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1. Uvod dizertaéni prace a literarni prehled k jeji problematice:

Jednou znejcastéjSich a kvalitu zivota podstatné zhorSujicich diabetickych
komplikaci je syndrom diabetické nohy (SDN). Dizertatni prace je zaméfena na
imunologické abnormality a infekéni komplikace SDN a na zavedeni novych
terapeutickych metod u pacienti se SDN. Vysledky studia mohou prispét ke

komplexnimu pohledu na patofyziologické mechanismy ovliviiujici SDN.

1.1 Patofyziologie syndromu diabetické nohy

SDN je definovan dle WHO jako destrukce tkani nohy spojena
s neurologickymi abnormalitami (diabetickou neuropatii) a s riznym stupném
ischemické choroby dolnich konéetin ICHDK; 1). V Ceské republice se vyskytuje u
5.6% vSech nemocnych s diabetes mellitus 1. 1 2.typu (www.uzis.cz), pficemz
meziro¢ni pfirtstek ¢ini 5%. Graf 1 zobrazuje relativni pfirtstek amputaci dolnich
koncetin, ktery patii v poslednich letech spolu s priristkem diabetické nefropatie k

nejvyssim.

Graf ¢. 1: Relativni pfirGstky komplikaci diabetu a 1é€enych pacientii v letech 2001-

2004 ve srovnani s rokem 2000 (www.uzis.cz).
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Patofyziologické mechanismy rozvoje SDN jsou zachyceny na obrazku 1 (2):


http://www.uzis.cz/
http://www.uzis.cz/

Obrazek ¢.1: Schéma patogeneze SDN.

L \ W e . v

\
Sensorickd Motorickd Autonomni MakKroangiopatie
I ot Svalovd suchd Kiize, AV | Mikroangiopatie
teplot, tlaky, |- atrofie shunty, svalovd /| Mediokalcinéza
bolesti atrofie
PR :
Osteoarhropatie
HyperReratozy
' ' Poruchy imunity
Cheiroarthropatie

Infe KC o > | Kouteni

Zvyseny plantdrni tlak + porucha Rapildrniho priitoRu

|

Pokles tkdriové oxygenace

|

K nejvyznamnéjSim faktorm, které mohou pfispét k rozvoji SDN, fadime
diabetickou neuropatii, infekci tkdni a poruchu imunitnich funkci zpomalujici proces
hojeni. Diabeticka neuropatie, vedouci k alteraci autonomnich, motorickych a
sensorickych nervovych vlédken, zplisobuje poruchu inervace interosealnich svali a
poruchu fyziologické distribuce tlaku lokalizovaného na planté. Tyto abnormality
vedou Kkrozvoji malformaci, napf. Kkladivkovych prsti, k prominencim
metatarsalnich hlavicek a ke ztraté podélné ¢i pricné klenby (1). Deformity dolnich
koncetin vedou ke zvySeni plantarniho tlaku v predominantnich oblastech, kterymi jsou
u pacientli s diabetem ptfedevSim oblasti hlavicek metatarsalnich kosti a calcanea.
Diabetické ulcerace se rozvijeji na zakladé popsanych mechanisml az u 10% vSech
diabetikt(1).

Dalsi soucasti SDN je tzv. Charcotova osteoarthropatie (ChaO; obr. 2).



Obrazek ¢. 2: Akutni ChaO u pacienta se SDN.

Obrazek €. 3: Mechanismy rozvoje ChaO.
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Existuje mnoho teorii vysvétlujicich mozny mechanismus vzniku ChaO (3; obr.
3). Podle jedné z nejznamnéjSich dochazi vlivem ztraty vnimani propriocepce a bolesti
v kombinaci s opakovanymi mechanickymi traumaty k destrukci kosti (4, 5). Dalsi
teorie tvrdi, ze pivodem destrukce kosti je tvorba arteriovendznich shuntl, které
postupn¢ vedou k hyperémii dolni koncetiny a periartikularni osteopenii. K témto
abnormalitdm se pfidruzuji poruchy interosealnich svald, zvySeni plantarnich tlaka,
aktivace osteoklastii apod.. VSe vede k rozvoji mikrofraktur (4).

Klasifikaci ChaO je mozno provadét na zaklad¢ aktivity procesu (6) nebo podle

lokalizace patologickych zmén (7).

Proces hojeni SDN je velmi ¢asto zdlouhavy. Jednou z pfi¢in zpomaleného hojeni
SDN miize byt ptitomnost infekce (obr. 4). Infekéni komplikace se snazime 1é¢it béhem
ambulantni péce, jelikoz hospitalizace je v porovnani s ambulantni terapii finan¢né

wewvr

dlouhodobé¢ hospitalizace pacientl s diabetes mellitus (9-11).

Obrazek ¢. 4: Infekéni komplikace v ramci SDN.

Infekce vramci SDN zplsobuje poruchu priutoku krve cévami septickou

mikrotrombotizaci nebo edémem a mize proto vést k ischémii hlubSich tkanovych



struktur (2). Obvykle je nutno infekci 1éCit rychle a radikalné, jelikoz mize ohrozit
nejen koncetinu pacienta, ale zvlast€ u nékterych rizikovych skupin pacienti (napf.
transplantovani a dialyzovani nemocni) miiZze ohrozit i jejich zivot.

Lidsky organismus se brani proti infekci pomoci imunitniho systému. Ten
ovSem muze byt u pacientii se SDN poruSen vlivem riznych faktor, mimo jiné i

vlivem diabetu samotného.

1.2 Imunitni systém a jeho poruchy zpiisobené diabetem
Projevy a 1écba infekénich komplikaci u pacienti se SDN mohou byt ovlivnény
porusenou funk¢ni kapacitou specifického 1 nespecifického imunitniho systému.
Diabetes mellitus se Fadi dle WHO mezi sekundarni imunodeficitni
onemocnéni. V literature existuje rada studii, které prokazaly poruchy
specifického i nespecifického imunitniho systému u pacientii s diabetem. Nicméné
jejich vysledky jsou ¢asto kontroverzni.

Nespecificky imunitni systém se sklddd z humoralni a bunécné slozky imunity

vvvvvv

vvvvvv

roli v obran¢ hostitele pted bakterialnimi ¢i mykotickymi infekcemi. Proces fagocytozy
je rozdélen do n¢kolika hlavnich krokl: chemotaxe, adherence - vazba cCastic na
bunéény povrch fagocytli, ingesce a intracelularniho zabijeni pomoci kyslik-
dependentnich a kyslik-independentnich mechanismu (12, 13), viz obrazek 6 a 7.
Oxidativni vzplanuti, zobrazené na obrazku 6, je definovano jako na kysliku
zavislé intracelularni zabijeni. Oxidativni vzplanuti se sklad4 z navzijem na sebe
navazujicich metabolickych déji aktivovanych kontaktem membrany PMN bunék
s cizorodou c¢astici. Vlivem metabolické kaskady zpracovavajici NADPH a O, dochazi
k produkci ROI (superoxidovy anion, peroxid vodiku, hydroxidové radikdly a
singletonové kysliky; 14-17). ROI jsou povaZovany za toxické reaktanty, které narusuji
struktury biopolymerti mikroorganismu, poruSuji aktivity jejich enzymt, ni¢i jejich
strukturu DNA a mohou alterovat funkce intra- i intercelularnich posli v PMN burikach

(18). Mikrobicidni aktivita aktivovanych makrofagt proti ur€itym intracelularnim a



Obrazek €. 5: Schéma nespecifického a specifického imunitniho systému v lidském
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Obrazek €. 6: Intracelularni zabijeni na kysliku zavislé (oxidativni vzplanuti).
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Obrazek €. 7: Intracelularni zabijeni na kysliku nezavislé.
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extracelularnim patogeniim koreluje s produkci ROI v téchto bunkach (19).

Produkce ROI v PMN buiikich je podporovana oxidaci glukézy cestou
hexézomonofosfatového shuntu (obr. 8). Pravdépodobné zde existuje uzké spojeni
mezi metabolismem glukézy a funkcemi PMN bunék za urCitych metabolickych a

patofyziologickych podminek.

Obrazek ¢. 8: Zapojeni metabolismu glukézy do oxidativniho vzplanuti PMN bungk.
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U pacientl s diabetes mellitus byla nalezena 50% redukce metabolismu glukézy
v PMN buiikach (20); k jeho signifikantnimu zvySeni dochéazi v leukocytech po zahajeni
inzulinoterapie (20, 21). Nékteré studie prokdzaly u diabetik ve spojeni s chronickou
hyperglykémii funk¢éni zmény PMN bunék jako napt. poruchu chemotaxe (22, 23),
adherence (24) a ingesce (22, 25, 26). V literatufe byla popsana také signifikantni
redukce oxidativniho vzplanuti stimulovanych PMN bun¢k jak u dekompenzovanych
pacientd s diabetes mellitus 1. typu (25, 27), tak i 2. typu (28).

Neni doposud znamo, zda-li kratkodobé pusobici akutni hyperglykémie
a/nebo hyperinzulinémie miZe ovlivnit funkce PMN bunék in vivo a zvySit tak
riziko infekce. Vliv akutni hyperglykémie na PMN funkce byl doposud sledovéan pouze
béhem in vitro studii. Pfi vysokych koncentracich glukézy v médiu byla popsana
redukovand fagocytdéza a oxidativni vzplanuti PMN bunck (29-31). Dle dostupné
literatury se vySetfovaly aktivity PMN bunék in vivo jen zifidka a pouze za
hyperinzulinemickych podminek (20, 32), vliv akutni hyperglykémie in vivo na funkci
PMN bun¢k doposud studovan nebyl.

Cilem nasich studii bylo zjistit vliv kratkodobé¢ ptisobici akutni hyperglykémie a
hyperinzulinémie, izolované hyperinzulinémie a izolované hyperglykémie na

fagocytdzu a oxidativni vzplanuti PMN bunék u zdravych dobrovolnikt (studie 1) i u
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pacientli s diabetem 1.typu (studie 2). Tento model experimenti miize vice
korespondovat s patofyziologickymi podminkami pfitomnymi u pacientl s diabetes

mellitus v porovnani s podminkami in vitro testd.

Vyssi vyskyt infekénich komplikaci u pacienti s diabetem je ovlivnén celou
fadou faktort - napt. dekompenzaci diabetu (33, 34), diabetickymi komplikacemi (23),
genetickymi faktory (33), oxida¢nim stresem (35), pfidruzenymi chorobami, malnutrici
a léky (23, 24, 34). VSechny vyjmenované faktory mohou prispét k poruse (redukci)
imunitnich funkci zejména pak PMN fagocytézy a oxidativniho vzplanuti (28, 36-
38). Ovsem v literatufe nalezneme kontraverzni vztahy mezi defekty leukocytarnich
funkei a metabolickymi abnormalitymi ptfitomnymi u diabetu (39, 40). Nékolik studii
prokézalo zminéné abnormality imunitniho systému u téch nemocnych, ktefi méli
glykovany hemoglobin (HbAlc) vyssi nezli 9% (25, 40, 41). Navzdory témto nalezim
byla v jinych odbornych statich popsana normalni nebo dokonce zvysSena funkcni
odpovéd PMN bunék u diabetiki (34, 42-47).

Hojeni SDN muze byt ovlivnéno poruchami specifického i1 nespecifického
imunitniho systému, které byly nalezeny u pacienti s diabetem (viz vyse). U
nemocnych s neuspokojivym hojenim diabetickych ulceraci jsme se pokusili zjistit
funkéni stav PMN bunék stanovenim jejich fagocytozy a oxidativniho vzplanuti (studie
3). Ocekavali jsme, Ze parametry imunitnich funkci budou ovlivnény jak diabetem, tak i
ptitomnou chronickou infekci.

V ramci specifického imunitniho systému byly popsany u diabetikii zmény
jak ve spektru imunoglobulint (48, 49), tak v hladinich komplementu (48, 50) a
v subpopulacich lymfocyti (51, 52). Jiné literarni zdroje ovSem uvadi normadlni
hodnoty zminénych parametrii (49, 50).Ve studii 4 jsme se zaméfili na stanoveni zmén

zanétlivych markert a ¢asti specifického imunitniho systému u pacient se SDN.

1.3 Vliv vitaminu a vybranych prvkit na imunitni funkce

Hojivost diabetickych ulceraci miize byt ovlivnéna rtiznymi faktory, napf.
zminénymi imunitnimi dysfunkcemi, ICHDK a pod. Imunitni dysfunkce a rozvoj
makroangiopatii (souvisejici napf. s oxidaci LDL c¢éastic) mlze souviset nejen s

hyperglykémiemi, ale i poruchami metabolismu mikronutrientl, které zasahuji do

11



metabolickych procest organismu. Vitamin C, E a vybrané prvky (magnesium- Mg,
méd-Cu, zinek-Zn, Zelezo-Fe) jsou zapojeny v glukézovém, lipidovém,
proteinovém a rovnéz i v energetickém metabolismu. Tyto mikronutrienty ovliviiuji i
oxidac¢ni stres a mohou mit také vliv na imunitni funkce PMN bunék: vitaminy C a E
jsou zapojeny v redoxnich systémech a v produkci ROI (53), Cu a Zn jsou hlavnimi
kofaktory Cu,Zn-superoxiddismutazy (54, 55) a ovliviluji regulaci proliferace
imunitnich bun¢k (54, 56, 57); snizené hladiny Fe a Mg zhorSuji funkce PMN bunék,
zejména pak fagocytozu (57, 58).

Vliv mikronutrientii na oxidacni stres a tvorbu ROI

V organismu dochdzi u vitaminli C a E k reciproénim zménam jejich radikalt
béhem oxidacné-redukénich reakci (59). Snizené hladiny vitaminu C mohou vést ke
zvySenému oxida¢nimu stresu, jelikoz volné radikdly z o-tokoferolu nemohou byt
v adekvatnim mnozstvi pfeddny hydrofilni latce- vitaminu C. Tento mechanismus je

zobrazen na obrazku 9 (59).

Obrazek €. 9: Vliv diabetu na metabolismus vitaminu C a cyklus interakci vitaminu C a

E podilejicich se na tvorbé ROI.
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superoxiddismutazy. Superoxiddismutdza je jednim znejdilezitéjSich enzymu
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zapojenych v antioxida¢nim systému naSeho organismu. Superoxiddismutaza katalyzuje
transformaci ROI na H202 a O2 a redukuje tak riziko rozvoje aterosklerézy (35).
Avsak chovani nékterych mikronutrientii neni vzdy jednoznacné. Za normalnich
podminek Cu®" ionty maji antioxidaéni vlastnosti. Avsak, pokud dojde k redukci Cu**
jontf na Cu'" (za ptispéni a-tokoferolu), Cu se zatne chovat jako silny prooxidant (60).
Pii redukci Cu vznikaji a-tokoferoxylové radikaly, které jsou nasledné zapojeny do
oxidagné-redukénich reakei. Do redukce Cu®” iontii jsou zapojeny i LDL &astice, sérovy

ultrafiltrat a kyselina mocova (obr. 10; 60-62).

Obrézek &. 10: Reakce vedouci k redukei Cu®" iontt a k LDL peroxidaci.

a-tocOH + Cu*” — 5 a-tocO-+H +Cu’
a-tocO-+LH ___ o-tocOH + L-

L-+0, ——* LOO:

LOO-+L'H — * LOOH+L"
Ultrafiltrat + Cu*™  — > Ultrafiltrat- + Cu”
Urat + Cu®® 7 Urat +Cu’

a-toc- a-tokoferol; L- lipidy

Mikronutrienty a diabetes

Neékteré studie demonstruji poruchu inzulinové sekrece, rozvoj inzulinové
rezistence a glukozové intolerance vlivem abnormalit metabolismu Mg, Cu a Zn (63-
65). Existuje také nékolik praci, které prokazaly zmény sérovych hladin zminénych
mikronutrienti u pacientl s diabetem (66-69). U nemocnych se SDN jsme
predpokladali zmény sérovych hladin vitaminti a vybranych stopovych prvkd majicich
vztah k funkcim nespecifického imunitniho systému (zejména oxidativnimu vzplanuti a
tvorb& ROI) vlivem pfitomnosti chronické infekce a neuspokojivé kompenzace diabetu

(studie 5).

1.4 Infekcéni komplikace u pacientii se SDN

Mezi lokalni projevy infekce fadime flegmonu dolni koncetiny, otoky, nekrozy
v rang, absces, hnisavou a nadmérnou sekreci zrany a zdpach rany (1). Infekce
meékkych tkani maze vést k infekénimu postizeni hlubSich struktur, napf. k fasciitidé,

tendinitid¢ a osteomyelitidé (OM).
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Byla provedena cela tada studii zkoumajicich vyskyt infek¢nich agens v
diabetickych ulceracich (70-72); fada z nich prokdzala, ze diabetické ulcerace byvaji

infikovany Castéji a vét§im poctem patogentl nez-li nediabetické rany (73-75).

Infekce a mikrobidlni rezistence (obr. 4)

Pacienti s chronickou renalni insuficienci, dialyzovani a transplantovani
nemocni reprezentuji skupiny pacientli s vysokym rizikem rozvoje infekce, diabetickych
ulceraci a nasledné¢ amputaci dolnich koncetin (76, 77). Pfitomnost neuropatie spolu
s poruSenymi imunitnimi funkcemi, ICHDK (78, 79) a dalSimi rizikovymi faktory,
jakymi jsou pokrocily vék a koufeni, predisponuje zminéné rizikové skupiny k rozvoji
diabetickych ulceraci (77, 78, 80).

V nasi podiatrické ambulanci se casto setkdvame s témito rizikovymi typy
pacientll. Stanoveni rozdild v mikrobidlnich néalezech a rozdili v jejich bakterialni
citlivosti k antibiotikim (ATB) mezi rizikovymi nemocnymi a ostatnimi pacienty se
SDN by mohlo pfispét k urceni patiicné ATB lécebné strategie. Vybér ATB terapie je
doposud postaven na empirickych zkusenostech a az v pozd¢jsich fazich 1écby se fidi
mikrobialni citlivosti nalezenych patogend. Empirickd ATB terapie by méla obsahovat
terapeutika zaméfend zejména proti stafylokokiim a streptokokim, které pievazuji
v kultivanich ndlezech ze stéri (70, 71), nebo Sirokospektrda ATB, pokud
pfedpokldddame vyskyt Gram negativnich patogentt ¢i anaerobl v diabetickych
ulceracich (81). Ve studii 6 jsme zkoumali rozdily ve wvyskytu jednotlivych
bakterialnich agens ve stérech z diabetickych ulceraci a rozdily jejich rezistence na

rozli¢énd ATB mezi transplantovanymi, dialyzovanymi a ostatnimi pacienty se SDN.

Infekce a amputace (obr. 11)

SDN casto vede k invalidizaci pacienta a snizeni kvality jeho Zzivota. Pokud
ovSem u téchto nemocnych dojde k vysoké amputaci, je nejen ovlivnéna kvalita jejich
zivota (82), ale také u nich hrozi vysoka morbidita a mortalita (1, 82).

Z rady studii vime, Ze u pacienti s diabetes mellitus dochazi castéji
k amputacim dolnich kon¢etin v porovnani s pacienty bez diabetu. Nizké amputace
dolnich koncetin (pod transmetatarzalni trovni) jsou indikovany u diabetikli

k odstranéni gangrény, infikované tkan¢ a ke korekci deformit nohou (1). Vysoké
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amputace (nad transmetatarzalni urovni) jsou u pacientd indikovany pii progresi
ischemické nekrozy nebo septického stavu, ktery nelze zvratit konzervativni terapii,

dale pii vyraznych klidovych ischemickych bolestech, které nelze tesit cévnim

Obrazek ¢. 11: Infekce v amputacni rané.

revaskularizacnim zakrokem, které neodpovidaji na analgetickou terapii a které nelze
tresit nizkou amputaci (1).

V literature bylo popsano nékolik faktort, které zvysuji riziko amputaci dolnich
koncetin u pacientli s diabetem:

uroven kompenzace diabetu a trvani diabetu (83)

poskozena nozni biomechanika a omezena kloubni pohyblivost (84)
kostni deformity (85)

renalni insuficience zhorSujici hojeni diabetickych ulceraci (10, 86)
pfedchozi hospitalizace pro SDN (10)

hlubsi ulcerace (87)

e vyssi télesnd teplota, kterd je zndmkou progrese infekce (10)

e [CHDK a diabeticka neuropatie (88-90).

wewrs

K nejzavaznéjsim faktorim predisponujicim pacienta k amputaci dolnich
koncetin bezesporu patii ranna infekce (91, 92). Infekce je pri¢inou amputaci
dolnich koncetin aZ u 25-50% diabetiki (1, 91). Ne vSechny pacienty se zavaznou
infekci je mozné 1éCit parenterdlni aplikaci ATB do uplné eradikace infekéniho agens
vzhledem k moznym vedlejSim ucinkim 1é¢by, nedostatku hospitaliza¢nich mist,
socialnim a ekonomickym podminkdm a pod. Proto se pokousime vétSinu pacientl 1é¢it

ambulantn¢ peroralnimi ATB. Nicméné mikrobialni rezistence k peroralnim ATB
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podstatné limituje moZnosti ambulantni preskribce a mohla by proto ovlivnit 1 vyskyt
amputaci dolnich koncetin u pacienti se SDN. Ve studii 7 jsme posuzovali vliv
pfitomnosti vSech patogenl rezistentnich na perordlni ATB na vyskyt amputaci u

pacientd se SDN.

Mpykotické infekce

Pacienti s diabetes mellitus mivaji pomérné casto mykotické postizeni dolnich
koncetin, mezi néz fadime onychomykézu a tineu pedis (93). Tyto abnormality mohou
prispét k rozvoji SDN (94; obr. 12) a pravdépodobné mohou vést ke zpomaleni hojeni

diabetickych ulceraci.

Obrazek ¢. 12: Mykotické postizeni dolni koncetiny.

E i

Vétsina studii tykajicich se mykotickych infekci u pacientli s diabetem je
zamétfena na detekci prevalence onychomykézy (obr. 13), kterd se udava u pacientii
s diabetem mezi 7-21% (95-97), nebo na prevalenci tinea pedis, jejiz pfitomnost byla
popsana u 20-40% ptipadi (98). Mayser a spol. ovSem popsali dokonce 83% vyskyt
tinea pedis u pacientl s diabetes mellitus (99).

Zajimava byla studie Boyka a spol., kterd zkoumala vyskyt komplikaci v ramci
SDN u pacienti s onychomykézou (100, 101). Studie prokézala signifikantné vyssi
vyskyt sekunddrnich infekei (16% vs. 6%), gangrén dolnich koncetin (4,7% vs. 1%) a
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diabetickych ulceraci (6,2 vs. 2,2%) u pacientli s onychomyko6zou oproti nemocnym bez
mykotického postizeni dolnich koncetin (101).

Vyskyt mykotickych agens je ovlivnén nékolika rizikovymi faktory, mezi
néz radime vék pacienta, dekompenzaci diabetu, pozdni komplikace diabetu,
zejména  diabetickou retinopatii a polyneuropatiii, ICHDK, obezitu,

imunosupresiva a imunodeficitni choroby (100, 102).

Obrazek €. 13: Onychomykoéza u pacienta se SDN.

Problematickymi zlistavaji otazky vyskytu mykotickych agens v diabetickych
ulceracich, jejich vlivu na zpomalené hojeni SDN a jejich diagnostiky. Ve studii
Denninga a spol. urovali pfitomnost mykotické infekce pouze na zéklade
mikroskopického nalezu mykotickych agens a doporucovali zah4jit antimykotickou
terapii pouze na zakladé mikroskopicky pozitivnich vzorki (103). Proto jsme se v nasi
studii zaméfili na detekci mykotickych agens v diabetickych ulceracich a zhodnoceni
diagnostiky jejich pfitomnosti ve vzorcich odebranych z plantarnich hyperkeratéz a

ulceraci jak mikroskopickymi, tak kultivaénimi metodami (studie 8).

1.5 Terapie SDN odlehcenim

Standardni 1écba SDN zahrnuje nékolik krokd. Prvni z nich je reprezentovan
lokalni terapii, ktera je provadéna odstranénim hyperkeratoz, lokélnim debridementem a
aplikaci riznych antiseptickych roztokl ¢i prostiedkit vyuZivajicich principy vlhkého

hojeni. Dal§im krokem v terapii hlavn¢ infek¢énich komplikaci SDN je ATB lécba.
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Jelikoz by méla byt 1é€ba SDN komplexni, je jeji nedilnou soucésti i 1écba ischémie a
kontrola metabolickych parametrii, mezi néz tadime kontrolu kompenzace diabetu
(HbAlc), lipidového spektra a hmotnosti nemocného.

Mezi nejdulezitéjsi soucasti by SDN patii odlehceni dolnich koncetin, které
zlepSuje tvorbu granulaci a epitelizaci. Opakovany mechanicky stres pri ztraté
protektivniho ¢iti u diabetické neuropatie koncetinu ischemizuje a porusuje
normalni repara¢ni mechanismy. U kaZzdého pacienta je nutné najit vhodnou formu
odleheni, at’ jiz pomoci preventivni obuvi se specidlné upravenou vlozkou,
terapeutické obuvi (obr. 14), specialnich diabetickych ortopedickych bot, ortéz
typu ,,Walker“ (Removable Cast Walker -

Obrazek €. 14: Terapeuticka obuv —,,poloviéni bota‘.

Obrazek ¢. 15: RCW ar-TCC.




RCW; obr. 15), plastickych ortéz nebo i nové pomoci snimatelnych kontaktnich
fixaci (removable Total Contact Cast - --TCC; obr. 15; 1).

r-TCC se obvykle indikuji u pacientd s chronickymi neuropatickymi ¢i
neuroischemickymi ulceracemi, akutni ChaO a neuropatickymi frakturami v terénu
ChaO nebo OM (1).

Kontraindikaci aplikace r-TCC je kritickda ICHDK, patologickd konfigurace
hlezennich ¢i metatarzalnich kloubii (hyperextenze nebo hyperflexe), non-compliance
pacienta, pfitomnost klinickych zndmek zanétu (flegmona, otok a/nebo febrilni stav),
bércovy vied, pfitomnost pregangrény nebo gangrény dolni koncetiny.

Aplikace TCC ma nekolik nespornych ptfednosti. Jednou z nich je rovnomérné
rozlozeni vertikalniho tlaku pasobiciho na plantu dolni koncetiny a vylou€eni
maximalnich tlaki na exponovana mista (104). Dale jsou TCC schopné redukovat
rozvoj edému dolnich koncetin a stabilizovat dolni konéetinu v pozadované poloze. Dle
provedenych studii Langa (104), Armstronga (105), Helma (106) a Laveryho (107)
urychluje terapie TCC hojeni diabetickych ulceraci. Obvykle dochézi ke zhojeni 70-
100% viedl jiz béhem 1-2 mésict. TCC jsou také schopny zlepsit jak klinické zndmky
ChaO (pokles koznich teplot a redukce edému), tak i parametry zobrazovacich metod
(108). Ve studii 9 jsme zkoumali hojeni SDN pomoci aplikace r-TCC v rliznych
indikacich — u diabetickych ulceraci, CHaO a neuropatickych fraktur.

