tii stéry. Dva stéry byly
kultivaéné negativni. Treti stér a sonikédt ziskany z implantatu byl kultivacné
pozitivni a nalez byl identifikovan jako koagulaza negativni Staphylococcus.

Vysledky kultivace u pacienta ¢islo VIII jsou zobrazeny v Tab. 11.

Tab. 11 Vysledky kultivace pac. VIII

Pacient | Odebrany material | Cislo vzorku Vysledek
Staphylococcus koagulaza
VIl Stér z rany 1587 Py =
negativni
Vil Stér z rany 1620 Negativni
Vil Stér z rany 1621 Negativni
Staphylococcus koagulaza
VIl Implantat 1622 Py =
negativni

Od pacienta ¢islo IX byl ke kultivaci zaslan implantat, dva vzorky
Kloubniho punktatu a jeden kloubni punktat v hemokultiva¢ni lahvicce FAN.
VSechny tfi vzorky punktitu byly kultivaéné¢ negativni. Sonikat ziskany
z implantaitu byl kultivaéné pozitivni a nélez byl identifikovan jako
Staphylococcus koagulaza negativni. Vysledky kultivace u pacienta ¢islo IX jsou

zobrazeny v Tab. 12.
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Tab. 12 Vysledky kultivace pac. IX

Pacient | Odebrany material Cislo vzorku Vysledek
IX Punktat kloubni 1861 Negativni
IX Punktat kloubni 1862 Negativni
Staphylococcus koagulaza

IX Implantat 1864

negativni
Hemokultura — K.

IX 4369 Negativni

punktat

" Kloubni punktat vpraveny do hemokultivaéni lahvicky jiz na odd&leni

Od pacienta &islo X byl zaslan stdr a tfi komponenty implantatu. Cast
sonikatu z implantatu (vz. ¢. 2048) byla vpravena do hemokultivac¢ni lahvicky.
Ve v8ech vzorcich byl kultivaéné pozitivni nalez, ktery byl identifikovan jako
koagulaza negativni Staphylococcus. Vysledky kultivace u pacienta ¢islo X jsou

zobrazeny v Tab. 13.

Tab. 13 Vysledky kultivace pac. X

Pacient Odebrany material Cislo vzorku Vysledek
Staphylococcus koagulaza
X Implantat 2048 Py =
negativni
Staphylococcus koagulaza
X Implantat 2049 ‘
negativni
Staphylococcus koagulaza
X Implantat 2050 P ‘ =
negativni
. Staphylococcus koagulaza
X Hemokultura — sonikat 2051
negativni
Staphylococcus koagulaza
X Stér z rany 2063 ‘
negativni

" Sonikat ziskany z implatnatu &. 2048

Od pacienta ¢islo XI byl zaslan stér, vzorek tkané¢ a implantat.

Cast sonikatu z implantatu byla vpravena do hemokultivaéni lahvi¢ky. Ve viech
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vzorcich byl kultivaéné pozitivni ndlez, ktery byl identifikovan jako Enterococcus
faecalis (viz Obr. 9). Vysledky kultivace u pacienta ¢islo XI jsou zobrazeny
v Tab. 14,

Tab. 14 Vysledky kultivace pac. XI

Pacient Odebrany material Cislo vzorku Vysledek
XI Implantat 2080 Enterococcus faecalis
Xl Hemokultura — sonikét” 2081 Enterococcus faecalis
XI Tkan 2094 Enterococcus faecalis
XI Stér z rany 2095 Enterococcus faecalis

" Sonikat ziskany z implatnatu & 2080

Obr. 9 Enterococcus faecalis na URI

Od pacienta ¢islo XIl byl zaslan stér a dvé komponenty implantatu.
Cast sonikatu z implantatu (vz. & 2215) byla vpravena do hemokultivaéni
lahvicky. VSechny vzorky byly kultivacné negativni. Vysledky kultivace

u pacienta ¢islo XII jsou zobrazeny v Tab. 15.
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Tab. 15 Vysledky kultivace pac. XII

Pacient Odebrany material Cislo vzorku Vysledek
X1l Hemokultura — sonikat™ 2214 Negativni
Xl Implantat 2215 Negativni
Xl Implantat 2216 Negativni
Xl Stér z rany 2254 Negativni

" Sonikat ziskany z implatnatu ¢. 2215

Od pacienta ¢islo XIII byl zaslan stér a dvé komponenty implantatu.
Cast sonikatu z implantitu (vz. & 2331) byla vpravena do hemokultivadni
lahvicky. Ve vSech vzorcich byl kultivaéné pozitivni nalez, ktery
byl identifikovan jako koagulaza negativni Staphylococcus. Vysledky kultivace

u pacienta ¢islo XIII jsou zobrazeny v Tab. 16.