Lécba pomoci r-TCC, jako kazda terapie, ma i své nevyhody:

¢ Nutna kvalifikace zdravotnikti v podiatrické péci

e Casova naroénost aplikace

¢ Vys$si hmotnost fixace v porovnani s polovi¢ni botou
e Omezeni pacienta pii chizi, myti a ve spanku

e Zvyseny vyskyt mykoz

e Omezeni hybnosti talokruralniho skloubeni

¢ Rozvoj otlakovych defektl

¢ Financ¢ni nékladnost 1écby

wewrs

(rozvoj flegmony, zhorseni diabetické ulcerace, otok dolni koncetiny) a rozvoj OM.
Studie 10 sledovala vyskyt komplikaci 1é€by r-TCC se zaméfenim na OM a studie 11
porovnavala vyhody a nevyhody 1é¢by pomoci dvou riiznych typii odlehéeni — kontaktni

fixace (r-TCC) a specialni ortézy (RCW).
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2. Jednotlivé cile dizerta¢ni prace:

Prace je zaméfena na imunologické abnormality, infekéni komplikace a

terapeutické ovlivnéni SDN.

Imunologické abnormality jsme zkoumali v 5 studiich. Cilem jednotlivych studii bylo:

a.

Posouzeni vlivu akutni hyperglykémie a/nebo hyperinzulinémie na nespecificky
imunitni systém u zdravych dobrovolnikii (studie 1) a u pacienti s diabetes
mellitus 1.typu (studie 2).

Posouzeni zmén nespecifického a specifického imunitniho systému a
zanétlivych markerti u pacientti se SDN (studie 3, 4).

Posouzeni zmén hladin vybranych vitamini a stopovych prvkli a zhodnoceni

jejich vztahu k imunitnim funkcim u pacientii se SDN (studie 5).

Infekéni komplikace SDN jsme analyzovali ve 3 studiich. Jejich cilem bylo:

a.

Posouzeni rozdilu mikrobiologickych nalezi a ATB rezistence mezi

transplantovanymi, dialyzovanymi a ostatnimi nemocnymi se SDN (studie 6).

Zjisténi vlivu ATB rezistence na vyskyt amputaci u pacientl se SDN (studie 7).
Stanoveni vyskytu mykotickych infekci u pacientli se SDN se zaméfenim na

jejich diagnostiku a sledovani rizikovych faktori (studie 8).

Terapii SDN odleh¢enim jsme zkoumali ve 3 studiich, jejichz cilem bylo:

a.

Srovnani hojeni a vyskytu komplikaci se zamé&fenim na OM u pacienti se

SDN, ktefi byli 1é€eni riznymi metodami odlehceni (studie 9-11).
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3. Vyvbrané metodiky jednotlivvch studii:

3.1 Clampové techniky (studie 1, 2)

Clampové techniky u zdravych dobrovolnikii

4 hodinové clampové studie byly provedeny u 12 zdravych dobrovolnika (studie
1) vzdy po 12 hodinovém la¢néni. Tti dny pied zapocetim kazdé clampové studie
dodrzovali dobrovolnici pfedepsany rezim spocivajici v raciondlni stravé bez
vyraznéjsich jidelnich excestl, ve vynechani alkoholu a vyraznych sportovnich vykond.
Minimalni odstup mezi jednotlivymi clampovymi studiemi byl 14 dni.

Jako prvni byl proveden hyperglykemicky hyperinzulinovy clamp (HHC).
Design studie byl koncipovany obdobné jako clampové studie provedené v minulosti de
Fronzem (109, 110). Pro aplikaci vSech intraven6znich infuzi bylo nutné zavést
teflonovou braunylu antegradné (Venflon; OHMEDA, Helsingborg, Svédsko) do jedné
z zil v kubitalni jamce. Druhd braunyla (Venflon; Becton-Dickinson, Helsingborg,
Svédsko) byla umisténa retrogradné do jedné z Zil na zapésti. Tato braunyla slouzila k
pravidelnym odbérim krve. Ruka a pfedlokti dané koncetiny byly umistény do hiejici
deCky k dosazeni arterializace vendzni krve. Cilem HHC bylo akutné zvysit
plasmatickou hladinu glukoézy a poté udrzet hyperglykemické platé 17 mmol/l po dobu
4 hodin. Vysoka plasmatickd koncentrace glukozy byla navozena pomoci aplikace

bolusu 40% glukdzy. Mnozstvi bolusu byla vypocteno podle nésledujici rovnice (109):

davka (ml)= hmotnost (kg) x (17- plasmaticka koncentrace glukozy) x 0,0855

Po aplikaci bolusu 40% glukozy byla stanovovéna glykémie v pravidelnych 5-10
minutovych intervalech. Béhem 4 hodinové clampové studie byla udrzovéana
hyperglykémie 17 mmol/l pomoci kontinualni infuze 15% glukézy riznymi rychlostmi
verifikovanymi dle aktudlnich glykémii. Krevni vzorky uréené ke stanoveni volného
inzulinu pomoci IRI (imunoreaktivniho inzulinu) byly odebirany vzdy v 0., 60., 120.,
180., 210., 225. a 240. minuté¢ kazdé clampové studie. Dale pfed zacitkem vSech
clampovych studii (0.minuta) a po jejich skonc¢eni (240. minuta) byly odebrany vzorky
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krve ke stanoveni krevniho obrazu, parametri fagocytéozy a oxidativniho vzplanuti
PMN bun¢k.

Dalsi clampovou studii byl hyperinzulinovy euglykemicky clamp (HEC),
ktery byl proveden dle ptfedchozich studii (109-111). Béhem clampové studie byl
intraveno6zn& podavan inzulin rychlosti 1 mU.kg'.min" (Actrapid HM; NovoNordisk,
Copenhagen, Némecko) k udrzeni konstantni inzulinémie cca 60 mU/I. Plasmaticka
koncentrace glukozy byla udrzovéana na hlading vychozi laéné glykémie (glykémie 4-6
mmol/l) pomoci kontinudlni intravenozni infuze 15% glukézy. Rychlost aplikace
glukozy byla opét verifikovana podle aktualnich glykémii ur€ovanych v pravidelnych 5-
10 minutovych intervalech. K dodrzeni volumové zatéze dosazené béhem HHC bylo
nutné zbyly objem tekutin substituovat pitnou vodou.

Hyperglykemicky clamp je vzdy u zdravych dobrovolniki doprovéazen reaktivni
hyperinzulinémii. Abychom otestovali izolovany vliv hyperglykémie na funkce
imunitnich funkci in vivo, bylo nutné¢ provést izolovany hyperglykemicky clamp
(HGC) s blokadou endogenni produkce inzulinu. K dosaZeni hyperglykemického plato
17 mmol/l bylo nutné aplikovat bolus 40 % glukézy (mnozstvi bolusu viz vzorec
uvedeny vyse) a poté byla kontinudln¢ intraven6zné podavana 15% glukoza raznymi
rychlostmi ur¢enymi podle glykémii naméfenych v 5-10 minutovych intervalech.
Endokrinni sekrece inzulinu byla zablokovana kontinudlni infuzi somatostatinu
rychlosti 500 ug.hod” (Somatostatin inj. Power 1x3 mg+ solvens; UCB s.a. Pharma,
Braine. L"Alleut, Belgie). Abychom zajistili volumovou kompatibilitu HGC s HHC, byl
zbyly objem tekutin, ktery byl celkové podan béhem HHC, hrazen adekvatnim
peroralnim pfijmem pitné vody.

Kontrolni clamp (CC) spocival v kontinualni infuzi fyziologického roztoku 20
ml/min. Zbylé mnozstvi volumu bylo doplnéno pitim vody tak, aby CC odpovidal
volumové HHC. Kontrolni clampova studie méla vzdy odlisit vliv volumové a ¢asové
zatéze 1 dalSich stresujicich faktori od vlivu pisobici hyperglykémie a/nebo
hyperinzulinémie.

Primérné plasmaticka koncentrace glukozy béhem HHC byla 17 £ 0,35 mmol/l
s koeficientem variaci glykémii < 5%. Primérnd koncentrace sérového inzulinu
zapric¢inéna fyziologickou stimulaci jeho endogenni produkce byla 352,3 + 66 mU/IL.

Béhem HEC bylo dosazeno euglykémie (primérna plasmatickd hladina glukézy 4,7 +
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0,09 mmol/l) a hyperinzulinémie s primérnymi sérovymi hladinami inzulinu 57+ 5
mU/l. Stabilni hyperglykémie (16,4 = 0,7 mmol/l s koeficientem variaci < 5%) bylo
dosazeno béhem HGC. Endogenni blokdda inzulinu pomoci kontinualni infuze
somatostatinu vyznamné snizila primérné sérové hladiny endogenniho inzulinu (23,8 +
3,6 mU/l). Béhem CC se udrzovala glykémie a inzulinémie ve fyziologickych
hodnotach (primérna glykémie 4,8 + 0,12 mmol/l s koeficientem variaci < 5% a

primérnd inzulinémie 3.4 + 0,5 mU/I, respektive).

Clampové techniky u pacientu s diabetes mellitus 1.typu

Vsichni pacienti s diabetes mellitus 1.typu zatazeni do studie 2 byli vySetfeni po
12 hodinovém lacnéni a 3 dennim dodrzeni rezimovych opatieni popsanych vyse (viz
studie 1). U 10 nemocnych, kteti splnili vstupni kritéria, byly provedeny nasledujici dvé
¢tythodinové clampové studie s odstupem 14 — 30 dni.

Prvni clampovou studii byl ¢tythodinovy hyperglykemicky hyperinzulinovy
clamp (HHC), pomoci né¢hoZ byla navozena a dale udrZzovéana akutni hyperglykémie a
hyperinzulinémie. Design studie byl modifikovan dle clampovych studii provadénych
v minulosti (109, 110) a na zaklad¢ zkuSenosti ze studie 1.

Béhem clampové studie byly vSechny odbéry a infuze provadény braunylami
zavedenymi stejnym zpiisobem jako ve studii 1. Arterializace venozni krve bylo
dosazeno umisténim distalni ¢asti horni koncetiny do hiejici decky. Cilem HHC bylo
akutné navodit a udrzet u pacienti s diabetes mellitus 1.typu vyssi plasmatickou
koncentraci glukozy (17 mmol/l) a hyperinzulinémii (pfiblizn¢ 250 umol/l) po dobu 4
hodin. Akutni hyperglykémie (17 mmol/l) bylo dosaZzeno pomoci aplikace bolusu 40%
glukézy. Mnozstvi bolusu bylo dano jiz vySe zminénou rovnici (109).

Po aplikaci bolusu 40% glukozy byla stanovovana glykémie v pravidelnych 5-10
minutovych intervalech. Béhem 4 hodinové clampové studie byla udrzovana
hyperglykémie 17 mmol/l pomoci kontinualni infuze 15% gluk6zy rliznymi rychlostmi
verifikovanymi dle aktudlnich glykémii.

Cilové hladiny volného inzulinu byly kalkulovany podle fyziologicky
indukované hyperinzulinémie dosazen¢ béhem HHC u zdravych dobrovolniki.

Hyperinzulinémie byla navozena arteficielné intravendzni kontinuélni infuzi inzulinu

rychlosti 4 mU. kg-1.min-1 (Actrapid HM; NovoNordisk, Kodafi, Dansko). Vzorky ke
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stanoveni volného inzulinu, krevnich obrazii, fagocytozy a oxidativniho vzplanuti PMN
bunék byly odebrany podle stejného schématu jako ve studii 1.

Pacienti s diabetes mellitus 1.typu absolvovali jako druhou clampovou studii
kontrolni izoinzulinovy euglykemicky clamp (CC), béhem néhoz musela byt
udrzovana fyziologickd hodnota glykémie a nizkd inzulinémie a ktery cCasove i
volumové odpovidal HHC. Pacientim bylo béhem této clampové studie podavéano

intraven6zn€ malé¢ mnozstvi inzulinu (Actrapid HM perfuzorem rychlosti 0,3 TU. kg-

1. min-1) k udrzeni konstantni inzulinémie. K udrzeni euglykémie bylo nutné pacientim
aplikovat malé mnozstvi 10% glukdzy. Rychlost podavani glukozy byla verifikovana
podle aktudlnich glykémii zjisténych v pravidelnych 5-10 minutovych intervalech.
Zbyly objem tekutin, ktery byl celkové intravendzné aplikovan béhem HHC, byl
nahraZen béhem CC pitim vody.

Béhem HHC byla akutné navozena hyperglykémie 17,8 + 0,4 mmol/l s
koeficientem variaci glykémii < 5% a hyperinzulinémie 253 + 21,2 mU/l. Béhem CC

byla primérna glykémie 5,6 £ 0,2 mmol/l a primérnd inzulinémie 19,1 &+ 2,8 mU/I.

3.2 Stanoveni funkci PMN bunék (studie 1,2,3,5)

Fagocytoza PMN bunek

Fagocytoza PMN bun€k byla stanovena pritokovou cytometrii za pouziti
komer¢né dostupného kvantitativniho testu (PHAGOTEST; Orpegen Pharma,
Heidelberg, Némecko) podle metod jiz diive popsanych v odborné literatute (49, 50).
Phagotest umoziiuje detekovat procento neutrofila, kteii vykazuji znamky fagocytozy,
tzn. ingesci jedné ¢i vice baktérii na jeden polymorfonuklear, a také individualni
bunécnou fagocytarni aktivitu urCenou primérnou fluorescenéni intenzitou
fagocytujicich PMN bunék (pocet fagocytovanych baktérii na jednu PMN buiiku).

PMN fagocytéza byla stanovena z heparinizované krve. Polovina vzorku
heparinizované krve (100 ul/1 test) byla inkubovana v ledové lazni po dobu 10 minut
jako tzv. negativni kontrola. Druhd polovina testovaciho vzorku heparinizované krve
byla inkubovéna s fluoresceinem znacenymi opsonizovanymi (imunoglobulinem a
komplementem) baktériemi Escherichia coli (E.Coli FITC opsonizované baktérie

1x10°/ml) po dobu 10 minut ve vodni lazni s 37°C. Na konci inkubace byla fagocytéza
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zastavena premisténim vzorkl do ledové tiisté¢ a ptidanim 100 ul zhéseciho roztoku. Po
dvoufazovém promyti krevnich vzorkli promyvacim roztokem, byly erytrocyty
lyzovéany pfidanim 2 ml lyzujiciho roztoku. Na zavér analyzy bylo ptidano ke vzorkim
200 ul DNA barviciho roztoku. Méfeni PMN fagocytézy (stanoveni primérného
procenta a prumérné flourescencni intensity fagocytujicich bun¢k) bylo provedeno do

60 minut.

Oxidativni vzplanuti PMN bunék

Oxidativni vzplanuti PMN bun¢k bylo taktéz stanoveno pomoci priutokové
cytometrie pouzitim komercné dostupného testu BURSTTEST (Orpegen Pharma,
Heidelberg, Germany; obr. 16). Test je schopen detekovat procento a enzymatickou
aktivitu PMN bunék (primérnou fluorescencni intenzitu aktivnich PMN bunék
produkujicich ROI). BURSTTEST pouzivd ke stimulaci PMN buné¢k neznacené
opsonizované baktérie E. coli. V nasi studii jsme jako stimulans k detekci aktivity PMN
vztah k infekcei jako takové v porovnani s fMLP (formyl-methionyl-leucyl-fenylalanine)
a PMA (phorbol 12-myristat 13-acetat).

Oxidativni vzplanuti PMN bunék bylo analyzovano podle postupu popsaného
v odborné literatuie (49, 50). V kratkosti, promichand heparinizovana krev (100
ul/1test) byla inkubovana v ledové lazni po dobu 10 minut, aby doSlo k ochlazeni
krevnich vzorki na 0°C. Polovina kazdého vzorku byla dale promichana s 20 ul jiz
ochlazenych baktérii (E.coli). Cast vzorku bez stimulans slouZila jako negativni
kontrola. 20 ul promyvaciho roztoku bylo pfiddno do testovacich zkumavek. Po
promichani vSech zkumavek, byly vzorky inkubovany po dobu 10 minut ve vodni 1azni
pii 37°C. Po ptidani 20 ul substratového roztoku (dihydrorhodamin 123) byly zkumavky
inkubovany pii stejné teploté po dobu dalSich 10 minut. Ke konci inkubace doslo k lyze
a fixaci bunék pfidanim 2 ml lyzujiciho roztoku. Po jedné fazi promyvani pomoci 3 ml
promyvaciho roztoku bylo ptfidano 200 ul DNA barviciho roztoku, aby bylo zamezeno
agregacnim artefaktim baktérii a PMN bunék. Po 10 minutové inkubaci vzorkl
s barvicim roztokem byla provedena do 30 minut detekce oxidativniho vzplanuti

pritokovou cytometrii.
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Obrazek ¢. 16: Ukazka Bursttestu

Flow Cytometric Lab, IP IKEM,

Dr. Jan Kalanin
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Analyza PMN funkci pomoci pritokové cytometrie

Procento a primérnd fluorescencni intensita fagocytujicich PMN bunck a
procento a prumérnd fluorescencni intensita aktivnich PMN bunck (v builkdch
probihajici oxidativni vzplanuti) byly stanoveny ze vzorkl krve za pouziti FACSCalibur
pratokového cytometru (Becton-Dickinson) pouzivajictho argon-iontovy laserovy
paprsek s modro-zelenou excitacni vinovou délkou 488 nm. Analyza leukocytl ze
vzorku krve (obsahujiciho cca 10 000 bungk) byla provedena pomoci Cellquest™

softwaru.

3.3 Mikrobiologické metody (studie 6-8)

Stanoveni bakterialnich agens a ATB rezistence (studie 6 a 7)

Stéry z diabetickych wulceraci byly odebrany ze spodiny defektu nebo
z hlubokych tkani ulcerace po lokalnim debridementu. Tyto stéry byly bezprostiedné
transportovany na mikrobiologické pracovisté v Amiensové transportnim mediu. Zde
byl materidl ze stér aplikovan na pevné pidy (Endova puada, krevni agar,
Sabouraudova piida) pro uréeni pfitomnosti mikroorganismui. Zbyly material byl vlozen
do zivného bujonu. Za 24 hodin po pomnozeni bylo provedeno opétné rozockovani na
pevné pudy. V pozitivnich stérech byly jednotlivé bakteridlni kmeny stanoveny
standardnimi mikrobiologickymi metodami- napf. barvenim dle Gramma, rlstem
mikroorganismti v selektivnich médiich a komeréné vyrobenymi testy, detekujicimi
mikroorganismy podle utilizace rozlicnych substrata (112).

Mikroorganismy byly rozdéleny podle Gramma do dvou zakladnich skupin.
Prvni skupina obsahovala Gram pozitivni patogeny; do této skupiny bylo zatazeno 5
subpopulaci-  Staphylococcus aureus, Staphylococcus koaguldza negativni,
Streptococcus, Enterococcus a Corynebacterium species. Do druhé skupiny byly
zafazeny Gram negativni patogeny obsahujici druh Enterobacteriacea (fermentativni
mikroorganismy), kam patii baktérie E. coli, Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter,
Proteus species, a druh Gram negativnich oxidativnich mikroorganismti jakymi jsou
Pseudomonas a Acinetobacter species.

Bakterialni citlivost k jednotlivym ATB byla detekovédna pomoci testovacich

seth ATB, jejichz slozeni bylo ureno piedchozi analyzou bakteridlni rezistence
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nalezené¢ vIKEM a podle doporuceni Narodni antibiotické referencni laboratote
Statniho zdravotniho tustavu v Praze. Mikrobidlni ATB citlivost byla stanovena
semikvantitativné pomoci diskové difizni metody (113, 114). Pouze ve specidlnich
pfipadech byla ur€ena minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) pomoci mikrodilu¢nich
metod na mikrodestickdch nebo pouzitim E-testli srozlicnymi ATB koncentracemi

(115).

Mykologické vysetreni (studie 8) Obrézek ¢. 17: Odbér vzorka

k mykotickému vySetieni.

U kazdého nemocného byly odebrany
vzorky z hyperkeratozy (Cervend Sipka) a
spodiny ulcerace po lokalnim debridementu
(modra Sipka; obr. 17). Stejné odbéry vzorki
byly provedeny s odstupem 1 mésice ke zjisténi
shod danych vySetfeni. Mykotické agens byla
stanovena 2 metodami — mikroskopicky a

kultiva¢né.

Mikroskopické vySetieni

Vzorky tkéani byly vySetfeny

imunofluorescen¢né za pouziti blankoforu.

Mikroskopicky nalez Mlkroskoplcky nalez Dematiaceae
Trichophyton rubrum (Cladosporium sp.)

Dle mikroskopického vySetieni byla mykoticka agens rozdélena do 4 skupin (viz tab.
1).
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Tabulka €. 1: Srovnani analogickych nalezli detekovanych pii mikroskopickém a
kultiva¢nim vySettfeni.

Mykotické mikroskopické nalezy | Mykotické kultivacni nalezy

Negativni Negativni
Septovand nebo vétvena vlakna Dermatofyta (pi. Trichophyton rubrum)
Kandidy Candida parapsilosis, famata, albicans,

zeylanoides, Sacchromyces cerevisiae,
Rhodotorula rubra, Rhodotorula minuta

Malassezia furfur (Pithyriosporum ovale)

Spory Mucoraceae (Mucor sp.)
Aspergillaceae (Aspergillus niger)
Dematiaceae (Cladosporium sp.)
Saprofyticka flora

Kultivaéni vySetieni

Vzorky byly kultivacné vySetfeny za pouZiti Sabouraudova agaru
s chloramfenikolem, ktery je schopen zamezit pfertstani baktérii. Pro diagnostiku
dermatofyt je uréena kultivace na Sabouraudové agaru s chloramfenikolem a

cycloheximidem. Kultivace mykotickych agens se provadi pii 25-30°C a trva piiblizné 4

tydny.

Kultivaéni nalez Mucor sp.

Kultivaéni nalez Aspergillus sp.

Podle vysledkt kultivaci byla rozdélena mykoticka agens do 8 skupin (viz tab. 1).
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3.4 Aplikace kontaktnich fixaci (studie 9-11)

Typy pouzivanych fixacit

Béhem poslednich 4 let jsme uvedli do klinické praxe v Ceské republice dosud
nezavedenou metodu odlehéeni SDN pomoci TCC. Podle mechanismu jejich
zhotoveni a rizného typu odlehéeni Ize TCC rozdélit na rigidni, snimatelné (r-
TCC), fenestrované TCC a TCC modifikované dle Sarmienteho.

V klinické praxi pouzivame piedevsim z ekonomickych divodu jak pro pacienty
s neuropatickymi ulceracemi, tak pro pacienty s akutni ¢i subakutni ChaO, r-TCC. Jeji
podle vysledka klinickych studii i urychlené hojeni SDN (105, 107, 116-118). U akutni
¢i subakutni ChaO je jednoznac¢né indikovéano odlehéeni dolnich konc¢etin pomoci TCC,
nejlépe rigidni. OvSsem nevyhodou terapie rigidnimi fixacemi je fakt, ze tato lécba
vyzaduje Casté ambulantni kontroly a velky pocet vymeén fixaci (pfi kazdé ambulantni
navstéve).

Dal8imi modifikovanymi fixa¢nimi prostfedky jsou fenestrovana TCC, ktera je
indikovdna u pacientii s hlubs§imi neuropatickymi ulceracemi (W3) ke snaz$imu
lokalnimu osetfeni dolnich koncetin (obr. 18), a TCC modifikovana dle Sarmienteho.
Posledni typ fixace je urcen k odlehceni neuropatickych ulceraci v terénu vyraznych
deformit pii chronické ChaO, k odlehceni dolni koncetiny s OM tarsalnich nebo

Vv

které se ptesouva z oblasti plosky do oblasti kolenniho kloubu.

Obrazek ¢. 18: Fenestrovana TCC. Obrazek ¢. 19: TCC modifikovana dle
Sarmienteho.
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Zhotoveni snimatelné kontaktni fixace

Metodiku zhotoveni r-TCC k odleh¢eni SDN jsme v na$i republice zavedli na
zakladé modifikace zahrani¢nich metodik, zejména nizozemskych. Zhotoveni r-TCC
probiha v n€kolika etapach. V prvé tadé je nutné u pacientd s neuropatickymi
ulceracemi oSetfit vied pomoci lokalniho debridementu a povrch ulcerace prekryt
vhodnym lokalnim krytim napf. polyuretanovym, silikonovym nebo pénovym.
Abychom docilili maximalniho odlehceni dané ulcerace, aplikujeme do okoli defektu
siln¢ filcové vypodlozeni (obr. 20), které vytvarujeme podle plosky nohy, velikosti a
pozice defektu. Na takto pfipravenou dolni koncetinu se natahuje puncochovity material
a nasledné specialni tenké filcové kryti (obr. 21). Stability r-TCC je dosazeno aplikaci
dlah. Na plantu dolni koncetiny se ptiklada klasicky sadrovy obvaz. Dale se ptriklada

k plosce dolni koncetiny a na zadni plochu lytka dlaha z rigidniho materialu

Obrazek €. 20: Aplikace silného Obrazek €. 21: Aplikace tenkého

filcového vypodloZeni. filcového vypodloZeni.

zhotoveni r-TCC je aplikace semirigidniho materidlu (Softcast, 3M, Santé, Francie).
Ten musi kopirovat povrch dolni koncetiny a zafixovat jej v poZadované poloze a to
v 90° dorsalni flexi v hlezennim kloubu. Obvykle se material natad¢i na dolni koncetinu
ve 2-3 vrstvach (obr. 22). Ke konci zhotoveni fixace je upravovana prstova oblast fixace
tak, aby se vytvoril dostatecny prostor pro prsty nohy a aby bylo mozné je vizualné

kontrolovat (obr. 23). Poté je po 20 minutach TCC rozstfiZzena. Poslednim krokem
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Obrazek €. 22: Aplikace semirigidniho Obrazek ¢. 23: Uprava prstové &asti

materialu. r-TCC.

v aplikaci r-TCC je vyrobeni malé snimatelné rigidni dlahy, kterd se umistuje do
pretibidlni oblasti. Tato dlaha ma schopnost zabranit tfecim pohybiim uvniti sadry.
TaktéZz brani tvorbé zlomenin fixace v oblasti kotniku, které mohou vznikat ¢asnym
nebo nepfipustnym pohybem hlezna pii doslapu. Konecéné tpravy fixace spocivaji
v oblepeni r-TCC néplasti a tenkym podkladovym filcovym materialem.

Abychom ptedesli komplikacim [éCby, snimaji nemocni s neuropatickymi
ulceracemi denné ¢i obden r-TCC a nasledné lokaln¢ oSettuji ulcerace; bezprostiedné po
osetfeni jim doporucujeme r-TCC vzdy opét nasadit. U pacientd s akutni ChaO c¢i
neuropatickymi frakturami je r-TCC aplikovana po Ustupu vyraznych edémt dolni
koncetiny. U pacientil s ulceracemi byla r-TCC aplikovana po zvladnuti akutnich
lokalnich 1 celkovych projevil infekce (pacient musi byt afebrilni, bez vyrazné elevace
CRP, bez flegmony ¢i otoku a bez hnisavé sekrece z rany). OM ani hluboké ulcerace
Wagner 3 vSak nebyly v nasich studiich kontraindikaci nasazeni r-TCC.

Pted aplikaci r-TCC byli pacienti vzdy fadn€ pouceni o rizicich terapie TCC.
Kontrolovani byli vZzdy s odstupem jednoho tydne po aplikaci r-TCC a dale dle
klinického nalezu na dolni koncetiné - pacienti s neuropatickymi ulceracemi po 2-3
tydnech, pacienti s akutni ChaO ¢i neuropatickymi frakturami po 4 tydnech.

Nové r-TCC byly ve studiich aplikovany v piipadé vyrazné redukce otoku dolni

koncetiny nebo pii vyrazném poskozeni TCC.
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3.5 Stanoveni biochemickych parametri (studie 1-11)

Plasmatické koncentrace glukoézy byly stanovovdny oxiddzovou metodou
pomoci pfistroje Beckman Analyzer (Beckman Instruments Inc, Fullerton, CA, USA).
HbAlc byl uréen pomoci Bio-Rad Hemoglobin Alc Column Test (Bio-Rad
Laboratories GmbH, Munich, Némecko). IRI byl detekovdn pomoci radioimunoassay
za pouziti kitu IMMUNOTECH Insulin IRMA (IMMUNOTECH as, Praha, Ceska
republika). C-peptid byl ur€en pomoci Radioimmunoradioassay pouzitim IRMA kitu
(IRMA, Immunotech, Praha, Ceska republika). CRP bylo stanoveno turbidimetricky

pristrojem Cobas (Cobas Integra, Roche, Francie).

3.6 Poufité statistické metody (studie 1-11)

Statistick¢é metody pouzité v této praci zahrnovaly jak posouzeni kvalitativnich,
tak 1 kvantitativnich parametrii. PouZzivali jsme jak parametrické, tak neparametrické
testy. Parametrické testy jsme pouzili napf. pii posuzovani prumért veli€in, jejich
rozptylu a podobné. Pokud nebylo znamo rozlozeni dat, pouzivali jsme neparametrické
testovani, napiiklad medidn ¢i mezikvartilové rozloZeni.

V naSich studiich byly ke statistickému zhodnoceni vyuZity nasledujici
statistické testy:

e Jednovybérovy t-test- Tento test ndm na 5% hladin¢€ vyznamnosti testoval, zda-
li se primér dané veliCiny statisticky vyznamné 1iSil od normy. V tomto testu
jsme predpokladali odchylky pouze jednim smérem (pf. nad normu urcité
veliciny).

e Dvouvybérovy t-test- jsme pouzili v pfipadé, pokud jsme piredpokladali
normalni rozlozeni veli€iny, slouzil ke statistickému porovnani praiméra skupin.
Pouzivali jsme dvé€ varianty a to pro stejné Ci rizné rozptyly.

e Neparametricky Mann-Whitneyliv test (obdobny dvouvybérovému
Wilcoxonovu testu)- nam slouzil k porovnani stfedni hodnoty obou skupin.
Béhem jeho provedeni se spoji oba porovnavané soubory dat a ke kazdé veli¢iné
se vypocte urcité¢ potradi. Nasledné se sectou vSechna poradi v 1.souboru. Ta se
srovnaji s potadim, které bylo zjisténo ve 2. souboru.

e Parovy t-test- jsem pouZili k posouzeni zmén mezi prvnim a druhym méfenim
veli¢iny u jednotlivych osob. Ke stejnému ucelu jsme pouzili i parovy
Wilcoxoniiv test.

o Ke statistickému zhodnoceni vice skupin byl pouzit ANOVA test analyzujici
rozptyl veli¢in. Test byl schopen parametrizovat veli¢iny.Test nam odhalil, zda-

33



li priméry ve sledovanych skupinach byly rozdilné nebo zda-li pozorované
rozdily mohly vzniknout jako diisledek ndhodného kolisani.

Kruskal-Wallistiv test ndm slouzil k analyze rozptylu, ovsem za ptedpokladu
normality. Test porovnal mediany.

Spearmantiiv korelacni koeficient- koeficient byl schopen porovnat, do jaké
miry bylo uspofadéani analyzovanych dat podle veli¢iny X stejné jako uspotradani
podle veli¢iny Y. Koeficient porovnal pofadi hodnot (koeficientem se métil
model zavislosti X na Y). Vzdy se jednalo o veli¢iny na ,,stejné* trovni, které
byly pozorovany najednou- napt. koncentrace urcitych latek v krvi.

Regresni analyzy slouzily k odhadnuti druhé veli¢iny podle znalosti té prvni.
Logisticka regresni analyza popsala a modelovala vztah rizikovych faktort
k dichotomické veli¢iné (kvalitativni).

Kontingenéni tabulky jsme pouzili ke zjiSténi zavislosti jedné kvalitativni
veli¢iny na druhé. Fisheriv test byl presnéjsi, provadély se béhem n¢j vSechny
fadkové 1 sloupcové soucty v ramci moznych tabulek. Nésledné jsme vybraly
z tabulek ty, které méné odpovidaly (byly méné¢ pravdépodobné) piivodnim
kontingen¢nim tabulkdm. Hodnotou Fisherova testu byla pravdépodobnost
téchto tabulek. Jednodussi pro vétsi soubor sledovanych objektii bylo pouziti y*-
testu s kontingen¢nimi tabulkami.

McNemariiv test se vyuzival k testovani ur¢itych hypotéz napt. zavislosti jedné
veli¢iny na druhé (119).

Statistickd analyza vSech dat zjiSténych ve studii byla provedena pomoci

statistického softwaru BMDP PC 90.
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4. Prehled vysledkiu a diskuze Kk jednotlivym studiim

4.1 Abnormality imunitnich funkci ve vztahu k diabetu a jeho

komplikacim, zejména syndromu diabetické nohy (studie 1-5)

Studie 1- Vliv akutni hyperglykémie a/nebo hyperinzulinémie na funkce PMN
bunék u zdravych dobrovolniki (priloha 1-4)

Cilem nasi studie bylo posoudit vliv akutni hyperglykémie a/nebo
hyperinzulinémie na fagocytoézu a oxidativni vzplanuti PMN bunék in vivo u zdravych

dobrovolnik.

Charakteristika souboru zdravych dobrovolniki

Do nasi prospektivni studie bylo zatazeno 12 zdravych muzi mladSich 40 let,
s BMI < 28 kg.m?, bez pridruzenych onemocnéni. Zakladni charakteristiky souboru
jsou uvedeny v tabulce 2. Kazdy z dobrovolnikii mél fyziologicky krevni obraz,
normalni glukézovou toleranci ovéfenou glukdézovym toleranénim testem podle

diagnostickych kritériit WHO (48) a fyziologicky HbAlc.

Tabulka ¢. 2: Zakladni charakteristiky souboru zdravych dobrovolnikli (n=12).

Sledované parametry Pruméry a smérodatné odchylky
Primémy veék (roky) 26,9 £1,6

Lacné glykémie (mmol/l) 4,6 £0,12

HbAlc dle DCTT (%) 4,8+0,09

Kreatinin (umol/l) 97,1 £4,6

BMI (kg.m™) 24,4 + 0,84

Nikdo z dobrovolnikii nebyl 1é¢en medikaci, ktera by mohla ovlivnit glykémii,
inzulinémii nebo imunitni funkce. U vSech zdravych objektd byly pfitomny
fyziologické hodnoty sedimentace erytrocytli a biochemickych parametri (kreatinin,
urea, ionty, lipidové spektrum, mo¢ chemicky+sediment). Imunologické abnormality
byly vylouceny laboratornimi testy imunologickych funkeci (komplement, hladiny

imunoglobulini a subpopulace lymfocytl).
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Vylucovaci kritéria zahrnovala respiracni, ledvinové, jaterni, gastrointestinalni,
imunitni, infekéni a jiné onemocnéni, alkoholismus a drogovou =zavislost. Byla
vyloucena 1 jind akutni nebo chronickd onemocnéni na zdkladé¢ anamnézy pacienta,
fyzikélniho vySetteni, rutinnich laboratornich testli krevniho obrazu, biochemickych
parametrt apod. Dobrovolnici neméli zddny znamy imunodeficit a akutni infekéni
onemocnéni v poslednich 3 mésicich pfed zatfazenim do studie. VSichni dobrovolnici
podepsali informovany souhlas pfed zafazenim do studie. Struktura clampovych studii

byla projednavana a schvalena etickou komisi.

Schéma studie 1 a statistické zhodnoceni nalezenych dat

U kazdého dobrovolnika byly provedeny 4 clampové studie (HHC, HEC, HGC a
CC) podle techniky popsané v kapitole 3. PMN funkce (fagocytéza a oxidativni
vzplanuti) byly detekovany za bazalnich podminek (aktivita negativnich vzorkd) a po
stimulaci E. coli vzdy pied pfislusnou clampovou studii a po ni. Byly vypocéteny
fagocytarni a respiraéni indexy jako poméry primérmé fluorescencni intensity
fagocytujicich nebo aktivnich PMN bunék a pramérné fluorescencni intensity
nefagocytujicich nebo neaktivnich PMN bunék. VSechny imunitni parametry vcetné
jejich zmén (A — bazalni vs. bazalni hodnota, stimulovana vs. stimulovand hodnota),
které byly nalezeny po HHC, HEC a HGC, byly porovnany s parametry detekovanymi
pted jednotlivymi clampovymi studiemi a déale byly porovnany s parametry nalezenymi
béhem casové 1 volumové kompatibilntho CC, ¢imz byl odliSen eventudlni vliv
hemodiluce nebo jinych faktord spojenych s clampovou technikou (napf. stresem) na
imunologické funkce.

Po HHC a po HGC doslo k redukei celkového poctu leukocytl (viz ptiloha 1),
tyto vysledky ovSem nemohly ovlivnit procento a primérnou fluorescencni intensitu
fagocytujicich a aktivnich PMN bung¢k, jelikoz pii pritokové cytometrii je analyzovano
vzdy ptiblizné 10000 PMN bun¢k z kazdého vzorku nezavisle na poctu leukocytt.

Ke statistickému porovnani parametri imunitnich funkci nalezenych u
jednotlivych dobrovolnikii pfed a po kazdé clampové studii byl pouZzit parovy
Wilcoxonlv test a porovnani jejich zmén bylo provedeno pomoci Kruskal — Wallisova
testu. Spearman rank korelacni koeficient byl pouzit ke stanoveni signifikantnich

korelaci mezi nalezenymi vysledky. VSechna data byla uvedena jako primérné hodnoty
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+ SE. VSechna ziskana data byla také analyzovana po logaritmické transformaci ne-
Gausovsky distribuovanych dat. Za statisticky signifikatni byly povazovany nalezy

s p<0,05.

Vysledky studie 1 (tab. 3-6)

Nalezli jsme signifikantné snizend procenta fagocytujicich PMN bun¢k za
bazélnich podminek po HHC (p<0,05) a po HGC (p<0,05; tab. 3A). Ostatni parametry
fagocytozy PMN buné¢k detekované pied a po jednotlivych clampovych studiich se za
bazalnich podminek vzajemné signifikantné neliSily (tab. 3A). Zmény bazalnich hodnot
PMN fagocytozy nalezené béhem jednotlivych clampovych studii se signifikantné
neliSily od zmén detekovanych béhem CC (tab. 3B). Ostatni stimulované parametry
fagocytozy PMN bungk (tab. 4A) vcetné jejich zmén (tab. 4B) nebyly ovlivnény akutné
navozenou hyperglykémii a/nebo hyperinzulinémii béhem jednotlivych clampovych
studii. Vysledky testi oxidativniho vzplanuti PMN bunék méfené za bazélnich
podminek (tab. 5A) 1 po stimulaci (tab. 6A) pted a po jednotlivych clampovych studich
se vzajemn¢ signifikantné nelisily. Jejich zmény detekované béhem HHC, HEC a HGC
se taktéz signifikantné nelisily od nalezli prokazanych béhem CC (tab. 5B, 6B).

Signifikantné vyssi fagocytarni index a index oxidativniho vzplanuti byl nalezen
za bazélnich podminek po HEC (p<0,05). AvSak tyto indexy opét nebyly vyznamné
odli$né od indexi nalezenych béhem CC studie (tab. 3 a 5). Ostatni indexy objastiujici
aktivitu fagocytdézy a oxidativniho vzplanuti za bazalnich podminek a po stimulaci
E.coli nebyly statisticky odlisné pfii jejich porovnani pfed a po jednotlivych clampovych
studiich. Pfi srovnani jejich hodnot sindexy detekovanymi béhem CC, nebyly

prokazany signifikantni zmény i po provedené¢ logaritmicke transformaci (tab. 4 a 6)
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Tabulka ¢. 3: Fagocyt6za PMN bun¢k méfend za bazalnich podminek pied a po HHC, HEC, HGC a CC u zdravych dobrovolnikt.
A. Fagocytarni parametry detekované za bazalnich podminek pted jednotlivymi clampovymi studiemi a po nich (n=12).

Typ clampu HHC HHC HEC HEC HGC HGC CC CC

Parametry fagocytozy
Pted clampem | Po clampu | Pfed clampem | Po clampu | Pfed clampem | Po clampu |Pied clampem |Po clampu

MP fagocytujicich PMN 12,1+ 4,4 6,7+ 1,3* (7,3+£1,7 7,5+€1,5 [99+2,1 45+1,8*% [7,8+£2,2 58+1,8
bunék (%)
MFTI fagocytujicich PMN 389+121 392+70 214+122 341152 [ 177+£98 167493 418+142 427+139
bunck
Fagocytarni index 14,6+1,2 13,2+1,1  [35,8+18,6 115,1+657 |65,5+40,6 65+40,8 176+67,3 122,5+37

B. Rozdily (zmény- A) v parametrech fagocytozy detekované za bazalnich podminek béhem jednotlivych clampovych studii porovnané s rozdily
detekovanymi béhem CC (n=12).

Typ clampu HHC HEC HGC CC
Zmény
parametrl
A MP fagocytujicich PMN bun¢k |-5,4+4 0,27 £1,8 S5,1+£2 [-1,1+£2,3
A MFI fagocytujicich PMN bunék [2,84+96 |[126,5+150 [3,3+6 -27 +151
A fagocytarnich indext 1,5+0,83 [-87,2+68,8 [0,1 +0,7 |18,5+ 32

Vysledky jsou uvedeny jako primérné hodnoty + SE. HHC- hyperglykemicky hyperinzulinovy clamp, HEC- hyperinzulinovy euglykemicky
clamp, HGC- izolovany hyperglykemicky clamp, CC- kontrolni clamp, n- pocet, MP-primérné procento, MFI- primérna fluorescencni intensita,
A — zmény parametrii pied a po clampové studii. Fagocytarni index- pomér MFI fagocytujicich PMN bun¢k a MFI nefagocytujicich PMN bunék.

* p<0,05- signifikantni redukce MP fagocytujicich PMN bunék po HHC a HGC v porovnani s parametry nalezenymi pred HHC a HGC clampy,
respektive; Tp<0,05- signifikantné vyssi fagocytarni index po HEC za bazélnich podminek v porovnéni s indexem nalezenym pied HEC.
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Tabulka ¢. 4: Fagocyt6za PMN bun¢k detekovana po stimulaci E.Coli ptfed a po HHC, HEC, HGC a CC u zdravych dobrovolniki.
A. Stimulované fagocytarni parametry detekované pied jednotlivymi clampovymi studiemi a po nich (n=12).

Typ clampu HHC HHC HEC HEC HGC HGC CC CcC

Stimulované
parametry

Pied clampem |Po clampu |Pted clampem |Po clampu |Pied clampem |Po clampu |Pted clampem |Po clampu
MP fagocytujicich PMN |81,9 +3,9 81,6 +4,5 [59,4+9,6 56,4+ 7,7 |66+8,8 69,5+4,5 [60+6,8 573+7,4
bunék (%)
MFI fagocytujicich PMN | 1268+214 13334247 [1018+219 638196 | 1159+445 653+215 1129+198 1240+145
bunck
Fagocytarni index 104,4+28,8 78,7£21,7 362498 349,5+92  [451+87 429+38,2 [417+84,2 410,3+81,1

B. Rozdily (zmény- A) v parametrech fagocytozy detekované po stimulaci béhem jednotlivych clampovych studii porovnané s rozdily
detekovanymi béhem CC (n=12).

Typ clampu HHC HEC HGC CC
Zmény
parametrl
A MP fagocytujicich PMN bun¢k [-0,3+ 1,1 48+5 -3,1+0,5 2,4 +1,7
A MFI fagocytujicich PMN bunék |65,4+ 113 |[-156+57 |[-193,8+27 |-26,9 +59
A fagocytarnich indext 31,1 £41,6 [16,6 £ 11,1 [21,3+48,1 |13,4+40,7

Vsechny vysledky nalezené béhem HHC, HEC a HGC nebyly signifikantné rozdilné i po porovnani s CC.
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Tabulka ¢. 5: Oxidativni vzplanuti PMN bun¢k méfené za bazalnich podminek pied a po HHC, HEC, HGC a CC u zdravych dobrovolnik.
A.Bazélni parametry oxidativniho vzplanuti detekované pted jednotlivymi clampovymi studiemi a po nich (n=12).

Typ clampu HHC HHC HEC HEC HGC HGC CC CC
Bazalni
parametry
Pted clampem |Po clampu |Pted clampem |Po clampu |Pied clampem |Po clampu |Pted clampem |Po clampu
MP aktivnich PMN bunék (%) 4,5+ 1,4 25+04 [29+0,7 2,1£0,6 [39+1 6,8+£2,6 [34+1,1 3,1+1,1
MFT aktivnich PMN bunék 288453 300+66 501495 678£156  [475+116 494+173 | 516+128 684+175
Index oxidativniho vzplanuti | 14,6+1,2 13,2+1,1 10,1+1,4 16,5+3* 14,6+3,1 17,3£3,5 10,1+1,3 11,9423

B. Rozdily (zmény-A) v parametrech oxidativniho vzplanuti zjisténé za bazalnich podminek béhem jednotlivych clampovych studii porovnané
s rozdily detekovanymi béhem CC (n=12).

Typ clampu HHC HEC HGC CC
Zmény
parametril
A MP aktivnich PMN bunék 2+14 -0,8+£0,7 [2,8+1,7 -03+1
A MFI aktivnich PMN buné¢k 12,1 £60 177,5+104 16,6 £92 168,2 + 106
A indext oxidativniho vzplanuti 1,7+ 0,9 -50+£33  [0,7+3,8 -29+2,1

Index oxidativniho vzplanuti- pomér MFI aktivnich PMN bunék a MFI neaktivnich PMN bunék.

* p<0,05- signifikantné vyssi index oxidativniho vzplanuti po HEC v porovnani s indexem nalezenym pfed HEC; ostatni vysledky detekované
béhem HHC, HEC a HGC nebyly signifikantné rozdilné i ve srovnani s CC.
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Tabulka ¢. 6: Oxidativni vzplanuti PMN bun¢k méfené po stimulaci E.coli pied a po HHC, HEC, HGC a CC u zdravych dobrovolniki.
fed jednotlivymi clampovymi studiemi a po nich (n=12).

A.Stimulované parametry oxidativniho vzplanuti detekované

Typ clampu HHC HHC HEC HEC HGC HGC CcC CC
Stimulované
parametry
Pied clampem |Po clampu |Pted clampem |Po clampu |Ptfed clampem |Po clampu [Pted clampem |Po clampu
MP aktivnich PMN bunék (%) [ 89,6 £ 5.3 89,8+4,8 |91,1+3.3 794+89 [82,6+7 91,2+2,7 [90+3.,5 89,4+2,5
MFTI aktivnich PMN bunék 2850+508 2620+476 |2487+353 24074307 [ 1906+358 16624287 |3045+344 2886+393
Index oxidativniho vzplanuti | 104,4+28,8 78,7£21,7 [52,9+25,4 45+14,5 36,9+14,8 38,3+14,2 [37+9,6 40,1+12,5

B. Rozdily (zmény-A) v parametrech oxidativniho vzplanuti detekované po stimulaci béhem jednotlivych clampovych studii porovnané s rozdily
detekovanymi béhem CC (n=12).

Typ clampu HHC HEC HGC CC
Zmény
parametrl
A MP aktivnich PMN bunék 0,7+4,4 -11,7+88 [103+7,1 [-0,5+24
A MFT aktivnich PMN bun¢k -107+£212 |-80,3+83 [-238+198 |-158,5+ 389
A indext oxidativniho vzplanuti 29,7+353 (-1,8+21,5 |1,3+9,1 -7,1£9.4

Vsechny vysledky nalezené¢ béhem HHC, HEC a HGC nebyly signifikantné rozdilné i ve srovnani s CC.
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Diskuze ke studii 1

Cilem na$i studie bylo zjistit, zda kratkodobd akutni hyperglykémie a/nebo
hyperinzulinémie indukované clampovymi studiemi mohou ovlivnit in vivo funkce
PMN bunék u zdravych dobrovolniki. Schéma studie bylo zaloZzeno na
patofyziologickych predpokladech z ptedchozich in vitro experimentti, protoze doposud
nebyla provedena studie, kterda by zkoumala danou problematiku in vivo za piesné
definovanych clampovych podminek.

Na zékladé¢ experimentdlnich studii in vitro jsme ptedpokladali pfevazné
negativni uc¢inek hyperglykémie na fagocytézu a zvlasté na oxidativni vzplanuti PMN
bunék, 1 kdyz v nékterych ohledech jsou tyto daje kontraverzni.

Za normalnich okolnosti jsou ROI produkovany béhem oxidativniho vzplanuti
z molekuly kysliku, vody a NADPH za plsobeni NADPH oxidazy (obr. 8; 16). 40%
glukoézy je metabolizovano v PMN buikdch hex6zomonofosfatovym shuntem. Tvorba
ROI roste proporcionalné se zvySenou produkci NADPH (120). Naopak, béhem vyrazné
hyperglykémie miize dojit k saturaci hexokindzového enzymu, coz vede v polyolové
cest¢ ke konverzi glukdzy na sorbitol za plisobeni enzymu NADPH dependentni
aldozoreduktazy. NADPH je pfi této reakci spotfebovan enzymem aldozoreduktazou a
z tohoto ditvodu se miize produkce ROI snizit (121).

Béhem experimentalnich in vitro studii provadénych na neutrofilech zdravych
dobrovolnikii po kratkodobé expozici bun€k hyperglykémii byly popsany nckteré
poruchy PMN buné¢k. Cendoroglo a spol. prokazali, ze po 30 minutové inkubaci PMN
bun¢k zdravych jedinci vysoké koncentraci glukézy v médiu dochéazi k inhibici
fagocytozy i1 oxidativniho vzplanuti (29). Liberek a spol nalezli ve své studii po expozici
vysokym koncentracim glukozy (25 mmol/l) v médiu inhibici fagocytézy a intaktni
oxidativni vzplanuti PMN bun¢k zdravych dobrovolnika (122). Nielson a kol. prokazali
béhem 30 minutové inkubace in vitro poruchu oxidativniho vzplanuti PMN buné¢k
zdravych jedincii v zavislosti na vzristajici koncentraci glukézy v médiu v rozmezi 11-
56 mmol/l (123).

V nasi clampové studii jsme nenalezli u zdravych dobrovolnikti signifikantni
vliv kratkodobé akutni hyperglykémie (17 mmol/l) na PMN funkce, a to jak na

fagocytozu, tak na oxidativni vzplanuti PMN bunck. Tento nalez mtze byt ovlivnén
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kompenzacnim efektem obou vySe zminénych patofyziologickych mechanismu
ovliviujicich produkci ROI.

Obdobn¢ jako u hyperglykémie jsme nenalezli ani statisticky vyznamny vliv
kratkodobé hyperinzulinémie na funkce PMN bunék u zdravych dobrovolniki. Podle
pfedchozich experimentalnich studii jsme piedpokadali, ze inzulin mtze aktivovat
hlavni funkce PMN bun¢k jeho specifickou vazbou na membranovy receptor PMN
buiiky (124, 125). Inzulin je také schopen zvysit in vitro vychytavani glukozy PMN
bunikami u nediabetickych jedinct, aniz by ovlivnil permeabilitu jejich plasmatickych
membran pro glukézu (126). Spagnoli potvrdil aktivaci PMN funkci v dtsledku vysoké
koncentrace inzulinu (126). Na druhé strané, Hu a spol. ukazali ve své studii, Ze inzulin
oslabuje PMN oxidativni vzplanuti (127).

V na$i studii jsme ale nenalezli vyznamny vliv kratkodobé hyperinzulinémie
navozené béhem HEC na imunologické funkce PMN bunék u zdravych dobrovolniki.
Ve shod¢ s nasimi vysledky byly nalezy Safronové a spol. (124), které prokazaly, ze po
60 minutové inkubaci bunék v riznych koncentracich inzulinu nezménil inzulin bazalni
produkci ROI v PMN bunikach. Avsak autofi podotkli, ze inzulin mize modulovat na
rozdil od bazalnich parametrii stimulované parametry oxidativniho vzplanuti cestou
fosforylace tyrosinu v zavislosti na teplot¢ a predchozim ovlivnéni PMN buné¢k
inzulinem.

Recentni studie Walranda a spol. sledovala, obdobné jako nase clampové studie,
vliv hyperinzulinémie na PMN bunky zdravych dobrovolnikii in vivo. Na rozdil od nasi
studie, byly nalezeny u zdravych dobrovolniki zvySend chemotaxe, fagocytdza a
baktericidni kapacita po 4 hodinovém HEC (20). Rozdily mezi Walrandovou a nasi
studii spocivaly v niz8i hladiné inzulinémie navozené béhem Walrandovy studie
v porovnani s naSim HEC (46 vs. 60 mU/l) a v rozli¢cnych metodach stanoveni PMN
funkci. NejpodstatnéjSim rozdilem je, Ze oproti nasi studii neprovedli Walrand a spol.
porovnani nalezenych dat s vysledky nalezenymi béhem CC a nebyl tedy vyloucen vliv
dalsich faktori spojenych s clampem, jako stresu, casu a volumové expanze. V nasi
studii jsme pouzili fyziologictéjsi stimulans imunologickych funkci PMN bunék
(E.coli), nez bylo pouzito ve studii Walranda a spol. (fMLP a PMA; 20).