Tab. 16 Vysledky kultivace pac. XIII

Pacient Odebrany material Cislo vzorku Vysledek
Staphylococcus koagulaza
X1 Implantat 2331
negativni
Staphylococcus koagulaza
X1 Implantét 2332
negativni
. Staphylococcus koagulaza
X1 | Hemokultura — sonikat 2333
negativni
Staphylococcus koagulaza
X1 Stér z rany 2345
negativni

" Sonikat ziskany z implatnatu &. 2331

Od pacienta ¢islo XIV byly zaslany dvé komponenty implantatu a dva
vzorky tkand. Cast sonikatu zimplantatu (vz. & 2437) byla vpravena
do hemokultivac¢ni lahvicky. Vzorky tkané byly kultivacné negativni. Sonikat
ziskany z implantatu ¢. 2437 byl kultivaéné pozitivni a ndlez byl identifikovan
jako Pseudomonas aeruginosa (viz Obr. 10). Sonikat ziskany z implantatu ¢. 2436

byl kultivacné pozitivni a nalez byl identifikovan jako koaguldza negativni

38




Staphylococcus. Vysledky kultivace u pacienta cislo XIV jsou zobrazeny
v Tab. 17.

Tab. 17 Vysledky kultivace pac. XIV

Pacient Odebrany material Cislo vzorku Vysledek
XIV | Hemokultura — sonikat™ 2435 Pseudomonas aeruginosa
IV Hmplantit 2436 Staphylococcqs koagulaza
negativni
A\ Implantat 2437 Pseudomonas aeruginosa
X1V Tkan 2438 Negativni
XV Tkan 2461 Negativni

" Sonikat ziskany z implatnatu &. 2437

Obr. 10 Pseudomonas aeruginosa na URI
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5.2 Zhodnoceni vysledki kultivace

Ze souboru vzorki ziskanych od 14 pacientd byl po zpracovani pomoci
klasické kultivaéni metody i metody sonikace soubor vzorkii od 11 pacientt
kultiva¢né pozitivni a soubor vzorkii od zbylych 3 pacientd (pac. ¢. V, VII, XII)

kultivacné negativni. Zobrazeno v grafu 1.

Graf 1. Vysledky kultivace u souboru vzorkl od 14 pacientt

Vysledky kultivace

M Pozitivni

H Negitivni

Ze souboru pozitivnich vysledkti od 11 pacientd byl u Souboru vzorki
od 6 pacientd (pac. ¢. IV, VI, VIII, X, XI, XIII) kultiva¢ni prikaz v obou
metodach shodny. Vysledky kultivaéni metody vyuZivajici sonikaci byly oproti
klasické kultivaéni metod¢ pozitivni u souboru vzorkti od 4 pacienti (pac. ¢. I, 111,
IX, XIV). Kultiva¢ni technikou s metodou sonikace byl u pacienta ¢. II oproti
Klasické Kultivacni metodé navic prokazan dal§i bakterialni kmen. Porovnani
pozitivnich vysledkd metody sonikace s klasickou kultivaci je znazornén
v Grafu 2.
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Graf 2. Porovnani vysledku klasické kultivace s metodou sonikace

Porovnani vysledku klasické
kultivace s metodou sonikace

M Bakterie vykultivované
pouze sonikaci

M Shodné
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6 Diskuze

Problematikou infek¢énich komplikaci totdlnich endoprotéz se zabyva
mnoho ortopedd, mikrobiologii a dalSich odbornikii jiz dlouhou dobu. Vyznam
biofilmu pfi vzniku infek¢éni komplikace TEP a jeho negativni vliv k ziskani
kultivacniho ditkazu o pfitomnosti mozného infekéniho Cinitele je dobfe znam.
Z pohledu mikrobiologa se jevi nejdostupnéj$i metodou k rozvolnéni vzniklého
biofilmu vySe popisovand metoda sonikace. Podobny nazor je publikovan
i v jinych pracich [15].

V této praci byl sledovan kultivacni prikaz etiologického agens
po vystaveni TEP sonikaci, ktera pfedpoklada rozvolnéni mikrobialniho biofilmu
ultrazvukovou vlnou, ¢imz umozni uvolnéni planktonickych forem bakterii
do okolni tekutiny, ze které jiz Ize béznymi kultivaénimi postupy tyto
mikroorganismy vypéstovat. Dosazené vysledky tohoto pracovniho postupu byly
porovnéany s klasickou laboratorni kultiva¢ni technikou bez pouziti metody
sonikace.

Ze souboru Ctrnacti pacientd byla v Sesti pozitivnich pfipadech vysledna
kultivace etiologického agens shodna, jak pfi pouziti klasické kultivaéni techniky,
tak pii kultivaci s pouzitim metody sonikace. Domnivam se, ze téchto vysledkd
bylo dosazeno z diivodu vyssi bakterialni koncentrace ve vzorku a zachyt tak byl
mozny 1 béZznou kultivaéni technikou. Déle by bylo vhodné u téchto bakterialnich
kmeni zjistit, zdali viilbec maji schopnost tvofit biofilm. Pro tento priikaz tvorby
biofilmu se nejcastéji pouZivaji fenotypové metody jako je naptiklad
Christensenova zkumavkovéa metoda nebo napt. u stafylokokti prikaz schopnosti
tvorby extracelularni polysacharidové substance pomoci Kkultivace na agaru
s Kongo cerveni [15].

Ani u jednoho piipadu ze souboru pacientl se nestalo, Ze by kultivace
po pouziti sonikace vysla oproti bézné kultivacni technice jako negativni. Pokud
byl bakterialni zachyt u klasické kultivacni techniky, vZdy byl shodny bakterialni
zachyt 1 u kultivace s pouzitim sonikace a v jednom piipad¢ se sonikaci zachytilo
oproti bézné kultivaci vic bakteridlnich druhi.

V péti piipadech zjedenacti pozitivnich vysledkii byl oproti negativni

klasické kultivaéni metod¢ bakteridlni zachyt metodou sonikace pozitivni.
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Pro vysvétleni téchto vysledka je dulezity fakt, Ze sonikaci je podrobena pievazna
¢ast celé endoprotézy a tudiz k uvolnéni bakterii do sonikatu dochazi i z mist,
ktera jsou nepfistupnd béznému stéru. UrCitou roli také pravdépodobné hraje
1 kvantita bakterii, nebot’ ve stéru z jedné lokality je niz§i pravdépodobnost
fyzického zachyceni dostatecného mnozstvi CFU, zatimco Vv sonikatu lze
predpokladat vyssi bakterialni koncentraci.

Z prace vyplyva, Ze pomoci sonikace byl zachyt vys$i nez pii pouziti
béznych kultivaénich metod. Podobné zavéry dokladaji i vysledky praci ostatnich
autorti [34, 35, 36].

Ackoliv byla senzitivita prokazatelné vyssi, k otazce specificity
se v predkladané studii nelze jednoznaéné vyjadiit, protoze ne vzdy byl
k dispozici dostate¢ny kontrolni soubor vzorkli (souéasny peroperacni odbér
minimaln¢ 2-3 vzorki z mista implantatu).

Je potieba také brat v tivahu, Ze pozitivni kultivacni ndlez jednoznacéné
neprokazuje pfitomnost infekéni komplikace TEP. Ve vysledcich byl kromé
prikaznych patogent jako je Staphylococcus aureus a Pseudomonas aeruginosa
vykultivovan V pfevazné vétSin€ pozitivnich ptipadli koagulaza negativni
Staphylococcus, ktery je tvofen z heterogenni skupiny ruznych bakteridlnich
druht lisicich se svou virulenci. Pro §ir§i rozpracovani tohoto tématu by byla
pfinosna bliz8i druhova identifikace (napf. genotypizace). Na zakladé této
podrobnéjsi identifikace lze nasledné kultivacni ndlezy zriznych vzorki
od jednoho pacienta porovnat a pii ndlezu shodnych vysledkli se priklanét
k zavéru, ze se S nejvetsi pravdépodobnosti jedna o etiologické agens infekéni
komplikace a ne o kontaminaci béznou kozni florou [16].

Pro stanoveni diagnézy infekéni komplikace TEP je potieba, aby lékat
pracoval se vSemi dostupnymi vysledky komplexné. Od vysledku rentgenu
pocinaje, pres hematologické, biochemické a rizné dalsi vysledky, az po nazor
samotného operatéra, ktery implantat odebira a vidi tak v jakém stavu
se endoprotéza a jeji okoli nachazi. V literatufe se uvadi, Ze senzitivita
laboratornich vySetfeni u této infekéni komplikace je pomémné vysoka,

ale specificita vySetfeni je nedostacujici. Mikrobiologicky prikaz je zlatym
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standardem v diagnostice infekce TEP. Vzdy je tedy k ziskani exaktniho zavéru
potieba komplexni zhodnoceni [37].