Existuje mnoho rozdilti mezi studiemi provedenymi in vivo, které stanovuji vliv

kratkodobé hyperglykémie a/nebo hyperinzulinémie, a experimentalnimi in vitro
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studiemi. In vitro studie pouzivaji k testovani vyrazné vyssi koncentrace glukozy (az 56
mmol/l) oproti hyperglykémiim, se kterymi se setkdvame v humanni medicin€. V nasi
studii jsme testovali glykémii 17 mmol/l, ktera je realistictejsi 1 v klinické praxi. Navic
studie provadéné in vitro neodrazeji fyziologické regulacni mechanismy, které
kompenzuji vliv akutni hyperglykémie a hyperinzulinémie na funkce PMN bun¢k u
zdravych jedincii in vivo. Tyto mechanismy jsou napt. zprostfedkovany sekundarnimi
messengery jako intracelularnim kalciem, tyrosinkinazou, enzymy
hex6zomonofosfatového  shuntu, cytokiny a  scavengerovskym  systémem
reprezentovanym napt. superoxiddismutézou.

Limitacemi nasi studie byly variace pii stanoveni detekovanych parametrii
fagocytozy a oxidativniho vzplanuti PMN bunék, které byly korigovany adekvatnimi
statistickymi metodami. Nemiizeme vylou¢it mensi zmény PMN funkci spojené
s kratkodobymi zménami gluk6zy a inzulinu, jez by mohly byt detekovany pfi vétSim
poctu osob (tj. vyssi sile studie). Clampové studie jsou vSak metodologicky natolik
narocné, ze na§ pocet 12 vySetfovanych osob odpovida bézné publikovanym in vivo
studiim.

Klinicky vyznamna redukce PMN funkci se objevuje v praxi jen ziidka. Je
reprezentovana napt. chronickou granulomatdzni chorobou, deficitem myeloperoxidazy,
deficitem  Glc-6-P-dehydrogendazy v leukocytech a  geneticky  pfenosnymi
metabolickymi chorobami (128). VSechny zminéné choroby se projevuji opakovanymi
vaznymi infekcemi a obvykle tito pacienti maji patologické parametry fagotestu a
bursttestu. Tyto abnormality nebyly vnasi studii nalezeny u Zzadného zdravého

dobrovolnika.

Studie 2- Vliv akutni hyperglykémie a hyperinzulinémie na funkce PMN bunék u
pacientii s diabetes mellitus 1.typu (pfilohy 5-6)

Jelikoz nebyly prokdzany zadné abnormality funkci PMN bunék vlivem
akutnich metabolickych zmén u zdravych dobrovolniki, pokusili jsme se v nasledujici
studii sledovat podobnymi prostiedky zmény PMN funkci u pacienti s diabetes mellitus

l.typu. Cilem této prospektivni studie bylo posoudit vliv akutné navozené
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hyperglykémie a hyperinzulinémie na fagocytézu a oxidativni vzplanuti PMN bunék u

pacientt s diabetes mellitus 1.typu.

Charakteristika skupiny pacientii
Do prospektivni studie bylo podle vstupnich kritérii zafazeno 10 nemocnych.
Vstupni kritéria zahrnovala:

o Diabetes mellitus 1.typu trvajici alespon 5 let, bez dalSich ptidruzenych chorob

o Nepfitomnost pozdnich mikrovaskularnich komplikaci diabetu (diabeticka
retinopatie, nefropatie nebo polyneuropatie)

o Nizky C-peptid odpovidajici dlouhodobému trvani diabetu 1.typu (pramérné
hodnoty v souboru byly nala¢no 0,04+0,016 pmol/l a 6 minut po stimulaci 1 mg
glukagonu 0,05+0,022 pmol/l)

o BMI<28 kg.m™

o Nepritomnost akutniho infek¢niho onemocnéni v poslednich 3 mésicich ptred
zafazenim do studie

o Nepfitomnost zndmého defektu imunity.

Zakladni charakteristiky souboru pacientl jsou uvedeny v tabulce 7.

Tabulka €. 7: Charakteristika souboru pacientt s diabetes mellitus 1.typu (n=10).

Vysetfované parametry Priméry a smérodatné odchylky
Vék (roky) 284+ 1,9

Trvani diabetes mellitus (roky) 9,1+1,5

HbAlc dle DCCT (%) 8,1+0,3

Lac¢na glykémie (mmol/l) 12+1,1

Kreatinin (umol/l) 89,5+24

BMI (kg.m™) 23,5+0,8

Spotieba inzulinu (j/den) 453 +4,1

Vylucovaci kritéria a spektrum vySetifeni vylucujici organické postizeni nebo
poruchu imunitnich funkci byly obdobné jako u zdravych dobrovolnikii ve studii 1.
Pacienti podepsali pted vstupem do studie informovany souhlas. Studie byla schvalena

lokalni etickou komisi.

Schéma studie 2 a statistické zpracovani nalezenych dat

Pacienti s diabetes mellitus 1.typu absolvovali postupné HHC a CC dle
metodiky popsané v kapitole 3. Statistické porovnani parametri fagocytézy a
oxidativniho vzplanuti PMN bun¢k bylo provedeno obdobnym zplisobem jako ve studii

1.
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Vysledky studie 2

U pacienti s diabetes mellitus 1.typu nebyly nalezeny signifikantné¢ rozdilné
parametry fagocytozy detekované po HHC za bazalnich podminek a po stimulaci E.coli
pfi jejich srovndni s vysledky nalezenymi pfed HHC (tab. 8). Parametry oxidativniho
vzplanuti PMN bun¢k detekované za bazalnich podminek a po stimulaci E.coli nebyly
také vyznamné ovlivnény akutné navozenou hyperglykémii a hyperinzulinémii béhem
HHC (tab. 10). Jak parametry fagocytozy, tak parametry oxidativniho vzplanuti
nalezené béhem HHC se signifikantné neliSily od parametrt nalezenych béhem CC (tab.
8 a 10). Zmeény (A) parametri PMN fagocytdzy a oxidativniho vzplanuti béhem HHC
nebyly signifikantné rozdilné¢ od zmén detekovanych béhem CC (tab. 9 a 11).

Ani fagocytarni indexy, které jsou méng variabilni neZz absolutni hodnoty
ptislusnych parametr, se signifikantné nezménily béhem obou clampovych studii (tab.
8 a 9). Pouze index oxidativniho vzplanuti nalezeny za bazalnich podminek po HHC byl
vyznamné vysSi ve srovnani s indexem nalezenym pied danou clampovou studii (tab.

10), avSak signifikantné se neliSil od vysledkl detekovanych béhem CC (tab. 10 a 11).

Diskuze ke studii 2

Jelikoz u zdravych dobrovolnikii nebyla odhalena porucha imunitnich funkci
PMN buné¢k béhem clampovych studii, sledovali jsme ve studii 2 mozné zmény PMN
funkci navozené akutni hyperglykémii a hyperinzulinémii u pacientti s diabetes mellitus
l.typu in vivo. Na zaklad¢ literarnich dat a podle patofyziologickych ptedpokladi
vyplyvajicich z metabolickych reakci Uc€astnicich se na vzniku ROI jsme ocekavali
poruchu PMN fagocytdzy a oxidativniho vzplanuti.

Funkce PMN bun¢k zahrnujici motilitu, fagocytéozu a baktericidni aktivitu,
vyzaduji energii, kterd se ziskava z glukézy (129). U pacientil s diabetes mellitus byla
nalezena 50% redukce vyuziti glukézy a aerobni glykolyzy v PMN bunkéch (130), a
proto zminéné PMN funkce mohou byt alterovany. Jak bylo prokazédno ve studii
Cavalota a spol., inzulin zvySuje glykolyzu a vyuzitelnost glukézy v PMN buiikach a
tim zlepSuje jejich funkce, které byvaji u diabetikii poskozeny vlivem nedostatku
inzulinu zejména u dekompenzovanych osob (125). Esmann a spol. podpofili hypotézu,

ze 1écba inzulinem muize normalizovat PMN funkce nejen dosazenim lepsi metabolické
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Tabulka ¢. 8: Parametry fagocytézy PMN bun¢k detekované za bazalnich podminek a po stimulaci E. coli pfed a po HHC a CC u pacientt
s diabetes mellitus 1.typu (n=10).

Typ clampu HHC HHC CC CC
Za bazalnich podminek Po stimulaci Za bazélnich podminek Po stimulaci

Sledované
parametry

Pted clampem |Po clampu |Pied clampem |Po clampu |Pfed clampem |Po clampu |Pied clampem |Po clampu
MP fagocytujicich 9,1+ 1,6 13,2+3,2 53,7+6,2 57,5+5,6 202+7,3 13,4 +4,1 73,9+4,4 80,5+ 3,6
PMN bunék (%)
MFI fagocytujicich |438 + 68 370 £ 72 1184 + 129 1198+ 138 328 +75 321 £60 1540 + 160 1609 + 169
PMN bun¢k
Fagocytarni index |140,5 + 26,5 124,5+ 24,4 [316,6 £43,3 |333,1+34,9 [107,8+27,4 [105,4+22,4 [407 £ 50,1 384,6 + 58,9

Tabulka €. 9: Rozdily (zmény) v parametrech fagocytézy PMN bunck nalezené pted a po HHC za bazalnich podminek a po stimulaci E.
coli porovnané i s rozdily detekovanymi béhem CC u pacientt s diabetes mellitus 1. typu (n=10).

Typ clampu

HHC

HHC

Po stimulaci

CC

CC

Za bazalnich podminek

Zmény parametra

Za bazalnich podminek

Po stimulaci

A MP fagocytujicich PMN bunék | 4,1 +£2,5 1,3+4,2 -6,8+£5,9 6,6 £3,1
A MFI fagocytujicich PMN bunék | -67,8 +£90 16,8 + 98 -6,6 £48 69,6 + 64,7
A Fagocytarnich indexti -16,0 + 30,1 -6,8 £24,8 2,4+ 18,2 -22,5+25,3

Hodnoty jsou uvedeny jako praméry + SE; HHC- hyperglykemicky hyperinzulinovy clamp, CC- kontrolni clamp, n- pocet, MFI- primérna
fluorescencni intenzita, MP- primérné procento, A- zmény sledovanych parametrt pred a po pfislusné clampové studii. Fagocytarni index-
pomér MFI fagocytujicich PMN bunék a MFI nefagocytujicich PMN bunék.
VSechny parametry zjisténé béhem HHC nebyly signifikantné rozdilné i ve srovnéani s CC;
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Tabulka ¢. 10: Parametry oxidativniho vzplanuti PMN buné¢k za bazalniho stavu a po stimulaci E. coli pfed a po HHC a CC u pacient

s diabetes mellitus 1.typu (n=10).

Typ clampu HHC HHC CC CC
Za bazélnich podminek Po stimulaci Za bazélnich podminek Po stimulaci

Sledované
parametry

Pted clampem |Po clampu |Pfed clampem |Po clampu |Pfed clampem |Po clampu Pted clampem | Po clampu
MP aktivnich PMN [0,7 £0,2 0,5+0,1 56,7+6,9 50,7+ 6,5 0,6+0,2 0,8+0,3 66,4+ 82 67,0 +8,7
bunék (%)
MFTI aktivnich PMN |1313 + 200 1392+ 158 2730 + 465 2509 +304 |1085+ 198 1246 + 191 3230+ 533 3096 +555
bun¢k
Indexy oxidativniho |10,4 + 0,9 148+ 1,7% 13,1 +2,1 12,1 £1,8 11,5+2 17,9+72 26,1 £ 13,5 26,1 +£10,7
vzplanuti
Tabulka €. 11: Rozdily (zmény) v parametrech oxidativniho vzplanuti PMN bunék nalezené pied a po HHC za bazalniho stavu a po
stimulaci E.coli porovnané i s rozdily detekovanymi pted a po CC u pacientli s diabetes mellitus 1. typu (n=10):

Typ clampu HHC HHC CC CC
Za bazalnich podminek Po stimulaci Za bazalnich podminek Po stimulaci

Zmény parametril

A MP aktivnich PMN bunék [-0,2+0,6 -2,1+164 0,2+0,8 -0,7+12,8
A MFT aktivnich PMN bun¢k | 78,7 479 -221,2 £ 577 160,6 + 760 129,7 + 387,4
A indext oxidativniho 44+1,6 -09+1,1 6,4+54 -2,7£3,5

vzplanuti

Index oxidativniho vzplanuti- pomér MFI aktivnich PMN bunék a MFI neaktivnich PMN bunék.
*p<0,05 index oxidativniho vzplanuti PMN bungk byl signifikantné vys$si po HHC v porovnani s indexem nalezenym pfed danym
clampem; Ostatni vysledky zjisténé béhem HHC nebyly signifikantné rozdilné i ve srovnani s CC.
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kontroly, jak prokazaly in vivo studie u diabetickych pacientii, ale také pfimym efektem
inzulinu (131). Inzulin hraje hlavni roli v modulaci oxidativniho vzplanuti PMN buné¢k -
inzulin sice nestimuluje hexdézovy transport v PMN buikdach, ale reguluje intraceluldrné
glukézovy metabolismus jinymi cestami. Bylo prokdzano, ze se inzulin navazuje na
membranovy receptor PMN bunky a aktivuje tak jeji hlavni funkce (20, 124, 125). Dalsi
mozné vysvétleni stimulacniho U¢inku inzulinu na fagocytézu spociva v jeho vlivu na ¢ésti
bunécného cytoskeletu a sekreci PMN granuli (132). Za bazdlnich podminek se plisobenim
inzulinu produkce ROI neméni, nicméné inzulin mize ménit stimulované oxidativni
vzplanuti, které mtize byt ovlivnéno interakci signaliza¢ni kaskady inzulinu se stimulujicimi
receptory PMN bunék (124). Walrand a spol. zdokumentovali, podobn¢ jako jini autoii (124,
126) béhem in vitro studii, stimula¢ni vliv infuze inzulinu na fagocytéozu a oxidativni
vzplanuti PMN bunék u osob bez diabetu (20). Ovsem Hu a spol. prokazali, ze produkce ROI
PMN buiikami inkubovanymi s inzulinem (30 a 300 mU/1) byla u zdravych kontrol snizena
(127).

U pacientii s diabetem je vétSina vyzkuml zaméfena na in vitro studie provadéné na
PMN bunkach (133, 134). Nékteré znich prokdzaly alteraci fagocytézy a oxidativniho
vzplanuti PMN bunék. Jiné studie demonstrovaly inhibi¢ni vliv vysokych hladin gluk6zy na
vznik ROI (123, 135-140). IThm, podobné¢ jako Uchimura, nalezl u pacienta s diabetes mellitus
redukované PMN intracelularni zabijeni vlivem vysokych koncentraci glukézy v médiu (35,
141); Wilson prokézal totéz, ale v exponencidlné se zvySujicich koncentracich glukoézy
v médiu (od 5 do 50 mmol/l; 142). Na druhé strané jiné studie naopak neprokéazaly alteraci
PMN fagocytozy a oxidativniho vzplanuti (40, 143, 144). Rozdily mezi vysledky studii
provadénych in vitro a in vivo lze vysvétlit riznymi faktory, napt. experimentalni in vitro
studie pouzivaji k testovani rozli¢né i nefyziologické koncentrace glukézy v médiu (11-56
mmol/l) v porovnani s koncentracemi glukézy typickymi pro lidsky organismus. U¢inek
akutné indukovanych metabolickych zmén ptsobicich na PMN funkce in vivo miize byt
znacn¢ odlisny od vlivu vysokych koncentraci gluk6zy nebo inzulinu in vitro, protoze se do
néj zapojuji dalsi regulacni mechanismy. Jesté vice se od situace in vitro li§i chronicky vliv
hyperglykémie vyskytujici se u dekompenzovanych pacienti s diabetes mellitus 1.typu,
jelikoz se ptidavaji 1 dalsi faktory zahrnujici napt. psychosocialni aspekty.

Nase studie prokazala po HHC signifikantné vyssi index oxidativniho vzplanuti PMN
bun¢k za bazalnich podminek v porovnani sindexem nalezenym pfed HHC. Ovsem tyto

vysledky se signifikantné¢ neliSily od dat zjisténych béhem CC. Ostatni parametry

50



oxidativniho vzplanuti spolu s parametry fagocytozy se u pacienti s diabetes mellitus 1.typu
signifikantné nezménily vlivem akutné navozené hyperglykémie a hyperinzulinémie.

Jsme si védomi nékterych limitaci nasi studie, napt. variaci detekovanych parametrt
PMN funkci, které ale byly korigovany adekvatnimi statistickymi metodami. Podobné¢ jako ve
studii 1 nemizeme vyloucit méné pokroc¢ilé abnormality PMN funkci zpiisobené
kratkodobymi zménami sérovych hladin glykézy a inzulinu, které mohou byt detekovany az
pfi vétsSim poctu sledovanych osob. Data nalezena béhem studie nebyla porovnana s daty,
kterd by byla ziskana béhem HEC a HGC, jako tomu bylo ve studii 1. Zminéné clampové
studie nebyly provedeny vzhledem knemoznosti udrzet kontinudln¢ izolovanou
hyperinzulinémii nebo hyperglykémii bez vlivu spoluptsobicich latek (glukozy, inzulinu).

HGC by mohl dokonce v nékterych piipadech vést k navozeni mirné formy ketoacidozy.

Studie 3- Nespecificky imunitni systém u pacienti se SDN (pFiloha 7):

Cilem nasi prafezové studie bylo posoudit rozdily funkéni kapacity nespecifického

imunitniho systému mezi pacienty se SDN a zdravou populaci.

Charakteristika souborii pacientii
Do nasi studie byli zafazeni pacienti se SDN, ktefi spliiovali nésledujici vstupni
kritéria:
o Diabetes mellitus 2.typu, pacienti mladsi 65 let
o Lécba SDN (diabetickych ulceraci) standardnimi metodami (1) po dobu alespoil 3
mésict
o Pacienti bez t€z8i chronické renalni insuficience (kreatinin < 150 umol/l) a bez
hemodialyzy
o Bez znamého defektu imunity
o Bez ICHDK (ICHDK byla definovana jako Dopplerovské indexy (kotnik/paze) < 0,8,
tenze transkutanniho kysliku (TcPO2) < 30 mm Hg nebo angiograficky nélez stenéz
¢i obliteraci tepenného fecist¢ dolnich koncetin)
o Bez orgénové transplantace
o Nepiitomnost akutni infekce v poslednich 3 mésicich pfed zafazenim do studie.

Dle vstupnich kritérii bylo do studie zatfazeno 19 pacientli se SDN (primérny vék 55 +
11 let, trvani diabetu 20 £ 9 let, primérny HbAlc 8,5 £ 2 % dle DCCT, trvani diabetické
ulcerace 32 £ 46 meésicl, primérna doba lécby ATB pifed zatazenim do studie 13 = 14

mesict). Parametry fagocytozy a oxidativniho vzplanuti byly porovnany s kontrolni skupinou
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20 zdravych dobrovolnikt, ktera byla srovnatelna vékem i pohlavim se sledovanou skupinou

pacientil.

Schéma studie 3 a statistické zpracovani nalezenych dat

U vSech sledovanych subjektli byly stanoveny glykémie a HbAlc vzdy pii odbéru
vzorku krve k detekci imunitnich funkci. Zminéné biochemické parametry a parametry
fagocytozy a oxidativniho vzplanuti PMN bunck byly urCeny podle metod popsanych
v kapitole 3.

Béhem studie byly porovnany mezi pacienty se SDN a zdravymi kontrolami
parametry fagocytozy a oxidativniho vzplanuti PMN bunék detekované za bazalnich
podminek a po stimulaci E.coli. Ke statistickému porovnani dat ziskanych od pacientd se
SDN a od kontrolni skupiny byl pouzit parovy Wilcoxonlv test. VSechna data jsou uvedena

jako primérné hodnoty + SD. Za statisticky signifikantni byly povazovany nalezy s p<0,05.

Vysledky studie 3

Byly nalezeny pouze signifikantné redukovand procenta fagocytujicich PMN bun¢k po
stimulaci E.coli u pacientli se SDN v porovnani se zdravou populaci. Ostatni parametry
fagocytozy (tab. 12A a B) a oxidativniho vzplanuti PMN bunék (tab. 13A a B) se mezi

sledovanymi skupinami signifikantné neliSily jak za bazalniho stavu, tak po stimulaci E.coli.

Tabulka €. 12: Srovnani parametrti fagocytozy PMN bunék nalezenych za bazalniho stavu (A)
a po stimulaci E.coli (B) mezi pacienty se SDN a zdravou populaci.

A.

Sledované parametry Pacienti se SDN (n=19) Kontrolni skupina P
(n=20)

MP fagocytujicich PMN bunék (%) 9,9+ 6 9,3+4 NS

MFT fagocytujicich PMN bunck 505 +£201 460 + 352 NS

B.

Sledované parametry Pacienti se SDN (n=19) Kontrolni skupina P
(n=20)

MP fagocytujicich PMN bunék (%) [66,4 +24 * 81,8 £ 10 <0,05

MEFTI fagocytujicich PMN bunék 1145+ 275 1309 + 450 NS

Hodnoty jsou uvedeny jako pruméry + SD; n- pocet, MFI- primérna fluorescenc¢ni intenzita,
MP- primérné procento, P-signifikance, NS- nesignifikantni; *- p< 0,05- signifikantné
snizené MP fagocytujicich PMN bunck po stimulaci u pacienti se SDN oproti zdravym
kontrolam; Ostatni parametry nebyly signifikantné rozdilné.
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Tabulka ¢. 13: Srovnani parametrt oxidativniho vzplanuti PMN buné¢k za bazalniho stavu (A)
a po stimulaci E.coli (B) mezi pacienty se SDN a zdravou populaci.

A.
Sledované parametry Pacienti se SDN (n=19) Kontrolni skupina P
(n=20)
MP aktivnich PMN bunék (%) [3,2 +2 4,6 +£3 NS
MFTI aktivnich PMN bunék 442 + 454 502 + 303 NS
B.
Sledované parametry Pacienti se SDN (n=19) Kontrolni skupina
(n=20)
MP aktivnich PMN bun¢k (%) [92 +9 97+4 NS
MFTI aktivnich PMN bunék 4568 £ 1559 5217 £ 1363 NS

Vsechny parametry nebyly signifikantné rozdilné.

Studie 4- Zmény imunitniho systému a zanétlivych parametri u pacientii se SDN

(prilohy 8-10)

Cilem prufezové studie bylo zjistit rozdily vybranych parametrii nespecifického a
specifického imunitniho systému a zanétlivych markeri mezi pacienty s chronickou

bakterialni infekci v rdmci SDN a zdravymi dobrovolniky.

Charakteristika souborii pacienti

Do studie bylo zafazeno 35 pacienti se SDN dle vstupnich kritérii shodnych se studii
3. Kontrolni skupinu tvofilo 28 zdravych dobrovolniki, ktefi odpovidali vékem i pohlavim
studované skupiné diabetikd. Charakteristika skupiny nemocnych se SDN je zobrazena

v tabulce 14.

Tabulka ¢. 14: Charakteristika sledovanych pacientii se SDN (n=35).

Sledované parametry Pruméry a smérodatné odchylky
Vék (roky) 56 +9,1

HbAlc (%) dle DCCT 8,7+1,6

Lac¢na glykémie (mmol/l) 10£3,2

BMI (kg.m™) 30,3 + 4,3

Kreatinin (umol/l) 101,4 + 20,7

Schéma studie 4 a statistické zpracovani nalezenych dat
Parametry zanétu a nespecifického imunitniho systému:

Béhem studie 4 byly posuzovany u obou sledovanych skupin rozdily v krevnim
obrazu, sérovych hladinach CRP, v komplementu (C3, C4) a cirkulujicich imunokomplexech

(CIK). Krevni obrazy a diferencialni pocty byly stanoveny analyzatorem Abbott 3500 (Abbott
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3500, USA). CRP a C3, C4 byly urc¢eny turbidimetricky piistrojem Cobas (Cobas Integra,
Roche, Francie). CIK byly detekovany zakalovou metodou po ode¢teni Readerem po inkubaci
séra s polyethylenglykolem a boratovym pufrem.

Parametry specifického imunitniho systému:

Béhem studie byly porovnadny mezi sledovanymi skupinami sérové hladiny
imunoglobulinti a subpopulace T-lymfocyti. Jednotlivé imunoglobuliny (IgA, IgM, 1gG) byly
stanoveny turbidimetricky pomoci pfistroje Cobas (Cobas Integra, Roche, Francie).
Subpopulace T-lymfocytli byly detekovany pritokovou cytometrii po navazani znacené
monoklonalni protilatky na specifické povrchové antigeny jednotlivych lymfocytarnich
populaci (Becton and Dickinson, USA).

VSechny vysledky jsou uvadény jako primérné hodnoty + SD; vysledky byly
statisticky zhodnoceny pomoci t-testu a neparametrického Mann-Whitneyova testu. Za

statisticky signifikantni byly povazovany nalezy s p<0,05.

Vysledky studie 4

V nasi studii byly nalezeny signifikantn€ zvySené hladiny zanétlivych markert —
sedimentace erytrocytd (FW), CRP, hladiny leukocytl, neutrofilii a CIK u pacientli se SDN
v porovnani s kontrolni skupinou (tab. 15). Ov§em 69% nemocnych mélo CRP v normé a

83% pacientii mélo hladiny leukocyti v normé.

Tabulka €. 15: Porovnani zanétlivych imunologickych parametri mezi pacienty se SDN a
kontrolni skupinou.

Sledované parametry ‘ Pacienti se SDN (n=35) Kontrolni skupina (n=28) P

FW (mm) 41/72 +29/31 9/22 +7/15 <0,001
CRP (mg/]) 58+10,7 1,6+ 1,8 <0,05
Leukocyty (x10”/1) 7,7 +2,1 6,6 +2,1 <0,05
Neutrofily (x10°/1) 4,7+1,9 39+1,7 <0,05
Lymfocyty (x10°/1) 22+0,8 2,1+0,6 NS
Monocyty (x10°/1) 0,47+ 0,18 0,39+ 0,21 NS
Eosinofily (x10”/1) 0,26+ 0,16 0,14 £ 0,08 <0,001
Basofily (x10°/1) 0,08 + 0,09 0,05 = 0,03 <0,05
CIK (U) 43 +29 28+ 18 <0,05

Hodnoty jsou uvedeny jako priméry + SD; n- pocet, FW- sedimentace erytrocyti, CRP- C-
reaktivni protein, CIK- cirkulujici imunokoplexy; P-signifikance, NS- nesignifikantni.

Pfi studiu ostatnich parametrii byly nalezeny signifikantné vys$si sérové hladiny

imunoglobulinti IgA a IgG u pacientii se SDN v porovndni se zdravymi kontrolami. Ostatni
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slozky nespecifického imunitniho systému (C3 a C4) spolu se slozkami specifick¢é imunity

(IgM) se vyznamné neliSily mezi studovanymi skupinami (tab. 16).

Tabulka ¢. 16: Srovnani imunologickych parametrti mezi pacienty se SDN a zdravymi

kontrolami.

Sledované parametry Pacienti se SDN (n=35) Kontrolni skupina (n=28) P

IgA (g/1) 3,5+1,6 2,4+0,9 <0,01
IgM (g/1) 1,2+0,8 1,2+0,7 NS
IgG (g/1) 129+5,2 10,8 £2.8 <0,05
C3 (g/) 1,2+0,3 1,1£0,2 NS
C4 (g/1) 0,2 +0,05 0,18 + 0,04 NS

Ig- imunoglobulin, C- ¢ast komplementu.

Pii rozboru subpopulaci T lymfocytl mezi sledovanymi skupinami bylo nalezeno

vys$si procento CD8+ T lymfocytl u pacientti se SDN, coz ovlivnilo vysledny imunoregula¢ni

index (CD4/CDS), ktery byl u této skupiny nemocnych signifikantné nizsi oproti kontrolam

(tab. 17).

Tabulka ¢. 17: Subpopulace T-lymfocytl u pacientii se SDN a u zdravé populace.

Sledované parametry

Pacienti se SDN (n=35)

Kontrolni skupina (n=28) P

CD3 Lymfocyty (%) 75+9 72+9 NS
CD4 Lymfocyty (%) 44 £ 10 46+ 8 NS
CD8 Lymfocyty (%) 33+ 13 25+ 10 <0,01
Lymfocyty CD16/56 - NK 14+6 179 NS
bunky ( %)

CD 69 Lymfocyty (%) 9+4 11+4 NS
Imunoregula¢ni index CD4/CDS8 | 1,6 = 0,8 2,1£09 <0,05

CD- Cluster of differentiation, NK- Natural killers

Ve studii jsme hodnotili 1 korelace nalezenych imunologickych parametri
s kompenzaci diabetu. Dle vysledki, HbAlc pozitivné koreloval pouze s imunoregulacnim
indexem CD4/CD8 (r= 0,447, p<0,001), coz je zndzornéno v grafu 2. Ostatni nalezené

imunologické parametry nemély vyznamny vztah ke kompenzaci diabetu.

Diskuze ke studii 3 a 4

Pii vySetfovani imunologickych funkci PMN bun¢k u pacientii se SDN a s chronicky
infikovanymi ulceracemi bylo nalezeno signifikantné nizs§i procento fagocytujicich PMN
bunék po stimulaci E.coli v porovnani s kontrolni skupinou zdravych dobrovolnikii. Nicméné

produkce ROI nebyla oproti kontrolni skupiné vyznamné odlisna.
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Graf ¢. 2: Korelace HbAlc s imunoregulacnim indexem (CD4/CD8) u pacientti se SDN
(n=35).

3,5 r=0.447
p<0.001

CD4/CD8

HBA1c (%)

Jak jsme se jiz zminili, v literatufe jsou popsany kontroverzni vysledky studii
zkoumajicich fagocytézu a oxidativni vzplanuti PMN bun¢k u pacientl s diabetem. Néekteré
studie neprokéazaly vyraznou alteraci (40, 42, 142, 143, 145), jiné popsaly urcité abnormality
fagocytozy u diabetickych pacienti (25, 146, 147). Napt. Marhoffer a spol. prokazal
redukovanou fagocytozu i1 oxidativni vzplanuti PMN buné¢k pacientl s diabetem v porovnani
se zdravymi kontrolami (25), podobné jako Peck a spol., ktery zkoumal pouze produkci ROI
(148). Serlenga prokazal poruchu pocatecni faze fagocytdzy, ale ne produkci ROI (147).

Byl prokazan i signifikantni vliv kompenzace diabetu na funkce PMN bunék (145).
Napt. ve studii Marhoffera a spol. byla nalezena negativni korelace mezi HbAlc a
fagocytozou PMN bunék (25).

V nasi studii jsme predpokladali vyssi fagocytarni aktivitu i produkci ROI u pacientt
s chronicky infikovanymi diabetickymi ulceracemi vlivem chronické infekce, dekompenzace
diabetu a zvySeného oxidacniho stresu. Nenalezli jsme signifikantni rozdily v obou
imunitnich funkcich PMN bunék mezi pacienty se SDN a zdravou populaci, pouze procenta
fagocytujicich stimulovanych PMN bunék, nikoli ale jejich aktivita, byla snizend. Proto se
zd4, ze reaktivita PMN funkci je u pacientli se SDN sniZena, jelikoZ za normalnich okolnosti
by v ptitomnosti infekce méla byt u zdravé populace vyssi. Také jsme nenalezli ptimy vztah
mezi PMN funkcemi a HbA 1c, pouze vztah mezi HbAlc a subpopulacemi T-lymfocytl. NasSe
vysledky se shodovaly s nalezy studie, ktera prokdzala, Ze dobie kompenzovani diabetici maji

baktericidni aktivitu srovnatelnou se zdravymi osobami (22).
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U pacientil se zavaznou infekci v rdmci SDN nemusi byt vzdy piitomny typické
klinické ptiznaky jakymi jsou horecka, flegmoéna, sepse a nemusi byt vyznamné zvySeny
laboratorni zanétlivé parametry jakymi jsou leukocyty, FW a CRP (1, 149, 150).

Za normalnich podminek dochédzi v organismu vlivem produkce cytokinii v misté
zanétu ke stimulaci proteini akutni faze, napt. CRP (151). CRP slouzi dale v organismu jako
opsonizujici Castice, kterd aktivuje komplement a podporuje tak fagocytézu patologickych
Castic profesionalnimi fagocyty. V nasi studii jsme nalezli signifikantné¢ zvySené sérové
hladiny CRP u pacienti se SDN v porovnani se skupinou zdravych dobrovolnikli. Nicméné
naméiené hodnoty nebyly pfili§ vysoké a nevybocCovaly vyrazné z fyziologickych hodnot
(fyziologické rozmezi 1-5 mg/l), dokonce u 69% nemocnych byly v normé. Tyto nalezy
mohou svéd¢it pro poruchu zanétlivé odpovédi u pacientli s chronickou infekei pfitomnou
v diabetickych ulceracich.

V nasi studii jsme dale u pacientd se SDN nalezli zvySené sérové hladiny IgA a IgG,
které¢ mohou byt pfitomny ve zvySené miie jako zanétliva reakce a reakce ptirozenych bariér
téla na infekci pfitomnou v diabetické ulceraci. Sérové hladiny IgM byly v nasi studii u obou
sledovanych skupin v normé&. IgA se v lidském organismu vyskytuje ve dvou podobach — jako
sliznicni a sérovd forma. Tento imunoglobulin funguje jako opsonin, pficemz dale
neutralizuje antigeny lokalizované na povrchu sliznic (152). Podobné jako v na$i studii
popsaly nékteré prace také zvyseni sérovych hladin IgA u pacientl s diabetem 2. typu, a to az
0 56% (153, 154). Abnormality v sérovych hladinach imunoglobulinii byly vysvétlovany
moznou neenzymatickou glykaci imunoglobulinti, kterd mtize ovlivnit funkci danych ¢astic a
jejich metabolismus (153), nebo castou asymptomatickou slizni¢ni infekci pfitomnou u
pacientil s diabetem (151, 154).

V nasi studii byly u pacienti se SDN signifikantné zvySeny sérové hladiny CIK a déle
v krevnim obraze byly signifikantné vyssi pocty leukocyti, neutrofilii, basofilii a eosinofild
oproti kontrolni skupin€. Tyto nalezy spiSe svédCi pro mirnou aktivaci zanétlivé odpovédi,
nicméné nedosahuji takovych hodnot, které¢ bychom ocekévali u reakce organismu na infekci

ptitomnou v diabetickych ulceracich.

Pti studiu subpopulaci lymfocytii byla nalezena u pacientli se SDN signifikantné
zvySena procenta CD8+ T lymfocyti (cytotoxickych T lymfocytl), které za normalnich
okolnosti uvolnuji po kontaktu s terCovymi elementy (s builkami infikovanymi viry,
nadorovymi buiikami a bunikami aloStépu) serinové protedzy a perforiny vyvolavajici lyzu

bunék. Pfi elevaci poctu CD8+ T Lymfocytii doSlo u pacientti se SDN k signifikantnimu
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poklesu imunoregulacniho indexu (CD4+/CD8+), ktery v nasi studii pozitivné koreloval
s HbAlc. Pozitivni korelace HbA 1c s imunoregula¢nim indexem miiZze byt vysvétlena vlivem
zanétu a dekompenzace diabetu — to znamend, ¢im byl hlife kompenzovany diabetes (vyssi
HbAlc), tim byla mensi zanétliva reakce (suprese CD8+T-lymfocytil). Studie Boutera a spol.
prokézala pozitivni vliv kompenzace (poklesu glykémii) na zvySeni poctu CD4+ i CD8+ T
Lymfocyti. NarGst obou typti lymfocyti byl umérny, proto nedoSlo k signifikantnimu

ovlivnéni imunoregula¢niho indexu (155).

Studie 5- Vitaminy a vybrané prvky u pacientii se SDN a jejich vztah k funkcim PMN
bunék (prilohy 11-15)

Cilem nasi prifezové studie bylo porovnat hladiny vybranych vitamind a stopovych
prvkil a zhodnotit jejich vztah k imunitnim funkcim PMN bunék u pacientii se SDN, pacient

s diabetes mellitus 2.typu bez pozdnich komplikaci a u zdravych dobrovolniki.

Charakteristika skupin pacientii

V nasi prifezové studii byly sledovany 3 skupiny subjektii. Prvni skupina byla tvotfena
42 pacienty se SDN (muzi/zeny- 29/13, primérny vék 55 + 7,6 roku, trvani diabetu 17,9 + 8,5
roku, HbAlc dle DCCT 8,9 + 1,3%, BMI 30,5 + 4.5 kg.m’z). Druhé skupina zahrnovala 29
nemocnych s diabetes mellitus 2.typu bez pozdnich komplikaci, ktefi nebyli pted zatazenim
do studie 1é¢eni pro SDN (muzi/zeny- 19/10, primérny vék 55,8 £ 6,2 roku, trvani diabetu 9,6
+ 5,3 roku, HbAlc 8,6 £2,2%, BMI 31,9 + 5,9 kg.m'z). Vstupni kritéria byla pro ob¢ skupiny
shodna s kritérii uvedenymi ve studii 3 a 4. Kontrolni skupinu tvofilo 31 zdravych
dobrovolniki, kteti odpovidali vékem a pohlavim pfedchozim dvéma skupindm. Skupiny se

ligily v trvani diabetu (p <0,001) a BMI (p <0,001).

Schéma studie 5 a statistické zpracovani nalezenych dat

Sérové hladiny a- a y- tokoferolu byly stanoveny pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie s fluorescencni detekci (156), sérové koncentrace vitaminu C byly detekovany
modifikovanou spektrofotometrickou metodou dle Roeho a Kuethera, pii které reaguje dana
substance s 2,4 dinitrofenylhydrazidem (157), Cu a Zn byly stanoveny atomovou absorpci
(Varian Techtron AA30, Australie), sérové hladiny Fe byly uréeny pomoci fotometrické

metody se serozinem (Hitachi, Roche, Japan) a posledni sledovany prvek, Mg, byl uréen UV
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metodou s xylidilovou modfi (Hitachi, Roche, Japan). PMN funkce (fagocyto6za a oxidativni
vzplanuti) byly detekovany pratokovou cytometrii metodami popsanymi v kapitole 3.

Béhem studie byly porovnany vSechny sérové hladiny vitamin a vybranych prvka
mezi studovanymi skupinami. Hladiny celkového vitaminu E a jeho izomeri byly pfepocitany
na hladiny triacylglycerold, aby byl odstranén vliv hyperlipoproteinémie. Ve studii byly
posouzeny u vSech zatazenych subjektli do studie korelace mezi sledovanymi mikronutrienty
a parametry imunitnich funkci PMN bun¢k.

Vsechny vysledky byly prezentovany jako primérné hodnoty + SD. Data byla
statisticky zhodnocena pouzitim jedno- a dvojvybérového t-testu, neparametrického Mann
Whitneyoho testu a Wilcoxonova testu. Za statisticky signifikantni byly povaZzovany nélezy s

p<0,05.

Vysledky studie 5

Pti studiu sérovych hladin vitamini byla nalezena pouze signifikantné sniZzena
koncentrace vitaminu C u pacientii se SDN v porovnani se skupinou nemocnych s diabetes
mellitus 2.typu bez komplikaci a kontrolni skupinou (57,1 + 21,3 vs. 67,6 + 19,3 vs. 72,2 +
23,6 umol/l, respektive; p<0.01). Stanovené hladiny a- a y-tokoferolu i po korekci jejich
koncentraci na hladiny triacylglycerola se signifikantné neliSily mezi sledovanymi skupinami
(tab. 18). V nasi studii byly nalezeny signifikantné¢ zvySené sérové hladiny Cu (p< 0,05) a
redukované hladiny Mg (p< 0,05) u pacientii se SDN a u pacientl s diabetes mellitus 2.typu
bez komplikaci v porovnani se zdravymi kontrolami. Sérové koncentrace ostatnich vybranych
prvki (Zn a Fe) se vyznamné neliSily mezi sledovanymi skupinami (tab. 18).

Pfi porovnani parametrii fagocytozy a oxidativniho vzplanuti PMN bunék nalezenych
po stimulaci E.Coli nebyly prokazany signifikantni rozdily mezi pacienty se SDN, pacienty
s diabetes mellitus 2.typu a kontrolni skupinou.

U vsech sledovanych jedinct byla nalezena pozitivni korelace sérovych hladin Cu a
Mg s primérnou fluorescencni intenzitou stimulovanych aktivnich PMN bunék (graf 3 a 4; r=
0,24; p<0,05 pro Cu a r=0,25; p<0,05 pro Mg). Nebyl prokdzan vztah vitaminti C, E, jeho

izomert, Zn a Fe ke sledovanym parametriim imunitnich funkci PMN bun¢k.
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Tabulka ¢. 18: Porovnani sérovych hladin vitamina a vybranych prvkii mezi pacienty se SDN,
pacienty s diabetes mellitus 2.typu bez komplikaci a zdravymi dobrovolniky.

Sledované Pacienti se Pacienti s diabetes Kontrolni  Signifikance
parametry SDN mellitus 2.typu skupina
(A; n=42) (B; n=29) (C; n=31)

Vitamin C 57,1 +213 67,6 £19,3 72,2 £23,6 | AvsB<0,01

(pmol/1) A vs C<0,01
B vs CNS

Celkovy vitamin | 40 £ 13,7 389+ 15,6 35,1+ 11,1 | NS

E (umol/1)

Celkovy vitamin | 20,4 +£9,6 19,5+ 6,8 24,1 +£9,8 NS

E/Triacylglyceroly

a-tokoferol 36,3+ 12,7 353+ 13,3 32+10,2 NS

(umol/l)

o-tokoferol/ 18,6 £9,1 17,8 +£6,3 22+ 89 NS

Triacylglyceroly

v-tokoferol 3,7£1,9 3,7£2,6 3+1,5 NS

(umol/I)

y-tokoferol/ 1,8+ 1,1 1,7+0,7 2,1 +1,2 NS

Triacylglyceroly

Cu (umol/l) 17,4+5 17,8 + 3,4 15,4 £ 3,5 A vs C<0,05
B vs C <0,05
A vs BNS

Mg (mmol/l) 0,75+ 0,1 0,76 £ 0,09 0,81 £0,07 | AvsC<0,05
B vs C <0,05
A vs BNS

Zn (umol/) 12,7+3,6 12,4+1,3 12,7+2,7 NS

Fe (umol/l) 15,1 +5,5 16 + 4,9 17,8 + 4,8 NS

Hodnoty jsou uvedeny jako priméry + SD; n- pocet, NS- nesignifikantni

Graf ¢. 3: Korelace Cu s primérnou fluorescen¢ni intenzitou stimulovanych aktivnich PMN
bunck u vSech sledovanych jedincti.
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Graf 4: Korelace Mg s primérnou fluorescencéni intensitou stimulovanych aktivnich PMN
bun¢k u vSech sledovanych jedincti.
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Diskuze ke studii 5

V lidském organismu existuje spojeni mezi metabolickymi pochody a vitaminy C a E
vlivem recipro¢nich zmén jejich radikald béhem oxida¢né-redukénich reakcei (viz obr. 9; 59).
Zminéné vitaminy tedy mohou ovlivnit miru oxida¢niho stresu 1 produkci ROI. V nasi studii
byly prokazany signifikantné snizené sérové koncentrace vitaminu C u pacientd se SDN
v porovnani s pacienty s diabetem mellitem 2.typu bez organovych komplikaci a se zdravymi
dobrovolniky. Sérové hladiny vitaminu E a jeho izomert i po jejich korekci na
triacylglyceroly se signifikantné nelisily mezi sledovanymi skupinami.

Podobné jako v nas$i studii prokazal Ali a spol. snizené sérové hladiny vitaminu C u
pacientl s diabetes mellitus, zejména u téch s manifestnimi pozdnimi komplikacemi (158).
Stankova a spol. nalezla vyznamné snizené sérové hladiny vitaminu C u pacientd s diabetes
mellitus 1. 1 2.typu v porovnani se zdravymi kontrolami. Podobn¢ jako v nasi studii ovSem
tyto hladiny nekorelovaly s metabolickou kompenzaci diabetu (159). OvSem Yue a spol.
popsali, ze dekompenzovani pacienti maji vysSs$i riziko rozvoje deficitu vitaminu C
v porovnani s dobie kompenzovanymi pacienty (160). Snizené sérové koncentrace vitaminu C
u pacientl s diabetem nejsou zptsobeny snizenym piijmem vitaminu C v dieté, ale samotnym
onemocnénim, jak prokazal Sinclair ve své studii (161). Nesignifikantni rozdily v hladinach
vitaminu C mezi pacienty s diabetes mellitus 2.typu bez pozdnich komplikaci a zdravymi
kontrolami zafazenymi do nas$i studie by mohly byt podminény nedostateCnym poctem
sledovanych osob (tendence k niz§im hodnotam vitaminu C oproti kontrolam). Prokazané

sniZzené hladiny vitaminu C u sledovanych pacienti se SDN mohou byt podle naSeho nazoru
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spojeny s onemocnénim jako takovym a s vys$i konsumpci kyseliny askorbové v prostiedi
s vy$§im oxida¢nim stresem.

Cu a Zn ovlivituji miru oxida¢niho stresu v organismu zapojenim v antioxida¢nim
systtmu. OvSem v nékterych pfipadech se mohou vybrané stopové prvky chovat i
prooxidacné (str. 13; 60).

Signifikantné vys$si sérové hladiny Cu a niz$i sérové hladiny Mg byly nalezeny u
obou skupin diabetickych pacientii v porovnani se zdravou populaci. Sérové hladiny Zn a Fe
se signifikantné neliSily mezi tfemi studovanymi skupinami. Podobné jako v nasi studii Raz
nalezl vys$si sérové hladiny Cu u pacientii s diabetes mellitus (162), avSak tyto abnormality
nebyly prokazany Williamsem a spol. (163). Jina studie sledujici sérové hladiny Cu a Zn
nalezla zvySené hladiny Cu a sniZené koncentrace Zn u pacientll s diabetes mellitus
v porovnani se zdravymi dobrovolniky (67); obdobné zmény koncentraci Zn prokdzali
Williams a Karahan ve svych studiich (163, 164). ZvySené sérové hladiny Cu u obou skupin
pacientli s diabetem 2.typu v nasi studii byly zfejme zplisobeny diabetem samotnym a jeho
inklinaci ke zvySenému oxida¢nimu stresu.

Podobné jako v nasi studii byly ¢asto popisovany deficience Mg u pacienti s diabetes
mellitus (165), zejména u pacientll se Spatnou kompenzaci diabetu (166, 167). Deficity Mg
jsou casto spojeny s inzulinovou rezistenci a ptitomnosti diabetickych komplikaci (165).
Rodriguez a spol. také nalezli redukované hladiny Mg u pacientli se SDN v porovnéni se
zdravymi dobrovolniky (168). AvSak Raz nalezl vy$$i hladiny Mg a Noto nenalezl
signifikantni zmény koncentraci Mg u diabetikli v porovnani s nediabetiky (67). Sérové
hladiny Mg mohou byt v nasi studii snizeny u obou skupin diabetiki vlivem pfitomné
hyperinzulinémie v rdmci metabolického syndromu, jelikoz inzulin je schopen zvysit vstup
Mg do buiiky spolu s molekulou glukézy a vést tak k relativni hypomagnezémii (169).

U vsech vysetfovanych subjektll jsme prokazali pozitivni korelaci Cu a Mg s produkei
ROI stimulovanymi PMN buiikami. Ostatni vySetfované prvky a vitaminy signifikantné
nekorelovaly s funkcemi PMN bunck. Pravdépodobné po piekondni urcité hladiny nebo
vlivem rbznych interakci (s vitaminem E), se Cu zacne chovat jako prooxidant v PMN
buiikach a proto mize dojit ke zvyseni produkce ROI PMN buiikami. Aktivita nékterych
specifickych enzymt, napi. hexokindzy a Glc-6-fosfatazy, zavisi na sérovych hladinaich Mg
(170), coz miZze ptes hexdzomonofosfatovy shunt ovlivnit produkci ROI a zvySené sérové
hladiny Mg tak mohou nepfimo zvySovat vznik ROI.

Patficnd suplementace nalezenych deficith muize nasledné ovlivnit metabolické

pochody a funkce organismu, zejména na Urovni imunitniho systému. Napt. Girodon a spol.
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ve své studii uvedli, ze suplementace rozlicnymi nutrienty, jako napt. Zn, vitaminem C, E

zlepsuje imunologické funkce a miize vést k redukci infekénich komplikaci (171).

4.2 Infekcni komplikace SDN (studie 6-8)

Studie 6- Vyskyt patogeni a jejich rezistence na ATB u transplantovanych,

dialyzovanych a ostatnich pacientii se SDN (pfilohy 16, 17)

Cilem této retrospektivni studie bylo stanovit rozdily mikrobiologickych nalezii a ATB

rezistence mezi transplantovanymi, dialyzovanymi a ostatnimi pacienty se SDN.

Charakteristika souborii pacientii

Do studie byli zatfazeni vSichni nemocni, kteti byli 1é¢eni v podiatrické ambulanci
IKEM béhem sledovaného obdobi (12/1998 - 12/1999) a kteti méli alespon jeden pozitivni
stér z diabetickych ulceraci. Prvni stér byl odebran vzdy pii prvni navstévé podiatrické
ambulance a poté byly stéry opakovany podle klinického stavu, tedy pii objeveni se
flegmony, purulentni sekrece z ulcerace a pii ostatnich znamkach lokalni infekce.

Pacienti zafazeni do na$i studie byli rozdéleni do 3 skupin- 21 transplantovanych
pacientd (prumérny v€k 50 + 12 let, trvani diabetu 23 + 11 let, 67% nemocnych mélo diabetes
mellitus 1.typu), 22 dialyzovanych pacientl (primérny v€k 61 + 12 let, trvani diabetu 21 + 9
let, 27% diabetikt 1.typu) a zbylych 164 nemocnych se SDN (primérny vék 63 + 13 let,
trvani diabetu 17 + 10 let, 15% diabetikd 1.typu). Posledni 2 zmifiované skupiny se liSily
trvanim diabetu (p<0,001) a poctem pacienti s diabetes mellitus 1.typu (p<0,01) oproti
transplantovanym nemocnym.

Zavaznost diabetické ulcerace byla stanovena Wagnerovskou klasifikaci (10). Ve
studii se vyskytovaly ptfevazné povrchové ulcerace (Wagner 1-22%, Wagner 2-48%, Wagner
3-24% a Wagner 4-6% nemocnych). Mezi jednotlivymi skupinami nebyly nalezeny
signifikantni rozdily v typech diabetickych ulceraci.

Schéma studie 6 a statistické zpracovani nalezenych dat

Stanoveni jednotlivych mikrobidlni agens pfitomnych v diabetickych ulceracich a

jejich ATB rezistence bylo provedeno podle metodiky popsané v kapitole 3.
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Pozitivni nalez jednotlivych baktérii u kazdého pacienta byl dan alespon jednim jejich
nalezem ve stérech z diabetickych ulceraci provedenych béhem sledovaného obdobi. Baktérie
byly povazovany za rezistentni k danému ATB, pokud byla alespoii jednou b&éhem
sledovaného obdobi prokézana rezistence ktomuto ATB. Mezi transplantovanymi,
dialyzovanymi a ostatnimi pacienty se SDN byly porovndny pramérné pocty baktérii nalezené
v diabetickych ulceracich na jednoho pacienta, rozdily ve vyskytu jednotlivych patogenti a
jejich ATB rezistence.

Uvedena data byla prezentovéana jako primérné hodnoty + SD; statistické rozdily mezi
jednotlivymi sledovanymi skupinami byly ureny pouZitim ANOVA testu a y’-testu
uvedeného v kontingencnich tabulkach. Za statisticky signifikantni byly povazovany hodnoty

p<0,05.

Vysledky studie 6

Béhem studie nebyly nalezeny signifikantni rozdily v metabolické kontrole mezi
transplantovanymi, dialyzovanymi a ostatnimi pacienty se SDN (HbAlc dle DCCT 7,9 + 3%
vs. 7,9 +2,1% vs. 8,2 + 2%, respektive; NS).

Celkov¢ bylo nalezeno ve vSech pozitivnich kultivacich ze stérti 593 mikroorganismd.
Nebyly prokdzany signifikantni rozdily v primérném poctu patogent/ 1 pacienta mezi
transplantovanymi, dialyzovanymi a ostatnimi pacienty se SDN (2,8 vs. 2,0 vs. 3, respektive;
NYS).

U dialyzovanych nemocnych bylo nalezeno vyssi procento Gram pozitivnich patogenti
(80%-35/44) v porovnani s transplantovanymi (62%- 36/58) a ostatnimi pacienty (63%-
310/491) se SDN (p<0,05). Tabulka 19 zobrazuje vyskyt jednotlivych bakteridlnich agens ve
sledovanych skupinach, jejich zastoupeni mezi skupinami se signifikantné nelisilo.

Nejcastejsimi patogeny nalezenymi ve vSech diabetickych ulceracich byly S. Aureus
(21%), Staphylococcus koaguldza negativni (21%) a Enterococcus sp. (13%). Prevalence
klinicky zavaZznych Gram negativnich patogent zahrnujicich pfedev§im E.coli a skupinu
Klebsiel nepiesahla 9% ve sledovanych skupinéach.

Béhem studie byla zjisténa signifikantné vysSs$i rezistence S.Aureus k oxacilinu,
imipenemu, kotrimoxazolu a erythromycinu u translantovanych pacientd v porovnani
s dialyzovanymi a ostatnimi nemocnymi se SDN (tab. 20).