Stran moznosti kontaminace materialu v pribéhu laboratorniho zpracovani
by bylo vhodné porovnat vysledky pii paralelnim zpracovani slepého vzorku
(napf. steriln¢€ oSetfené¢ho kostniho cementu). Dal§Sim moznym rozsifenim studie
by bylo také vySetieni sonikatu pomoci molekularné biologickych metod (PCR),
které¢ by umoznilo nejen kvalitativni porovnani, ale také kvantitativni zhodnoceni

nalezi, coz by mohlo mit rovnéz dopad na interpretaci nalezu.
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[ Zavér

Cilem této bakalarské prace bylo ovéfit si teorii, ze s pouzitim metody
sonikace, kde pomoci ultrazvukovych vin dochazi k rozvolnéni mikrobialniho
biofilmu vytvoieného na povrchu endoprotézy, se zvysSuje senzitivita kultivaéniho
prikazu etiologického agens.

Pro tuto praci byly kultivacné zpracovany vzorky implantatd, stért, tkani
a punktatd od 14 pacienti. Implantaty byly zpracovany s pouzitim metody
sonikace. Stéry, tkan¢ a punktaty béznou kultiva¢ni metodou. Dosazené vysledky
byly porovnany. I pfes pomérné maly pocet pacientt Ize konstatovat, ze kultivaéni
zachyt s pomoci metody sonikace byl Vv naSem ptipadé 0 45 % vySsi nez
u zpracovani materidlu, ktery byl proveden podle platnych standardnich
operacnich postupl bez pouziti ultrazvuku.

Tato metoda bude zaclenéna do standardnich opera¢nich postupti na tiseku
mikrobiologie ULD FNKV. Pro zdokonaleni metodiky bude zaroven zavedeno
zpracovani slepych vzorkli kvili vylouceni mozné kontaminace vzniklé
zpracovanim vzorkll v laboratofi. Samoziejmosti pro spravné vyhodnoceni
kultivanich nalezii u téchto typti materiald je provedeni kvalitniho odbéru
odebran¢ho jiz na operaénim sale, z toho divodu bude i nadale nutnid uzka

spoluprace s Ortopedicko-traumatologickou klinikou FNKV.
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8 Souhrn

Bakalarska prace se zabyva mikrobiologickym uréenim infekéniho agens
pomoci metody sonikace a vyuzitim této metody pfi prikazu infekéni komplikace
kloubnich nahrad.

Cilem této prace bylo porovnat senzitivitu kultivacniho zachytu u postupu
suzitim metody sonikace abé&zné kultivacni techniky provedené podle
standardnich laboratornich opera¢nich postupti.

Prvni ¢ast této prace priblizuje problematiku aloplastiky, obsahuje
teoretické zaklady klasifikace a diagnostiky infekce kloubni nahrady, vysvétluje
pojem mikrobialni biofilm a popisuje ulohu tohoto biofilmu pii 1é¢bé
periprotetické infekce. Dale seznamuje s problematikou mikrobiologické
diagnostiky u infekce totalni endoprotézy a popisuje vliv mikrobialniho biofilmu
na prib¢h mikrobiologické kultivace.

Druha cast prace popisuje mikrobiologické zpracovani, kultivaci
a vyhodnoceni souboru vzorkti zaslanych do laboratofe, klasickou metodou
a metodou s pouZitim sonikace.

Vysledky bakalaiské prace dokazuji, Ze senzitivita kultivaéniho prikazu
bakterialniho agens s pouzitim metody sonikace je vyssi a zafazeni této metody
mezi standardni laboratorni postupy miize tak piispét k vétSimu zachytu

infek¢nich komplikaci kloubnich ndhrad.
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9 Summary

Outlined is the role of sonication methods in the microbiologic detection
and identification of infectious agents that underlie the infectious complications of
joint replacement procedures.

The aim of this work is to compare the sensitivity of cultured findings with
those obtained via sonication methods and routine cultivation techniques carried
out according to standard laboratory protocols.

The first part discusses problems with aloplastics, the thoeretical
background for the classification and diagnosis of infections associated with joint
prostheses, explains the concept of microbial biofilms and their role in the
therapy of peri-prosthetic infections.

In the second, the microbiologic work-up, culturing and assessment of
samples sent to the laboratory, classic methodology and methods used with
sonication are described. Furthermore, problems concerning the microbiologic
diagnosis of infections related to total endo-prostheses and the influence of
biofilms is presented.

It is evidenced that the sensitivity for identifying bacterial agents with
sonication methods is higher, hihglighting the potential for higher rates of
detection of infectious complications associated with joint replacement
prodcedures, thereby calling for the overall inclusion of sonication methods

among standard laboratory procedures.
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