U druhého nejcastéji se vyskytujiciho patogena (Staphylococcus koaguldza negativni)
nebyly nalezeny mezi sledovanymi skupinami signifikantni rozdily v jeho rezistenci

ke zkoumanym ATB.
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Tabulka ¢. 19: Srovnani vyskytu jednotlivych patogent v diabetickych ulceraci mezi
transplantovanymi, dialyzovanymi a ostatnimi pacienty se SDN.

Vyskyt jednotlivych patogenti v diabetickych ulceracich

Nalezené patogeny Transplantovani | Dialyzovani Ostatni pacienti se P
pacienti (n=21) pacienti (n=22) | SDN (n=164)
Pocet nalezenych patogenit | n=58 n=44 n=491
S. Aureus 21% 25% 21% NS
Staphylococcus koagulaza | 22% 27% 20% NS
negativni
Enterococcus sp. 10% 21% 12% NS
Streptococcus sp. 4% 5% 7% NS
Corynebacterium sp. 5% 2% 3% NS
Escherichia Coli 5% 9% 9% NS
Klebsiella sp. 9% 2% 6% NS
Enterobacter sp. 9% 2% 6% NS
Citrobacter sp. 2% - 2% NS
Proteus sp. 5% 2% 6% NS
Acinetobacter sp. 3% - 3% NS
Pseudomonas sp. 5% 5% 5% NS
n- pocet pacientl nebo patogenti; NS- nesignifikantni
Tabulka ¢. 20: Porovnani ATB rezistence S. Aureus mezi transplantovanymi, dialyzovanymi
a ostatnimi pacienty se SDN.
Prevalence rezistence S. Aureus k vybranym ATB ve
sledovanych skupiniach
Typy ATB Transplantovani | Dialyzovani Ostatni pacienti se | P
pacienti (n=21) pacienti (n=22) | SDN (n=164)
Celkovy pocet 12 11 102
pozitivnich nalezt S.
Aureus
Oxacillin 75% 55% 32% <0,01
Amoxicillin/ 58% 36% 29% NS
kys.klavulanova
Imipenem 60% 9% 16% <0,01
Piperacillin 56% 33% 35% NS
Cefpirom 60% 27% 26% NS
Kotrimoxazol 82% 22% 29% <0,01
Erythromycin 75% 36% 38% <0,05
Ciprofloxacin 55% 36% 36% NS
Klindamycin 67% 27% 37% NS
Gentamycin 58% 27% 28% NS
Ticarcillin/ kys. 38% 17% 26% NS
klavulanova
Vancomycin 0% 0% 0% NS

n- pocet pacientli; NS - nesignifikantni
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Tabulka ¢. 21: Porovnani ATB rezistence Enterococcus sp. mezi transplantovanymi,
dialyzovanymi a ostatnimi pacienty se SDN.
Prevalence rezistence Enterococcus sp. k vybranym ATB ve
sledovanych skupinach

Typy ATB Transplantovani | Dialyzovani Ostatni pacienti se P
pacienti (n=21) pacienti (n=22) | SDN (n=164)

Celkovy pocet 6 9 61

nalezenych kment

enterokoku

Ampicillin 40% 25% 2% <0,01

Ampicillin/sulbakta | 0% 33% 0% <0,01

m

Amoxicillin/Kys. 0% 0% 2% NS

klavulanova

Piperacillin 50% 0% 2% <0,0001

Ticarcillin/kys. 50% 60% 12% <0,01

klavulanova

Ciprofloxacin 83% 67% 56% NS

Vancomycin 0% 0% 2% NS

Tetracyclin 50% 43% 71% NS

Tabulka 21 ukazuje signifikantné vyS$i ATB rezistenci nalezenych enterokokil
k ampicilinu, piperacilinu a tikarcilin/kys.klavulanové u transplantovanych pacientli a
k ampicilin/sulbaktamu, tikarcilin/ kys. klavulanové u dialyzovanych pacientd v porovnani
s ostatnimi skupinami.

Z klinicky z&vaznych patogenil, které se ale vyskytovaly v diabetickych ulceracich
pouze do 10%, se stanovovala ATB rezistence u Pseudomonas sp. VSechny pseudomonadové
baktérie nalezené u dialyzovanych pacientd byly signifikantné rezistentnéjsi k piperacilinu
(100% vs. 33% vs. 19%, respektive; p<0,05) a k cefpiromu (100% vs. 0% vs. 16%,
respektive; p< 0,05) v porovnani s transplantovanymi a ostatnimi pacienty se SDN.

Analyza dat vyskytu ATB rezistence ostatnich Gram negativnich mikroorganismu

nebyla provedena vzhledem k malému poctu izolovanych agens ve sledovanych skupinach.

Diskuze ke studii 6

Infekce diabetickych ulceraci je casto zplUsobena polymikrobidlni florou. Ve
sledovanych skupinach bylo prumérné pfitomno 2,9 patogena/l diabetickou ulceraci, zaroven
nebyl nalezen signifikatni rozdil v primémém pocltu patogenit na 1 pacienta mezi
studovanymi skupinami. Studie Laveryho a spol. (75) prokazala ptfitomnost vys$§iho poctu
baktérii v diabetickych ulceracich (primérné 2,6 patogena) oproti nediabetickym randm

(pramérné 1,3 baktérie). Jak bylo prokdzano Wheatem, piitomnost nékolika mikrobt
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soucasn¢ muze zpusobit rychlou progresi infekce mekkych tkéani, pfestoze ulcerace jsou
infikovany patogeny povazovanymi za fyziologickych okolnosti za oportunni baktérie (74).

VétSina diabetickych ulceraci patii mezi povrchové, které jsou obvykle kolonizovany
aerobnimi Gram pozitivnimi mikroorganismy (172). Hlubsi diabetické ulcerace, zejména ty,
které ohrozuji dolni koncetinu, jsou Casto infikovany polymikrobidlni flérou zahrnujici Gram
pozitivni a negativni baktérie a anaeroby (173-175). V nas$i studii byly predominantnimi
agens nalezenymi v diabetickych ulceracich Gram pozitivni patogeny, ziejmé v disledku
povrchovéjsich ulceraci. NejcastéjSimi patogeny ve vSech sledovanych skupinich byly
S.Aureus, Staphylococcus koaguldza negativni a Enterococccus sp. Podobné vysledky
zaznamenal ve své studii 1 Pitett a spol. (10).

Zakladem terapie infek¢nich komplikaci v rdmci SDN je ATB léc¢ba, kterd je schopna
pozastavit nabo zvratit progresi infekce (112). Nicméné vysledky studii, které sledovaly
vyuziti ATB v 1é¢bé SDN, jsou rozporuplné. Napt. Chantelau a spol. nenalezli vyznamné
rozdily v dobé hojeni podobnych diabetickych ulceraci u pacienti 1écenych amoxicillin/kys.
klavulanovou v porovnani s nemocnymi bez ATB terapie (190), avSak jednalo se pouze o
pacienty s defekty Wagner 2 bez vyznamné;jsi infekce.

Vybér ATB je budto empiricky nebo se fidi citlivosti nalezenych bakterialnich
patogenii. Empirickd ATB 1écba by meéla zahrnovat ATB ucinnd proti stafylokokiim a
streptokokim nebo Sirokospektra ATB, pokud ocekavame infekci zplisobenou Gram negativy
nebo anaeroby (88). V nasi studii nebyly nalezeny mezi sledovanymi skupinami signifikantni
rozdily ve vyskytu jednotlivych mikrobialnich agens. Na druhé stran¢ studie prokazala
vyznamné rozdily v bakterialni citlivosti k testovanymi ATB mezi studovanymi skupinami.
VysS§i ATB rezistence S.Aurea a Enterococcus sp. byla nalezena u transplantovanych
nemocnych. U dialyzovanych pacientil byly zase zjistény signifikantné vyssi ATB rezistence
Pseudomonas sp.

Dlouhodoba hospitalizace a déletrvajici nebo opakovana ATB 1é¢ba jinych infekcnich
komplikaci (napf. respiracnich nebo mocovych infekei) mohou vést k selektivnimu ATB
tlaku. Tento mechanismus muize byt vna$i studii moznou pfi¢inou znacné bakteridlni
rezistence nékterych baktérii, zejména S.Aurea, u transplantovanych nemocnych.

Nase vysledky prokazaly, ze béhem 1€cby diabetickych ulceraci u transplantovanych
nemocnych neni pfili§ vhodné podavat oxacilin, kotrimoxazol, erytromycin a imipenem.
Vzhledem k nizké rezistenci pfitomnych patogeni k ciprofloxacinu a tikarcilin/
kys.klavulanové mtzeme tato ATB doporucit k 1écb¢ transplantovanych pacientti se SDN.

Vankomycin by mél byt stdle indikovan u zavaznych infekci. Na zakladé naSich vysledka
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doporucujeme, aby empirickd ATB lécba zalozend na datech ziskanych od Sirsi diabetické
populace byla modifikovana u transplanovanych nemocnych se SDN vzhledem k vy$§imu
vyskytu rezistentnich baktérii u téchto pacientl. ATB terapie by se méla fidit vzdy

aktualnimi vysledky stérti a mikrobialni ATB citlivosti.

Studie 7- Vliv ATB rezistence bakterialnich agens na cetnost amputaci u pacienti se

SDN (prilohy 18-20)

Cilem nasi studie bylo zjistit vliv ATB rezistence patogenti pfitomnych v diabetickych

ulceracich na vyskyt amputaci dolnich koncetin u pacientti se SDN.

Charakteristika souborii pacientii a definice

Do dvouleté prufezové retrospektivni studie bylo konsekutivné zatazeno 181 pacientt,
ktefi byli oSetfeni na podiatrické ambulanci IKEM v obdobi 12/1998-11/1999 pro SDN a ktefi
méli pozitivni kultivaéni nélezy ze stéri z diabetickych ulceraci. Do studie byli zatazeni
pacienti s alespoil mirnymi zndmkami lokalniho zanétu nebo se zavaznym kultivacnim
nalezem, reulceracemi nebo chronickymi ulceracemi 1é¢enymi alesponn po dobu 3 mésict.

Charakteristika souboru je uvedena v tabulce 22.

Tabulka €. 22: Zéakladni charakteristika celého souboru pacientii (n=181).

Sledované parametry Priméry a smérodatné odchylky
Vek (roky) 61,9+134

HbAlc (%) dle DCCT 8,1+2,2

Trvani diabetes mellitus (roky) 18,2+ 10,1

Zavaznost diabetické ulcerace hodnoceno |2,1 +0,9

dle stupné Wagnera

U vsech studovanych nemocnych byl sledovan vyskyt amputaci do doby zhojeni nebo
po dobu minimalné 12 a maximalné 24 mésict. Pacienti zafazeni do studie byli rozdéleni do 2
skupin- na skupinu pacienti bez amputace ve sledovaném obdobi a na skupinu pacienti
s amputaci dolni koncetiny. Pacienti s amputaci absolvovali nizkou (pod tarsometatarsalni
urovni) nebo vysokou amputaci dolni koncetiny (nad tarsometatarsalni urovni). Indikaci
k amputaci byly- septicky stav, projevy kritické ICHDK vcetné klidovych bolesti,
dlouhotrvajici OM nebo nefeSitelnd progrese lokalni infekce. O indikaci vzdy rozhodoval

multidisciplinarni tym slozeny piedevsim z chirurga a diabetologa.
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Infekce byla definovéana jako pfitomnost pozitivniho kultivacniho nalezu ze spodiny
ulcerace s lokalnimi (zarudnuti, indurace, purulence apod.; 177) a/nebo systémovymi
znamkami infekce (teplota, leukocytéza, zvysené CRP;1).

Ke zhodnoceni zavaznosti diabetické ulcerace byla pouzita Wagnerovska klasifikace
(10). Diabetickou ulceraci Wagner 1 mélo 25% pacientli, Wagner 2 - 43%, Wagner 3 - 21% a
Wagner 4 - 11% nemocnych zatazenych do studie.

Pted amputaci dolnich koncetin a u neamputovanych pacientl na pocatku l1écby a
v jejim pribéhu byly odebrany u sledovanych pacientl stéry z hlubokych tkani ¢i spodiny
ulcerace po lokdlnim debridementu. Detekce mikrobidlnich agens a urceni jejich rezistenci
byly popsany v kapitole 3. Za rezistentni mikroorganismy byly povazovany ty, které byly
necitlivé ke vSem vySetfovanym peroralnim ATB. Necitlivost k perordlnim ATB byla zvolena
jako kritérium rezistence proto, ze zna¢n¢ komplikuje ambulantni 1é€bu pacientli se SDN.
Rezistentni stafylokoky byly definovany jako kmeny stafylokokd rezistentni k oxacillinu,
MRSA byl definovan jako patogen rezistentni téméi ke vSem testovanym ATB kromé
vankomycinu, teikoplaninu a kolistinu.

ICHDK byla diagnostikovana pomoci neinvazivnich metod (Dopplerovské indexy <
0,8 nebo TcPO2 < 30 mm Hg; 178) nebo pomoci invazivnich metod (angiografie - prikaz
obliteraci nebo stendz tepenného reciste).

OM jsme prokazali klinicky (pfitomen defekt Wagner 3 s kosti na spodiné, flegmona
nebo pistél jdouci ke kosti) vkombinaci s rentgenologickym (RTG) vySetfenim a

laboratornimi zndmkami zanétu (82).

Schéma studie 7 a statistické zhodnoceni nalezenych dat

Béhem studie byly posuzovany faktory asociované s amputacemi, mezi néz jsme
zatadili vedle jiz dfive sledovanych faktor jako je ICHDK a OM i rezistenci k peroralnim
ATB.

VSechna data byla posouzena t-testem a parovym Mann-Whitneyovym testem.
Fishertv test a y’test byly pouzity ke stanoveni vztahu mezi OM, ICHDK, p¥itomnosti
rezistentnich patogeni a amputacemi dolnich koncetin. Postupna regresni analyza byla
pouzita ke stanoveni asociaci detekovanych rizikovych faktorti s poctem amputaci dolnich
koncetin. VSechna data jsou uvadéna jako priméry + SD. Za signifikantni byly povazovany

vysledky s p<0,05.
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Vysledky studie 7

Celkové ze 181 pacientli se SDN bylo amputovdno 42 nemocnych (23%). 37/42
pacientd absolvovalo nizkou amputaci (88%) a 5/42 pacientli (12%) podstoupilo vysokou
amputaci.

Patogeny rezistentni ke vSem peroralnim ATB byly nalezeny alespoii v 1 ptipad¢ u
29% (53/181) vSech nemocnych, pficemz z tohoto mnozstvi u 21% (38/181) vSech pacientil
byly nalezeny rezistentni stafylokoky. MRSA bylo pfitomno u 16% vSech nemocnych.

Béhem studie jsme prokazali vyznamné vys$$i vyskyt rezistentnich patogenii na
perordlni ATB u pacienti po amputaci (57% amputovanych pacientl; tab. 23) oproti
nemocnym bez amputace (21% neamputovanych; p<0,001). Pfed vykonem méli amputovani
pacienti signifikantné vice jak rezistentnich kment stafylokokii, tak MRSA v diabetickych

ulceracich v porovnani s pacienty bez amputace (tab. 23).

Tabulka €. 23: Vyskyt rezistentni mikroorganismi na peroralni ATB u amputovanych a
neamputovanych pacientli se SDN.

Typy rezistentnich Vyskyt u amputovanych Vyskyt u pacientii  Signifikance
patogenti pacientt bez amputace

Rezistentni Gram pozitivni a |24/42 (57%) 29/139 (21%) p<0,001
negativni patogeny

Rezistentni S.Aureus 18/42 (43%) 20/139 (14%) p<0,001
MRSA 14/42 (33%) 15/139 (11%) p<0,001

Kromé ptitomnosti jednotlivych bakteridlnich agens infikujicich diabetické ulcerace
jsme sledovali i jiné faktory, které mohou ovlivnit vyskyt amputaci u pacient se SDN.
ICHDK byla prokazana celkové u 63% (114/181) nemocnych. ICHDK se vyskytovala u 81%
(34/42) amputovanych pacientl oproti 58% (80/139) neamputovanych nemocnych (p<0,01).
OM byla nalezena u 25% (46/181) vSech pacientit se SDN. Signifikantné vyssi vyskyt OM
byl nalezen u amputovanych v porovnani s neamputovanymi nemocnymi (67% (28/42) vs.
13% (18/139) pacientti; p<0,001).

Pti podrobnégjSim statistickém zhodnoceni amputovanych pacienti s OM, nebylo u
téchto nemocnych predoperacné nalezeno signifikantné vice rezistentnich patogent ve stérech
z ulceraci v porovnani s nemocnymi s OM bez amputace (54,5% vs. 33,3%; NS). Nicméné
signifikantné vys§i procento amputovanych pacienti bez OM mélo rezistentniho patogena
(tab. 24) v diabetické ulceraci v porovnani s pacienty bez OM a amputace (80% vs. 20,5%;
p<0.001); obdobné¢ nélezy plati i pro vyskyt MRSA (tab. 24).

Postupnd regresni analyza sledovanych skupin nemocnych prokéazala, Ze ptitomnost

vSech rezistentnich patogenti k perordlnim ATB (OR 5,58, CI 2,1-15,1), rezistentnich
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stafylokokii a zejména MRSA (OR 4,34; CI 1,6-12,1) v diabetickych ulceracich zvySuje
jednozna¢né riziko amputace dolnich koncetin u pacienti se SDN. Prokdazana OM zvysila
riziko amputace téméf 17-krat (OR 16,7; CI 6,1-45,8) a ICHDK témét 4-krat (OR 4,4; CI 1,3-
14,9).

Tabulka ¢. 24: Rozlozeni po¢tu nemocnych s a bez OM mezi pacienty bez amputace a
nemocnymi po amputaci dolni koncetiny se zaméfenim na patogeny rezistentni k peroralnim
ATB.

Pacienti s amputaci Pacienti bez amputace | P

dolni koncetiny dolni koncetiny
Pacienti s OM
Pacienti s rezistentnimi patogeny 54,5% 33,3% NS
Pacienti s MRSA 27,6% 16,7% NS
Pacienti bez OM
Pacienti s rezistentnimi patogeny 80% 20,5% p<0,001
Pacienti s MRSA 46,2% 10,7% p<0,01

Diskuze ke studii 7

Nase studie byla zamétena na zjisténi rizikovych faktorti a stupné jejich zdvaznosti ve
vztahu k amputacim dolnich koncetin u pacienti se SDN. Zajimalo nas mozné riziko
amputace dolni koncetiny vzhledem k pfitomnosti mikroorganismil rezistentnich k peroralnim
ATB, jelikoz tato rezistence mize komplikovat ambulantni 1€cbu pacienti se SDN. Vysledky
nasi studie prokazaly, ze infekce zplisobend patogeny rezistentnimi k peroralnim ATB miize
vyznamné ovlivnit incidenci amputaci dolnich koncetin u pacientli se SDN, spolu s jinymi
faktory, jako napt. ICHDK a OM.

Podobné vysledky uveiejnil Oyibo ve své studii, kde samotna infekce zvySovala riziko
amputaci, zejména v kombinaci s ICHDK, avSak samotnd ICHDK bez infekce nevedla ke
vzestupu amputaci (179). My jsme prokazali u naSich pacientl az 4 nadsobné zvySeni rizika
vyskytu amputaci vlivem ICHDK.

Na zéklad€¢ naSich vysledki je vhodné co nejdiive zacit vysoce ucinnou lécbu
infek¢nich komplikaci SDN, zvlast¢ v terénu ICHDK, abychom zabranili rozvoji ATB
rezistence. K jejimu rozvoji vede Spatny prinik ATB do tkani, zejména pii nizkych davkach
ATB, a ICHDK spolu s edémem perifernich tkani (180).

Jak prokazal Hartemann, rezistentni mikrobidlni fléra mize vést k pietrvavani OM,
kterd je hute 1éCitelna konzervativni terapii (181). Nase studie prokazala, ze existuje vyssi

vyskyt rezistentnich patogenii v diabetickych ulceracich u amputovanych pacienti, piestoze
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nemaji OM. Rezistentni patogeny ptitomné v mékkych tkanich mohou pravdépodobné sami o
sob& cCastéji zpusobit progresi lokdlni infekce a septicky stav vyzadujici amputaci dolni
koncetiny.

Lze shrnout, ze pfitomnost organismt rezistentnich k perordlnim ATB byla druhym
v nasi studii. NejrizikovejSim faktorem zlstava OM, tfetim v potadi je ICHDK. Vyssi pocet
amputaci dolnich koncetin na naSem pracovisti mize byt ovlivnén akumulaci rizikovych
pacient s ICHDK a pozdnimi komplikacemi jako napi. chronickou rendlni insuficienci
1é¢enou transplantaci.

Edukace pacientii a efektivni péce o SDN muze zabranit infekci a redukovat pocet
amputaci dolnich koncetin o vice nez 50-75% (182-184). Otazkou zlstava , kdy je vhodné
provést nizkou amputaci a kdy pokracovat v konzervativni ATB terapii pfi pietrvavajici
infekci u pacientil se SDN. Na zédkladé nasich dat mize pfitomnost rezistentnich patogenti v

diabetickych ulceracich ptispét k preferenci chirurgické terapie.

Studie ¢. 8: Mykotické infekce u pacientii se SDN se zaméFenim na jejich diagnostiku a

sledovani rizikovych faktori (priloha 21-23)

V nasi prospektivni studii jsme se snaZili zjistit vyskyt mykotickych infekei u pacientt
se SDN, prozkoumat vhodné metody jejich diagnostiky a sledovat rizikové faktory ovlivitujici

vyskyt mykotickych agens.

Charakteristika pacientu

Do studie bylo zafazeno 27 nemocnych, ktetfi byli 1é¢eni v podiatrick¢é ambulanci
IKEM pro diabetické ulcerace Wagner 1-3 v obdobi 11/2004-5/2005. Zéakladni podminkou
zafazeni do studie byla nehojici se neuropaticka ulcerace. Ze studie byli vytazeni pacienti
s kritickou ICHDK, kterd byla verifikovana neinvazivnimi (Dopplerovské indexy < 0.6,
TcPO2 < 20 mm Hg) nebo invazivnimi metodami (angiografie), dale pacienti s koznimi
chorobami, se znamym imunodeficitnim onemocnénim nebo ti, ktefi byli [éCeni

imunosupresivy. Zakladni charakteristika souboru je uvedena v tabulce 26.

Schéma studie 8 a statistické zhodnoceni nalezenych dat
U kazdého nemocného byl odebran HbAlc ke stanoveni kompenzace diabetu; k

vylouceni OM byly provedeny odbéry krevniho obrazu, CRP a RTG vysSetteni dolni
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Tabulka €. 26: Zakladni charakteristika souboru pacientii se SDN (n=27).

Sledované parametry Priiméry a smérodatné odchylky
VéEk pacientt (roky) 58,1+7,6

Trvani diabetu (roky) 14,6 £10,5

HbAlc dle IFCC (%) 6,1 £2,1

BMI (kg.m-2) 30,3+3,8

koncetiny. Sledované biochemické parametry byly stanoveny podle metod popsanych
v kapitole 3.

Stanoveni mykotickych agens jak mikroskopicky, tak kultiva¢né, bylo provedeno dle
metodiky uvedené v kapitole 3. Ve studii byl posuzovan vyskyt jednotlivych mykotickych
agens detekovanych mikroskopicky a kultivaéné. Déle byla posuzovana shoda
mikroskopickych a kultivacnich nalezi z hyperkerat6z nebo spodin ulceraci u kazdého
pacienta. Také byly posuzovany shody kultivacné nalezenych mykotickych patogenti mezi
vzorky odebranymi z hyperkerat6z a ze spodin ulceraci.

Ve studii jsme sledovali i nésledujici rizikové faktory, které mohly ovlivnit vyskyt
mykotickych agens u pacientli se SDN:

e v¢k pacienta

trvani diabetu

kompenzaci diabetu

BMI

zavaznost diabetické ulcerace (hodnoceno Wagnerovskou klasifikaci)
trvani diabetické ulcerace

délku ptedchozi ATB terapie.

Posouzeni shod jak mikroskopického, tak kultivaéniho vySetieni ze vzorkl
odebranych z hyperkeratéz a ze spodiny ulcerace a posouzeni shod patfi¢nych
mikroskopickych a kultivaénich nalezii bylo provedeno McNemarovym testem
s kontingen¢nimi tabulkami. Vysledek byl uveden jako konkordance s konfidencnim
intervalem. Korelace pfitomnosti kultivaéné prokdzanych mykotickych agens se sledovanymi
rizikovymi faktory byla provedena za pouziti Mann-Whitneyova testu a * -testu. Viechny
vysledky byly prezentovany jako praméry + SD. Za signifikantni byly povazovany hodnoty s
p<0,05.

Vysledky studie 8

Mikroskopickym vySetienim byla prokazéana ptitomnost mykotickych agens ze vzorka

hyperkeratéz u 95% (26/27) nemocnych a ze vzorkd ze spodiny ulcerace u 100% (27/27)
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pacientd. Nejcastéj$imi mykotickymi agens byly kvasinky (96% a 100%), druhymi v pofadi
septovana €1 vétvena vlakna znacici dermatofyta (44% a 46%; graf 5).

Kultivacn€ pozitivni nalezy byly pfitomny v men$im poctu piipadd. Vzorky
hyperkerat6z byly kultivacné pozitivni u 48% nemocnych (13/27), vzorky odebrané ze spodin
ulceraci ve 28% ptipadi (7/25). Distribuce kultivaénich nalezii je zachycena v grafu 6.
NejcastéjSimi mykotickymi agens v hyperkeratdzach i v ulceracich byly kvasinky (pfevazné

Graf ¢. 5: Mikroskopicky pozitivni mykotické ndlezy u pacienti s diabetickymi ulceracemi.
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Candida albicans a parapsilosis) a dermatofyta reprezentovana zejména Trichophyton rubrum.
Obdobn¢ nalezy byly zjistény i po mésicni kontrole.

Pii stanoveni shod mikroskopickych a kultiva¢nich nalezii nebyla nalezena shoda
vySetfeni ani ve vzorcich odebranych z hyperkerat6z, ani ve vzorcich odebranych ze spodin
ulceraci (signifikance neshody - p<0,001). Déle jsme porovnavali shodu pouze kultiva¢nich
nalezli z riznych lokalizaci planty u téhoz pacienta - ze vzorki z hyperkeratdéz a ze spodin
ulceraci. Velice Casto byly kultivace mykotickych agens z danych vzorkd u téhoZ pacienta
odlisné, konkordance cinila pouze 56% (CI 0,37-0,75; NS).

Nebyla nalezena signifikantni asociace sledovanych rizikovych faktora s kultivacnimi

nalezy mykotickych agens z odebranych vzorkii hyperkeratoz a spodin ulceraci (tab. 27).

Diskuze ke studii 8

Diabetici maji sklon k mykotickym onemocnénim vzhledem k hyperglykémiim a poruse
imunitnich funkci, zejména na urovni nespecifické imunity. Pacienti se SDN navic uzivaji
chronicky celou fadu ATB, kterd brani ristu normalni bakteridlni fléry a umoziuji tak rist

oportunnich mikroorganismt (185).
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Graf ¢. 6: Kultivacni ndlezy mykotickych agens u pacienti s diabetickymi ulceracemi.
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Tabulka €. 27: Asociace rizikovych faktort s vyskytem mykotickych agens u pacienti se

SDN (n=27).

Rizikové faktory Primérné hodnoty Asociace s pozitivitou
mykotickych kultivaci

V¢Ek pacientt (roky) 58,1 +7,6 NS

Trvani diabetu (roky) 14,6 = 10,5 NS

HbAlc (%) dle IFCC 6,1 £2,1 NS

BMI (kg.m-2) 30,3 +3,8 NS

Zavaznost diabetické Wagner 2,2 £0,7 NS

ulcerace dle Wagnera

Trvani ulcerace (mésice) 14,0 + 19,0 NS

Délka predchozi ATB 5,0+£4,6 NS

terapie (mésice):

Vétsina studii zabyvajicich se pfitomnosti mykotickych agens u pacientl s diabetes
mellitus se zaobira ptitomnosti onychomykoézy ¢i tinea pedis (93-96, 99, 186). Kozni infekce,
ktera je zpiisobend mykotickymi agens, miize ptispét k rozvoji diabetickych ulceraci; napft.
onychomykdza miize vést k rozvoji abrazi a ulceraci vzhledem k traumatim zptisobenym
nevhodnymi Gpravami nehtli a nebo nehtovymi zménami samotnymi (94). Dostupna literatura
se pouze okrajové dotyka problematiky spojeni mykéz a SDN (96, 97, 100, 103, 187, 188),
proto jsme se v na$i studii zaméfili na zjiSténi ptitomnosti mykotickych agens u pacientd se
SDN. Mikroskopicky jsme prokazali pfitomnost mykotickych agens v diabetickych ulceracich
témeét u vSech pacientll se SDN, avsak pozitivita kultivacnich vySetfeni byla vyrazné nizsi
(pozitivita u 48% hyperkeratdz a u 28% ulceraci). Podobné Chincholikar a spol. nalezli ve své

studii pacientl s diabetickymi ulceracemi 55 mykotickych agens ve 265 vzorcich odebranych

z ulceraci (20,7%:; 96).
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Nejcastéjsimi mykotickymi agens pfitomnymi v diabetickych ulceracich a v jejich
okoli byly v nasi studii jak mikroskopicky, tak kultiva¢né, kandidy a dermatofyta. Mlinaric a
spol. prokézali v diabetickych ulceracich podobné spektrum mykotickych patogent (189).

Rada faktorti zahrnujicich kompenzaci diabetu, pozdni komplikace diabetu, BMI apod.
muze napomoci rozvoji mykotickych infekei u diabetickych pacienti. V nasi studii ale
nekorespondovaly sledované potencidlni rizikové faktory s vyskytem mykotickych agens u
pacientt se SDN.

Diskrepance mezi procenty mikroskopicky a kultivacné pozitivnich vzorkli nas vedla
k posouzeni shody nélezii mezi témito diagnostickymi metodami. Nenalezli jsme shodu mezi
mikroskopickymi a kultivaénimi néalezy u téhoz pacienta jak u vzorkti odebranych
z hyperkeratoz, tak u vzorkii odebranych ze spodin ulceraci. Pro snazsi diagnostiku mykotické
infekce u pacienti se SDN jsme se pokusili zjistit, zda-li je shoda mezi vzorky odebranymi
zruznych lokalizaci planty u téhoz pacienta. OvSem kultivaéni néalezy z hyperkeratoz se
statisticky vyznamné¢ neshodovaly s nalezy ze spodin ulceraci.

Podle naSich dat vime, Ze kazdd zuvedenych metod diagnostiky ma své vyhody a
nevyhody. Vyhodou mikroskopie je okamzity prikaz agens, nevyhodou nepifesnost stanoveni
dostaneme pouze pomoci kultiva¢niho vysSetieni vzorka tkani. Nevyhodou kultivacni metody
je jeji trvani, které se obvykle pohybuje okolo 4 tydn.

Denning a spol. udavaji, Zze pro zapoceti 1écby mykotické infekce je dostacujici
mikroskopicky prikaz pozitivity vzork (103). Nicméné podle naSich vysledka
nedoporucujeme zacit systémovou 1écbu antimykotiky pouze na zakladé mikroskopického
prikazu mykotickych agens u pacienti se SDN a doporucujeme indikovat kultivaéni
vySetieni, a to nejen ze vzorkl z hyperkeratoz, ale i ze spodiny ulcerace.

Dalsi otazkou do budoucnosti zlistava efekt antimykotické terapie na hojivost
chronickych diabetickych ulceraci. V odborné literatuie se objevuji zminky o uspéchu lécby
systémovymi antimykotiky. Studie Healda byla provedena na 17 pacientech s nehojicimi se
diabetickymi ulceracemi, které byly infikovany mykotickymi agens. Po systémové 1écbé
antimykotiky doslo téméf u vSech nemocnych ke zlepSeni ulceraci (zmenSeni plochy a

hloubky) nebo k jejich zhojeni (97).
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4.3 Terapie syndromu diabetické nohy odlehcéenim (studie 9-11)

Studie 9- Vliv 1é¢by snimatelnymi kontaktnimi fixacemi na hojivost SDN (prilohy 24-
30):

Cilem nasi prospektivni studie bylo posoudit efekt terapie r-TCC u pacientl s akutni
ChaO, chronickymi neuropatickymi ulceracemi a patologickymi frakturami v terénu ChaO

nebo OM.

Charakteristika souborii pacientii a definice jednotlivych diagnoz

Do studie bylo konsekutivné zafazeno 74 pacientt, kteii byli 1éCeni v podiatrické
ambulanci IKEM pro SDN pomoci r-TCC. Sledovani pacientli probihalo do doby zhojeni
SDN nebo maximalné 12 mésicti od zacatku 1é€by r-TCC. Vylu€ovaci kritéria pro aplikaci r-
TCC jsou popséana v uvodu dizertacni prace (str. 19).

Pacienti byli rozdéleni podle diagnozy do tii skupin. Do 1. skupiny bylo zatazeno 27
pacientti s chronickymi diabetickymi ulceracemi (2 nemocni s ulceraci stupné 1 dle Wagnera,
12 se stupném Wagner 2 a 13 pacienti-Wagner 3; primérny vék 53,5 + 8 roku, trvani diabetu
14,8 = 7 roku, HbAlc dle DCCT 8,2 + 2%). Do 2. skupiny bylo zavzato 35 nemocnych s nové
vzniklou akutni ChaO (primérny veék 53,9 + 8 roku, trvani diabetu 16,6 + 10 roku, HbAlc 8,4
+ 2%). 3. skupinu tvofilo 12 pacientl s neuropatickymi frakturami (primérny veék 52,8 + 10
roku, trvani diabetu 14,8 + 12 roku, HbAlc 8,9 + 2%). Patologické fraktury byly lokalizovany
v oblasti phalang v 16,5%, metatarzalnich kosti v 67% a v oblasti tarzalnich kosti v 16,5%
pripadt. Sledované skupiny se vzajemné neliSily v popsanych charakteristikach.

Mezi nehojici se diabetické ulcerace byly zafazeny neuropatické nebo
neuroischemické viedy, které byly netispésné 1éceny po dobu alesponl 3 mésict standardnimi
metodami (1; lokalni terapie, odleh€eni dolni koncetiny pomoci terapeutické poloviéni boty a
podavani ATB pti znamkach lokalni ¢i systémové infekce). Béhem terapie r-TCC byla ATB
podavana pacientim pouze v pripad¢ znamek lokalni infekce.

Akutni ChaO byla definovana klinickym nalezem: asymetrickym otokem nohy,
zvySenim lokalnich koZnich teplot o 2°C proti kontralaterdlni koncetiné, nékdy zarudnutim
nebo bolestivosti. V nékterych ptipadech byly u nemocnych pfitomny deformity (190).
Diagnostika byla upfesnéna vySetfenim distalni sensomotorické neuropatie, RTG vySetfenim

A%

a dynamickou scintigrafii kosti. T¢&z§i distalni sensomotorickd neuropatie byla
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diagnostikovana pomoci biothesiometru. Za patologické hodnoty byl pokladdn prah
vibra¢niho ¢iti > 25V. RTG vySetieni mizZe pfispét k diagnostice akutni ChaO (zaniklé
kloubni $térbiny, fraktury kosti, lokalni osteopordza), ale mnohdy byva RTG obraz v akutnich
stadiich jest¢ fyziologicky. Béhem dynamické scintigrafie kosti byla sledovana perfuze,
parametry intensity kostniho metabolismu a akumulace radiofarmaka ve skeletu po aplikaci
methylen bifosfonatu znadeného *’Tc (191). Kontrolni scintigrafické vysetfeni bylo
provedeno vzdy pii klinickych znamkach ptfechodu akutni ChaO do chronického stadia,
nejdiive vSak za 3-6 mésici.

Neuropatické fraktury byly definovany jako fraktury u pacientd s t€Zkou neuropatii,
které¢ vznikly bez vyrazného zevniho nasili. RTG obraz ptfitom neodpovidal typické lokalizaci
ChaO.

r-TCC byly zhotoveny dle postupu popsané¢ho v metodické ¢asti (kap. 3). Ve stejné
kapitole byly také uvedeny postupy oSeteni pacientl a ¢etnost jejich kontrol béhem terapie r-

TCC.

Schéma studie 9 a statistické zpracovani nalezenych dat

Ve studii 9 byly posuzovany rozdily v hojeni (doba hojeni, procento zhojenych
pacientli) mezi sledovanymi skupinami. Byla urcena kritéria hojeni pro jednotlivé skupiny;
pro pacienty s neuropatickymi ulceracemi bylo kritériem zhojeni uplnd epitelizace rany, u
pacientll s akutni ChaO bylo kritériem hojeni zlepSeni lokélniho nalezu - Ustup otoku i
zarudnuti dolni koncetiny, pokles koznich teplot (rozdil koznich teplot < 1,5°C) a/nebo
redukce kostni aktivity dle dynamické scintigrafie kosti a pro nemocné s neuropatickymi
frakturami bylo kritériem RTG zhojeni fraktury-aplna osifikace kosti.

Uvéadéna data jsou prezentovana formou primérnych hodnot + SD. Statistické
porovnani vysledkli mezi sledovanymi skupinami pacientii bylo provedeno pomoci ANOVA
testu. Sledované parametry v ramci jednotlivych skupin byly porovnany pomoci parového t-
testu a Wilcoxonova testu. Kolmogorov-Smirnoviv test nezamitl ptredpoklad normality.

Statisticky signifikantni byly hodnoty p< 0,05.

Vysledky studie 9

Pacienti s diabetickymi ulceracemi byli béhem sledovan¢ho obdobi 1éceni r-TCC
v priméru 6 + 4,2 mésice, nemocni s akutni ChaO 5,1 + 4 mésice a pacienti s patologickymi
frakturami 3,9 £ 2,6 mésice (NS). Signifikantné nejvyssi procento zhojenych béhem

sledovaného obdobi bylo nalezeno ve skupiné pacientd s neuropatickymi frakturami
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v porovnani s pacienty lécenymi pro neuropatické ulcerace a akutni ChaO (83% vs. 30% vs.
37%; p<0,01). Nejkratsi dobu byli do uplného zhojeni 1é€eni r-TCC pacienti s neuropatickymi
frakturami v porovnani se skupinou pacientl s neuropatickymi ulceracemi a akutni ChaO (4,2
+ 2,8 vs. 6,25 £ 3,8 vs. 7,9 + 3,5 mé&sice; p<0,01).

Z 19 pacienti (70% pacienti s neuropatickymi ulceracemi) s nezhojenymi
neuropatickymi ulceracemi doslo béhem sledovaného obdobi u 12 nemocnych ke zlepSeni
lokdlniho nalezu, a to k signifikantnimu zmensSeni velikosti defektu (5,6 = 6,8 vs. 1,56 = 2
cm?; p<0,01; graf 7). U 3 pacientt doslo ke zhorSeni lokalniho nalezu a u 4 nemocnych se

lokalni nalez vyrazné nezmeénil.

Graf ¢. 7: Vyvoj plochy diabetické ulcerace béhem terapie r-TCC u nezhojenych pacienti
s neuropatickymi ulceracemi.
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Z 22 pacientd s nezhojenou akutni ChaO (63% pacientl s akutni ChaO) doslo béhem
sledovaného obdobi u 19 nemocnych ke zlepseni klinického stavu a k signifikantni redukci
rozdilu koznich teplot na dolnich konletinach (2,74 £ 1,3 vs. 2 £ 1,3°C; p<0,05; graf 8).
Pouze u 3 pacientti doslo béhem terapie r-TCC ke zhorSeni lokdlniho nalezu.

Ve skupiné neuropatickych fraktur nedoslo béhem sledovaného obdobi ke zhojeni 2
pacientti - u 1 bylo zaznamenéano zlepSeni patologického ndlezu a u 1 pacienta doslo ke

zhor$eni nalezu.
Diskuze ke studii 9

TCC se vyuzivaji v zahranici jiz fadu let v terapii diabetickych ulceraci a akutni ChaO

(105, 192), v nasi republice vSak zkuSenosti s touto 1é€bou doposud publikovany nebyly.
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Graf ¢. 8: Vyvoj rozdili koznich teplot u nezhojenych pacientii s akutni ChaO béhem terapie
r-TCC.
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V nasi studii jsme posuzovali dobu hojeni jednotlivych abnormalit i pocet zhojenych
pacienti pomoci r-TCC. Doba lécby TCC se signifikantné neliSila mezi sledovanymi
skupinami, avSak individualni doba sledovani byla ve studii variabilni.

V nasi studii doslo ke zhojeni 30% pacientli s neuropatickymi ulceracemi priméerné
béhem 6 mésicli. Laing a spol. prokazali ve své studii zhojeni vice nez 80% ulceraci béhem
dvoumesicni terapie (104). Faktorem, ktery mohl zapficinit v naSi studii nizké procento
(104). Zatimco ve studii Lainga a spol. byla vétSina pacientii s ulceracemi stupné 1 a 2 dle
Wagnera, v nasi studii méla vétSina pacientti ulcerace stupné Wagnera 2 a 3.

Ve studii Armstronga a spol. porovnavali hojeni diabetickych ulceraci pomoci r-TCC,
specialné upravenych ortéz (aircast) a polovicnich terapeutickych bot. Behem 12 tydnt doslo
k signifikantn€ nejvysSimu procentu zhojeni diabetickych ulceraci u pacientt 1é¢enych TCC v
porovnani s pacienty 1éCenymi specialn€ upravenymi ortézami a polovi¢nimi botami (89,5%
vs. 65% vs. 58,3%, respektive; 193). Nicméné 1 v této praci byli pomoci TCC lé€eni pacienti
s povrchov¢jS$imi ulceracemi oproti nasi studii. Hojeni diabetickych ulceraci posuzovali také
polsti autofi, u nichz doslo béhem 2 mésict ke zhojeni 90% nemocnych, nicméné velikost
ulceraci byla podstatn& mensi v porovnani s nasi studii (plocha ulceraci 2 cm?; 194).

V Laveryho studii autofi porovnavali hojivost ulceraci u pacienti s diabetickymi
ulceracemi bez a se soucasnou akutni ChaO (195). Signifikantné krat$si dobu se hojily
ulcerace u pacienti s ChaO, piestoze plocha jejich ulceraci byla signifikantné vétsi

v porovnani se skupinou pacientd lécenych pouze pro neuropatické ulcerace. Nicméné tito
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pacienti méli krat§i anamnézu neuropatickych defekti v porovnani s pacienty 1é€enymi pouze
pro neuropatické ulcerace (18 dni vs. 89 dni). Chronicita ulcerace tady ziejmé hrala, podobné
jako v nasi studii, podstatnou roli. V nasi studii byli hodnoceni pacienti s ChaO bez ulceraci,
pacienti s ChaO a ulceracemi byli zafazeni do skupiny ulceraci a ne ChaO.

V nadi studii se podafilo zhojit béhem sledovaného obdobi 37% pacientl s akutni
ChaO v priméru za 8 mésicl. Sinacore a spol. uvedli ve své studii 100% zhojeni ChaO
béhem prumérné 2,9 = 1,5 mésicli, median byl 6,7 mésice (192). Podle lokalizace ChaO se
liSila v Sinacorové studii 1 doba hojeni pomoci TCC. Delsi dobu se hojily arthropatie
lokalizované v oblasti stfedni ¢asti nohy, paty a kotniku v porovnani s lokalizaci v pfedni ¢asti
nohy, coz jsme pozorovali i vnasi studii. Hojeni ChaO bylo signifikantn¢ ovlivnéno a
prodlouzeno u pacientti, u kterych doslo k pozdnimu stanoveni diagnozy. Rozdil v dob¢
hojeni ChaO v nasi studii a studii Sinacora mize spocivat predev§im v jinych kritériich hojeni
osteoarthropatie - Sinacore pouzival jako kritérium hojeni pouze klinicky obraz (Gstup
erytému, pokles koznich teplot), my jsme pouzivali také scintigraficka kritéria (192).

Hojeni neuropatickych fraktur bylo v nasi studii rychlejsi v porovnani s délkou hojeni
pacientl s neuropatickymi ulceracemi nebo akutni ChaO. Pfesto byva hojeni neuropatickych

Po ukonceni terapie r-TCC ma pacient pouzivat preventivni obuv pro diabetiky nebo
specidlné upravené ortopedické boty. Pfrevod by mél byt pozvolny, abychom zamezili
reulceracim. Rekurenci neuropatickych ulceraci prokazal Helm a spol. ve své studii u 20%
nemocnych béhem nésledujicich 25 mésicti po ukonceni terapie TCC (197). Pti¢inami novych
ulceraci byly non-compliance pacienta, porucha biomechaniky, vyskyt osteofytii nebo
sekvestri kosti, OM a vyskyt deformit v ramci ChaO (197). V nasi studii jsme rekurenci
abnormalit nesledovaly.

Zavérem mizZzeme shrnout, Ze vysledky nasi studie podporuji koncepci, Ze r-TCC je
vhodnou formou odlehéeni dolnich koncetin u pacient se SDN. Urychluje hojeni jak u
pacientd s akutni ChaO, tak s neuropatickymi frakturami a s diabetickymi ulceracemi. Pied
aplikaci r-TCC je ovSem nutno zvazit indikaci této formy lécby u pacienti sOM a u
infikovanych diabetickych ulceraci s klinicky zavaznym nélezem. Proto jsme nasledné

provedli studii 10.
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Studie 10- Komplikace 1é¢by r-TCC se zaméienim na OM (prilohy 31-35):

Cilem prospektivni studie bylo zjistit poc¢et komplikaci 1é¢by r-TCC se zaméfenim na

vyskyt nové OM a jeji hojeni.

Charakteristika souboru pacienti

Do nasi studie bylo konsekutivné zatazeno 61 pacienti se SDN, ktefi byli 1é¢eni pro
nehojici se neuropatické ulcerace, akutni ChaO a neuropatické fraktury v podiatrické
ambulanci IKEM. Tito pacienti byli obdobn¢ jako v pfedchozi studii pted zarazenim do studie
netspeésSné léceni po dobu alesponn 3 mésicti standardnimi metodami odlehCeni dolnich
koncetin (1, 52). Vylu€ovaci kritéria alikace r-TCC byla zminéna v kapitole 3. Primérmny v&k
pacientl zafazenych do studie byl 54 + 9,2 roku, primérna doba trvani diabetu byla 15,6 + 9
roku a primérny HbAlc dle DCCT ¢inil 8,3 + 1,8%.

Diagnostika OM, posouzeni zavaznosti ulceraci a ATB rezistence

OM byla stanovena pomoci RTG vysetieni dolnich koncetin, které bylo provadéno
vzdy pted zapocetim a po ukonceni 1é¢by r-TCC. K diagnoéze ptispély i elevované parametry
zanétu (CRP, FW, leukocyt6za) a nalez na dolni koncetiné (otok a/nebo flegmoéna a/nebo
hluboké ulcerace dolni koncetiny Wagner 3, ¢i chronicka fistula s kosti na spodiné v oblasti
dolni koncetiny). VSichni pacienti s diagnostikovanou OM byli 1é¢eni po dobu trvani OM
peroralnimi ATB.

Kritériem zhojeni OM bylo posouzeni lokalniho nalezu - ustup otoku a flegmoény dolni
koncetiny a pokles rozdilu koznich teplot dolnich koncetin, pokles laboratornich zndmek
zanétu (leukocyty, CRP) a dale RTG potvrzené zhojeni OM v dané lokalité.

V souvislosti s moznymi faktory spojenymi s rizikem OM byly posuzovany zavaznost
diabetické ulcerace (Wagnerovskou klasifikaci) a ATB rezistence patogenii nalezenych
v diabetickych ulceracich. Za rezistentni byly povazovany patogeny necitlivé k perordlnim

ATB, ktera lze vyuzit v 1é¢b¢ infekce u ambulantnich pacientt.

Schéma studie 10 a statistické zpracovani nalezenych dat

V kapitole 3 byly popsdny metody aplikace r-TCC, postup oSetfeni a harmonogram
pravidelnych kontrol nemocnych se SDN, ktefi byli zatazeni do studie. U pacientli zafazenych
do studie byly aplikovany r-TCC metodou popsanou v kapitole 3. Diagnostika jednotlivych

patologii v ramci SDN byla shodna s tdaji uvedenymi ve studii 9.
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Mezi sledované komplikace 1écby TCC byly =zatazeny technické komplikace
(zlomeniny fixaci), nové otlakové ulcerace, fraktury kosti na 1é¢ené dolni koncetin€ nebo na
kontralateralni konceting zplisobené noSenim r-TCC a v neposledni fadé¢ mykdzy v oblasti
komplikace lécby TCC pattila progrese lokalni infekce charakterizovana flegmoénou,
zhorSenim lokalniho nélezu, edémem dolni koncetiny a dale rozvoj OM. Zminéné
abnormality vedly vZdy k pferuseni 1écby r-TCC.

V nasi studii byly sledovany pocty jednotlivych komplikaci 1écby r-TCC a dale byl
porovnan vyskyt nové OM behem terapie r-TCC (tzv. riziko) s poctem zhojenych nemocnych
s OM béhem 1écby r-TCC (tzv. benefit).

Uvéadéna data jsou prezentovana formou primérnych hodnot £ SD. Vyskyt komplikaci
lécby r-TCC byl sledovan po dobu alespoini 2, maximalné v§ak 12 mésicti. Vyskyt komplikaci
mezi jednotlivymi skupinami byl posuzovan Fisherovym testem. Frekvence vyskytu OM,
procento zhojenych OM a procento nové vzniklych OM byly porovnany pied zapocetim a po
skonceni 1écby r-TCC pomoci McNemarova testu, ktery statisticky zhodnotil risk vs. benefit

terapie. Za statisticky signifikantni byly povazovany hodnoty p< 0,05.

Vysledky studie 10:

Pacienti se SDN byli 1é€eni pomoci r-TCC v priméru 5,4 + 4,5 mésice. Celkové se
komplikace 1é¢by vyskytly u 41 pacientti (67% nemocnych). Vyskyt jednotlivych komplikaci
1écby r-TCC béhem sledovaného obdobi je zobrazen v grafu 9. Nejcastéji se jednalo o
zlomeninu fixace (u 54% vSech nemocnych), druhou nejcastéjsi komplikaci byl rozvoj
otlakové ulcerace, a to u 20% nemocnych. Mezi nejméné frekventované komplikace patfily
byla progrese lokalni infekce, jez byla nalezena u 17% nemocnych.

Pied zapocetim 1écby r-TCC mélo 21 pacientl se SDN diagnostikovanou OM.
Nejcastéji se OM vyskytovala v oblasti metatarsalnich kosti (13/21- 62% nemocnych s OM),
déle v oblasti tarsalnich kosti (7/21- 33% pacientll) a phalang (1/21- 5% pacientti). Zbylych
40 nemocnych nevykazovalo znamky OM pted aplikaci r-TCC.

r-TCC mély pfiznivy vliv na hojivost OM u pacientli se SDN. Z 21 nemocnych s OM
detekovanou pied zapocetim 1éCby doslo ke zhojeni u 11/21 pacientl (52% nemocnych). Ze
40 pacientii bez OM pted 1écbou r-TCC doslo pouze u 3 (7,5%) nemocnych k rozvoji nové
OM po aplikaci r-TCC.
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Graf ¢. 9: Vyskyt komplikaci 1é¢by SDN pomoci r-TCC.
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Podle statistiky byla nalezena signifikantné vyssi frekvence pacientii se zhojenou OM
v porovnani s poctem nemocnych s nové rozvinutou OM (p< 0.01); benefit 1écby r-TCC tedy
vyrazné€ prevysoval riziko rozvoje nové OM u pacientt 1é€enych touto metodou.

Dale byly podrobnégji zkoumany pfi¢iny neuspokojivého hojeni OM. Zavaznost
diabetické ulcerace hodnocena dle Wagnera a mikrobidlni rezistence patogent nalezenych v
diabetickych ulceracich se signifikantné¢ neliSily mezi skupinou pacientd se zhojenou a
nezhojenou OM. Pacienti s nezhojenou OM byli charakterizovani lokalizaci OM v oblasti
tarsalnich kosti. Nova OM se rozvinula béhem studie u nemocnych s hlubokou ulceraci

(Wagner 3) a sinfekci zplisobenou multirezistentnimi patogeny (Pseudomonas sp. nebo
MRSA).

Studie 11- Srovnani efektu 1é¢by r-TCC a RCW na hojeni SDN (priloha 36)

Cilem studie bylo porovnat dlouhodobé vysledky terapie odlehc¢enim pomoci r-TCC a

pomoci specialni ortézy RCW, zejména vyskyt komplikaci terapie se zamétenim na OM.

Charakteristika souborii pacientii

Do prospektivni 4-leté studie bylo zatazeno 99 pacientt s chronickymi neuropatickymi
ulceracemi, akutni ChaO a neuropatickymi frakturami, ktefi byli 1éceni r-TCC a srovnatelna
skupina 23 nemocnych 1écena pro stejné indikace pomoci RCW. Zakladni charakteristiky

obou skupin jsou uvedeny v tabulce 28.
Schéma studie 11 a statistické zpracovani nalezenych dat

Jednotlivé diagnozy byly stanoveny stejnym zpusobem jako ve studii 9. Aplikace

kontaktnich fixaci, oSetieni pacientil a jejich nasledné sledovani bylo jiz popséno v kapitole 3.
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Tabulka ¢. 28: Zakladni charakteristiky soubort pacientl 1écenych riiznymi odleh¢ovacimi
prostiedky.

Sledované parametry Pacienti 1é¢eni r-TCC | Pacienti 1é¢eni RCW P
(n=99) (n=23)

Primérny vék (roky) 53,3+ 10 57,4+ 12 NS

Trvani diabetu (roky) 16 +10,2 19,6 £ 10 NS

HbAlc dle IFCC (%) 6,5+1,8 73+2 NS

CRP (mg/l) 15+34 24+ 64 NS

Trvani patologie (mésice) 10,1 + 13,6 6,1 +7 NS

Ve studii byli sledovany béhem 4 let procenta hojeni SDN, délky hojeni riznych diagnoz
(kritéria hojeni byla definovana ve studii 9) a pocty komplikaci 1écby rozli¢nymi
odlehfovacimi pomiickami (vycet komplikaci a jejich diagnostika véetné OM byly uvedeny
v predeslé studii). Dale byly porovnany pocty nemocnych s OM, kterd byla zhojena béhem
aplikace r-TCC nebo RCW (tzv. benefit), s po¢ty nemocnych s nové rozvinutou OM b&hem
dané terapie r-TCC nebo RCW (tzv. risk). Pomér risk vs. benefit 1écby r-TCC a RCW byl
vypocten jako pomér poctu nemocnych s nové rozvinutou OM/poctu zhojenych pacientd
s OM béhem lécby r-TCC nebo RCW, respektive.

Uvadéna data jsou prezentovana formou pramérnych hodnot + SD. Sledované
parametry byly zhodnoceny pomoci t-testi, x* testu, Fisherova testu a Mc Nemarova testu. Za

statisticky signifikantni byly povazovany hodnoty p<0,05.

Vysledky studie 11

Vétsi pocet pacientti 1é¢enych r-TCC se zhojil béhem sledovaného obdobi oproti
pacienttim, ktefi byli 1éCeni pro SDN pomoci RCW, ovSem vysledek nebyl signifikantni
(52/99- 52,5% vs. 8/23- 34,8% nemocnych; NS). TaktéZ se vzdjemné signifikantné nelisily
primérné délky terapii SDN a pocet amputaci u pacientli 1écenych r-TCC a RCW (8,3 + 5,4
vs. 6,2 + 4,2 mésice; 10/99-10,1% amputovanych vs. 4/23-17,4%; vse NS).

Ob¢ skupiny pacienti se signifikantné neliSily v incidenci vSech sledovanych
odleh¢ovacimi pomiickami, progrese lokalniho nalezu, se vyskytovala ve vyssim procentu ve
skupiné pacienti 1é¢enych RCW oproti r-TCC, nicméné vysledky nebyly signifikantni (22%
vs. 12%; NS).

K signifikantné vySsi uspésnosti hojeni jiz prokdzané OM a niZ8§imu rozvoji nové OM
dochazelo beéhem nasi studie ve skupiné pacientd 1é¢enych r-TCC: 20 nemocnych (62,5%)

z 32 pacientl s prokdzanou OM a novd OM u 6 nemocnych (9,4%) z 64 pacienti bez OM
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Graf ¢. 10: Vyskyt komplikaci terapie u pacientti Ié¢enych r-TCC
(n=99) a specialni ortézou RCW (n=23).
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(3 pacienti neméli udaje o OM; p<0,01) oproti nemocnym s RCW: zhojeni 3 pacienti (50%)
z 6 nemocnych s prokdzanou OM a nova OM u 2 pacientd (11,8%) ze 17 pacientd bez OM
(NS). Risk vs. benefit ratio byl tedy signifikantn€¢ nizsi ve skupin€é nemocnych 1é¢enych

pomoci r-TCC (0,3) oproti pacientt lé¢enym RCW (0,67; p<0,01; graf 11).

_ B Prokazana a nezhojena OM B Zhojena OM Bl BezOM B Nova OM _

Diskuze ke studii 10 a 11

Jednou z nejvhodnéjSich metod odlehceni dolnich koncetin je jiZ zminénd aplikace
TCC. Vétsina studii zaobirajicich se 1écbou TCC je zaméfena na zjiSténi uspéSnosti a délky
hojeni SDN (105, 107, 116, 118, 197-199).

Komplikace 1écby r-TCC byly doposud zkoumany pouze okrajoveé. Nejcastéji byla

v publikovanych studiich sledovana rekurence diabetickych ulceraci po ukonc¢eni terapie TCC
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(116, 197, 200), ktera se obvykle pohybovala okolo 20%, ov§em byl popsan 1 67% vyskyt
(200). Pti¢innou rekurenci byly nedostatky v oblasti péce o dolni koncetiny, biomechanické
vady, kostni fragmenty, OM nebo ChaO (197). V nasi studii nebyly rekurence diabetickych
ulceraci ¢i reaktivace ChaO po ukonceni terapie r-TCC sledovany.

Doposud se vyskytly pouze dvé studie zkoumajici podrobnéji komplikace a
bezpecnost TCC, které byly aplikovany u rizikovych pacientd s periferni neuropatii (194,
201). Wukich a spol. prokéazali komplikace, napf. koZni iritaci nebo pfiliSnou té€snost fixace,
pouze u 17% nemocnych (201) a Dzieciucowicz a spol. popsali ve své studii nové otlakové
ulcerace na stejné koncetiné u 40% nemocnych s nové nasazenou TCC (194).

Nase studie sledovala komplexnéji vyskyt vSech komplikaci terapie r-TCC. Prokézali
jsme progresi lokdlniho nalezu, kterd vedla k ukonceni terapie r-TCC, v 17 % pfipadu.
Technické komplikace, jakymi byly zlomeniny fixaci, byly vna$i studii nejcastéjSim
aplikace jedné TCC u jednoho pacienta - zatimco Wukich a spol. ménili fixace po 4 dnech a
nasledné jednou tydné (201), v nasi studii byly TCC ménény pouze pii vyrazném poskozeni
fixace nebo pii vyrazné redukci edému dolni koncetiny. Nové ulcerace se objevily v nasi
studii u 20% nemocnych lécenych r-TCC. Jejich pfic¢inou, podle naSich zkuSenosti, mohla byt
Spatna compliance pacienta spocivajici napt. v nevhodném pouzivani podpaznich berli, noSeni
ponozek ¢i obvazl uvnitt r-TCC a vlastnich opravach r-TCC. Nové vzniklé ulcerace, zvlaste
jsou-li v€as zachyceny, nebyvaji pfi¢inou zavaznych komplikaci, protoze byvaji obvykle
povrchové a jsou nejcastéji lokalizované v nezatézovanych mistech, mezi néz tadime
pretibidlni oblast nebo oblast nartu.

Podle guidelines uré¢enych k 1é€bé SDN je OM absolutni kontraindikaci aplikace TCC
(105, 202). Na druhé stran¢ existuji dobré klinické zkuSenosti s aplikaci klasické sadry u
pacient s OM, protoze dochazi ke znehybnéni koncetiny a snizeni rizika Sifeni infekce.
Doposud nebyla provedena studie zkoumajici vliv 1écby TCC na OM. Dle naSich vysledki
nemusi byt OM Fazena mezi absolutni kontraindikace aplikace r-TCC, jelikoZ benefit
1écby r-TCC signifikantné prevySuje riziko nového vzniku OM béhem této terapie.
V nasi studii se OM objevila nové pouze u 7,5% nemocnych. Podobné vysledky nalezl i Ha
Van ve své studii (7,1%; 203). Jelikoz se ale nova OM v nasi studii rozvinula u pacient
s hlubokou ulceraci Wagner 3 infikovanou multirezistentnimi patogeny, nelze u téchto
pacientll doporucit terapii ulceraci pomoci TCC. Podobné je sporna aplikace TCC u pacientti

s OM v oblasti tarsalnich kosti, jelikoz u nich aplikace TCC nemusi nalez vyrazné zlepsit.
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Krom¢ aplikace r-TCC je mozné ve stejnych indikacich pouzit RCW. RCW dovede
obdobné jako TCC redukovat plantarni tlaky plsobici na plosku dolni koncetiny, nicméné
délka hojeni pomoci RCW je delsi oproti TCC (204). Nevyhodou aplikace této pomiticky je
hor$i compliance (pacienti nosi RCW maximalné¢ 60% denni doby; 205). Doposud byla
provedena pouze jedna studie srovnavajici vliv terapie TCC a RCW na hojeni diabetickych
ulceraci. Armstrong a spol. nalezli jednoznaéné vyssi procento zhojenych pacientii 1écenych
TCC (89,5%) oproti nemocnym lécenym ortézou typu Aircast (65%; 105). Podobny uc¢inek
jako TCC ma dle studie Katza a spol i tzv. iTCC (instant Total Contact Cast) vytvorena
imobilizaci RCW sadrovym obvazem (206, 207). Tento typ odlehceni spojuje vyhody ortézy
RCW ve srovnani s TCC, tj. rychlej$i a méné narocnou ptipravu a aplikaci a vyhody TCC
proti ortéze RCW — lepSi compliance pacienta, ktery iTCC obvykle nemiize sdm snimat. My
jsme v nasi studii nezaznamenali rozdil v hojeni vS§ech abnormalit v ramci SDN mezi pacienty
1é¢enymi r-TCC a RCW. K lepsim vysledkim zminénych studii oproti nasi mohlo piispét
nekolik faktorti- tydenni pravidelné kontroly a vymeény pomiicek, zatfazeni nekomplikovanych
pacientii s malymi povrchovymi ulceracemi, pomérné¢ cCastd aplikace ATB 1 u ne pfili§
komplikovanych a zjevné neinfikovanych nemocnych a vyfazeni pacientll s prokazanou
infekci véetné OM. Limitem nasi studie mize byt maly poc¢et nemocnych ve skuping 1é¢ené
RCW.

V nasi studii jsme se snazili kromé rozdilli v dobé a uspé&Snosti hojeni zaméfit i na
zjisténi rozdild v poctu komplikaci a na vliv odlehcovacich pomiicek na hojeni a rozvoj nové
OM u pacientil lécenych r-TCC a RCW. Incidence komplikaci nebyla signifikantné odlisna
mezi obémi skupinami léCenymi r-TCC a RCW. Prokazali jsme ale signifikantn¢ vyssi
procento zhojenych OM a niz8i procento nové rozvinutych OM ve skupiné nemocnych
1é¢enych r-TCC v porovnani s pacienty lécenymi RCW.

I pres nékteré nevyhody aplikace r-TCC, zminéné jiZ v iivodu dizertac¢ni prace, je
terapie pomoci r-TCC z hlediska dosaZzenych vysledki lepSi alternativou v 1é¢bé SDN
v porovnani s ostatnimi odlehfovacimi pomickami. Na zakladé zkuSenosti z naSich
studii 1ze zavérem shrnout, Ze je nezbytné nutné pravidelné kontrolovat lokalni a RTG
nalezy u pacientii se SDN léenymi r-TCC nebo i RCW a terapii obémi pomuckami

racionalné indikovat.

88



5. Zavéry a zhodnoceni cilu jednotlivvch studii

Zavérem muzeme shrnout vysledky jednotlivych studii vramci tfi sledovanych okruht

nasledovné:

Abnormality imunitnich funkci ve vitahu k diabetu a jeho komplikacim (SDN):

1. Akutné navozena hyperglykémie a/nebo hyperinzulinémie béhem clampovych studii

vyznamné neovlivnily funkce nespecifického imunitniho systému ani u zdravych

dobrovolniki, ani u pacientt s diabetes mellitus 1.typu.

Tento model korespondoval 1épe s redlnymi podminkami u pacientil s diabetes

mellitus nezli dosud publikované in vitro testy.

2. Pacienti s chronickou infekci pti SDN méli z hlediska imunitnich funkei:

>

Mirné snizené procento fagocytujicich PMN bunék po stimulaci E.coli ve
srovnani se zdravymi kontrolami.

Signifikantné vys$si hladiny IgA a IgG ve srovnani se zdravymi kontrolami.
srovnani se zdravymi kontrolami.

Pouze mirnou elevaci typickych zanétlivych markert (CRP a leukocytl), v

69% a 83% ptipadil v ramci normy.

Na podkladé téchto nalezi je mozné piedpokladat, ze aktivace imunitniho systému

a zanétliva reakce u téchto pacienti neni dostatecna, prestoze nebyly zjistény

v

vyznamn¢j$i imunodeficity.

3. Pacienti s chronickou infekci pfi SDN méli nasledujici zmény mikronutrient

spojenych s imunitnimi funkcemi:

>

Signifikantn€ nizs§i hladinu vitaminu C v porovnani se zdravymi kontrolami
a pacienty s diabetem 2.typu bez pozdnich komplikaci.

Signifikantn€ vyssi hladiny Cu a niz8i hladiny Mg v porovnani se zdravymi
kontrolami. Tytéz nalezy byly pfitomny i u pacientl s diabetes mellitus 2.typu

bez pozdnich komplikaci.

Tyto zmény mohou mit vztah kimunitnim funkcim pfedevSim ve smyslu

ovlivnéni redox potencialu, diferenciace imunitnich bun¢k a produkce ROI.
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Infekéni komplikace SDN:

1.

Byl nalezen vyssi vyskyt mikrobidlni ATB rezistence, pfedev§im u transplantovanych
pacientll ve srovnani s dialyzovanymi a ostatnimi pacienty se SDN. Na zakladé téchto
nalezli je mozné modifikovat empirickou ATB terapii u rizikovych skupin nemocnych
se SDN.

U pacientli se SDN byly posouzeny rizikové faktory pro amputace dolnich koncetin —
dle regresni analyzy k nim patfily nejen OM a ICHDK, ale také mikrobiélni rezistence
k perordlnim ATB. Proto doporucujeme tento fakt vzit v uvahu a ATB terapii provadét

zejména u rizikovych skupin nemocnych dostate¢né ucinné.

. Nebyla prokdzana shoda mikroskopickych a kultivacnich mykotickych nalezii z

hyperkeratéz a z diabetickych ulceraci. Kultiva¢ni nalezy ze vzorkl z hyperkeratéz a z
ulceraci byly u téhoz pacienta odlisné.

Proto doporucujeme provadét ke stanoveni mykotickych agens u SDN kultivacni
vySetieni spiSe nez mikroskopické a vySetfovat jak vzorky z ulcerace, tak vzorky z

jejiho okoli.

Terapie SDN odlehcenim:

l.

Potvrdili jsme dobry efekt terapie specidlni kontaktni fixaci (r-TCC), pfedevSim u
pacientll s neuropatickymi frakturami, ale 1 u pacientl s ChaO a diabetickymi
ulceracemi. Béhem studie jsme zjistili pomérné vysoky pocet pfedevsim technickych
komplikaci, proto jsme ptivodni metodu modifikovali.

Na rozdil od ,.tradi¢nich indikaci jsme ovéfili, Ze Ize tuto metodu GspésSné pouzit i u
pacientl s OM, jelikoZ benefit této terapie je vySsi nezli riziko rozvoje nové OM u
pacientll se SDN, ovSem za ptedpokladu jejich peclivé kontroly (! OM v tarzélnich
kostech a ulcerace W3 infikované multirezistentnimi patogeny).

U pacientt s OM se jevi pro lécbu odlehcenim vhodnéjsi pouziti r-TCC nez-li

specidlni ortézy RCW.
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6. Souhrn

SDN vznikd na zéklad¢ komplexu patofyziologickych pochodi, které nalézame u
pacientd s pozdnimi komplikacemi diabetu, vyznamné zvySuje morbiditu i mortalitu
nemocnych a vyrazné zhorSuje kvalitu zivota téchto pacientt.
Téma dizertacni prace, patofyziologické aspekty SDN se zaméfenim na imunologické
abnormality, infekéni komplikace a moZznosti terapeutického ovlivnéni biomechanickych
poruch, bylo dale rozdéleno do 3 celkt:
» abnormality imunitnich funkci ve vztahu k diabetu a jeho komplikacim, zejména SDN
» infekéni komplikace SDN
» terapie SDN odleh¢enim.

Problematika poruch imunitnich funkci ve vztahu k diabetu a SDN byla feSena v 5 studiich,

infek¢ni komplikace SDN ve 3 studiich a terapie SDN odlehcenim rovnéz ve 3 studiich.

Abnormality imunitnich funkci ve vztahu k diabetu a jeho komplikacim, zejména SDN
Prvni studie se zabyvala efektem akutni hyperglykémie a/nebo hyperinzulinémie na
funkce PMN bunék u zdravych osob. Cilem studie bylo posoudit ucinek kratkodobych
akutnich metabolickych zmén na fagocytézu a oxidativni vzplanuti PMN bunék in vivo u
zdravych dobrovolnikl. Akutni hyperglykémie a/nebo hyperinzulinémie byly navozeny tfemi
clampovymi studiemi- HHC, HEC a HGC sendogenni blokddou sekrece inzulinu
somatostatinem. PMN fagocytéza a respiratni vzplanuti byly stanoveny priutokovou
cytometrii za bazalnich podminek a po stimulaci E.coli. Vysledky nalezené béhem
clampovych studii byly porovnany s daty ziskanymi béhem kontrolniho clampu. Imunitni
funkce PMN bunék nebyly béhem clampovych studiich u zdravych dobrovolnikli podstatné
ovlivnény kratkodobou hyperglykémii a/nebo hyperinzulinémii ve srovnani s kontrolnim

clampem.

Druhé studie byla zaméfena na zjisténi moznych abnormalit PMN funkci zptsobenych
kratkodobymi metabolickymi zménami navozenymi in vivo u pacientli s diabetes mellitus
l.typu. Akutni hyperglykémie a hyperinzulinémie byly indukovany c¢tyfhodinovym HHC.
Stanoveni PMN funkci bylo provedeno obdobné jako ve studii 1. Kratkodoba hyperglykémie
s hyperinzulinémii indukovand in vivo u pacienti s diabetes mellitus 1.typu neovlivnila

vyznamn¢ imunitni funkce PMN bunék.
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Nasledujici dvé studie zkoumaly potencionalni vliv dekompenzace diabetu a
chronického zanétu ptitomného u pacientli se SDN na funkce nespecifického 1 specifického
imunitniho systému.

Mezi pacienty se SDN a zdravymi dobrovolniky nebyly nalezeny signifikantni rozdily
v parametrech oxidativniho vzplanuti PMN bunék detekovanych za bazélnich a
stimulovanych podminek, pouze procento fagocytujicich PMN bunék detekované po
stimulaci E.coli bylo u nemocnych se SDN signifikantné niz§i v porovnani se zdravymi
kontrolami.

U pacientti se SDN byly nalezeny signifikantn¢ vyssi hodnoty markerti zanétu (CRP,
pocet leukocytli a neutrofilit) ve srovnani se zdravymi kontrolami, avSak toto zvySeni bylo ve
vétSiné pripadl v ramci normy nebo jen lehce nad normou. Z imunologickych abnormalit
byly nalezeny u pacientti se SDN vyssi procento cytotoxickych (CD8+) T-lymfocytl a nizsi
imunoregula¢ni index, ktery pozitivn¢ koreloval s HbAlc. U diabetiki se SDN byly
prokézany také signifikantné vyssi hladiny IgA, IgG a CIK, zatimco hodnoty IgM, C3 a C4

sloZzek komplementu se signifikantné nelisily od hodnot zdravych dobrovolnikii.

V paté studii jsme posuzovali zmény mikronutrientdl a jejich mozny vliv na
nespecificky imunitni systém u pacienti se SDN. Vyznamné redukované hladiny vitaminu C
byly nalezeny u pacienti se SDN oproti pacientim s diabetem 2.typu bez komplikaci a
zdravym kontrolam. Signifikantné vys$si hladiny Cu a niz8i hladiny Mg byly prokazany u
obou skupin diabetikii ve srovnani se zdravymi kontrolami. Sérové hladiny ostatnich
mikronutrientd (vitamin E, jeho izomery, Zn a Fe) se signifikantn¢ neliSily mezi sledovanymi
skupinami. Ze sledovanych mikronutrientli signifikantné korelovaly s parametry oxidativniho

vzplanuti PMN bunék u vSech subjekt pouze Cu a Mg.

Infekéni komplikace SDN

V Sesté studii jsme se zabyvali infekénimi komplikacemi u riznych skupin pacienti se
SDN. Cilem bylo zjistit mozné rozdily ve vyskytu mikrobidlnich agens v diabetickych
ulceracich a rozdily jejich ATB rezistence mezi transplantovanymi, dialyzovanymi a
ostatnimi pacienty se SDN. Vyskyt jednotlivym mikrobialnich agens se vyznamné nelisil
mezi studovanymi skupinami, avSak sledované skupiny pacientli se signifikantné liSily ve
vyskytu bakterialni ATB rezistence. Transplantovani pacienti méli signifikantné vice kment
stafylokokokl rezistentnich k oxacilinu, imipenemu, kotrimoxazolu a erytromycinu a

enterokokii rezistentnich k ampicilinu, piperacilinu v porovnani s ostatnimi skupinami.
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Pseudomonadové baktérie byly u dialyzovanych nemocnych se SDN rezistentnéjsi

k piperacilinu a cefpiromu oproti zbylym dvéma skupindm.

Cilem sedmé studie bylo zjistit, zda-li rezistence k peroralnim ATB muze byt rizikova
pro vyskyt amputaci dolnich koncetin. Do studie byli konsekutivné zafazeni vSichni pacienti
léceni behem 1 roku v podiatrické ambulanci IKEM pro diabetické ulcerace a méli alespon
jeden pozitivni stér zrany. V postupné regresni analyze byla spolu s OM a ICHDK
signifikantnim rizikovym faktorem rezistence k peroralnim ATB, jeji asociace s amputacemi

byla signifikantni zejména u nemocnych bez OM.

Mykotickd agens mohou pfispét ke vzniku diabetickych ulceraci a mohou zpomalit
proces jejich hojeni. Cilem osmé studie bylo zptesnit diagnostiku myko6z u pacientli se SDN.
Byly porovnany vyskyty mykotickych agens z oblasti hyperkerat6z a spodin ulceraci, shoda
mikroskopickych a kultivacnich vySetieni mykoz a shoda kultiva¢nich mykotickych néleza
z hyperkeratoz a spodin ulceraci. Kultivacni a mikroskopické ndlezy si u pacientli vzajemné
neodpovidaly, konkordance kultiva¢nich nalezii mykéz z ulceraci a z hyperkeratéz u téhoz

pacienta byla pouze 56%.

Terapie SDN odleh¢enim
Jednim z faktortim, ktery ptispiva k hojeni SDN je vhodné zvolena metoda odlehceni
dolnich koncetin. Cilem devaté studie bylo zhodnotit u¢innost 1é¢by SDN pomoci r-TCC u
pacientli s neuropatickymi ulceracemi, akutni ChaO a neuropatickymi frakturami.
Signifikantné kratsi dobu se hojili pacienti s neuropatickymi frakturami oproti zbylym dvéma
skupinam, rovnéz pocet zhojenych pacientl byl v této skupin¢ nejvyssi. Terapie pomoci 1-
TCC byla ale uspé€sna i u nemocnych s neuropatickymi ulceracemi (doslo ke zmenSeni

ulceraci) a s akutni CHaO (doslo k redukci aktivity onemocnéni).

Cilem desaté studie bylo stanovit ¢etnost komplikaci 1écby r-TCC a sledovat vliv
TCC na hojeni OM a na riziko rozvoje nové OM u pacienti se SDN. NejcastéjSimi
komplikacemi terapie r-TCC byly technické komplikace a rozvoj novych ulceraci. Progrese
lokalniho ndlezu byla nalezena u 17% nemocnych léenych r-TCC. Ostatni komplikace
véetné mykotickych infekei a bolesti kloubli se vyskytovaly jen ziidka. Pocet pacientli se

zhojenou OM byl signifikantné vys$si v porovnani s po¢tem nemocnych s nové rozvinutou
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OM. Pacienti s nezhojenou OM byli charakterizovani zejména lokalizaci OM v tarzélnich

kostech a pacienti s nové vzniklou OM hlubSimi ulceracemi s rezistentnimi patogeny.

Cilem jedenacté studie bylo porovnat terapii odleh¢enim pomoci r-TCC a specialni
ortézy RCW. Signifikantn¢ vyssi pocCet zhojenych pacienti s OM a nizsi pocet nemocnych
s nov¢ rozvinutou OM byl nalezen u pacientli 1é¢enych r-TCC oproti nemocnym lécenym
RCW. Risk/benefit ratio byl signifikantn€ niz8i u nemocnych lécenych r-TCC oproti

nemocnym lé¢enym RCW.

Vysledky dizertaéni prace prispély jak kobjasnéni nékterych patogenetickych
souvislosti SDN, predev§im v oblasti imunologickych poruch a infekénich komplikaci,
tak ke zlepSeni terapie predevSim v oblasti specidlnich forem odlehCovacich metod.
Prioritou bylo zejména posouzeni akutniho vlivu hyperglykémie a hyperinzulinémie in
vivo na imunologické parametry, zjiSténi souvislosti ATB rezistence s komplikacemi
SDN a moZnou modifikaci empirické terapie, zejména u rizikovych skupin nemocnych a

zavedeni metody odleh&eni pomoci r-TCC v Ceské republice.
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8. Seznam pouzitvch zkratek:

- ATB - Antibiotika, antibioticky

- CC - Kontrolni clamp

- CIK - Cirkulujici imunokomplexy

- CRP - C-reaktivni protein

- Cu - Med

- DHA - Dehydroaskorbova kyselina

- Fe — Zelezo

- fMLP — formyl-methionyl-leucyl-fenylalanin

- FW - sedimentace erytrocytl

- HbAlc - glykovany hemoglobin

- HEC - Hyperinzulinovy euglykemicky clamp

- HGC - 1zolovany hyperglykemicky clamp

- HHC - Hyperglykemicky hypeinzulinovy clamp
- ChaO - Charcotova osteoarthropatie

- Ig - Imunoglobulin

- ICHDK - Ischemicka choroba dolnich koncetin
- IRI - Imunoreaktivni inzulin

- MFI - Mean fluorescent intensity- priimérna fluorescencni intensita
- Mg - Magnesium

- MIC - Minimalni inhibi¢ni koncentrace

- MP - Mean percentage- primérné procento

- MRSA - Methicillin rezistentni S.Aureus

- n - pocet

- NADP - Nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
- NADPH - Hydrogen nikotinamid adenin dinukleotidfosfat
- NS — nesignifikantni

- obr- obrazek

- OM - Osteomyelitida

- P — Signifikance

- PMA — phorbol 12-myristat 13-acetat

- PMN - Polymorfonuklearni

- RCW - Removable Cast Walker

- ROI - Reaktivni kyslikové intermediaty

- r-TCC - removable Total Contact Cast- snimatelnd kontaktni fixace
- RTG - Rentgenologicky

- SD - Standard deviation

- SDN - Syndrom diabetické nohy

- SE - Standard Error

- tab- tabulka

- TcPO2 - Tenze transkutanniho kysliku

- Zn - Zinek
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Abstract

Abnormal immune functions of polymorphonuclear (PMN) cells occur in a variety of pathophysiological conditions. There exists a close
link between glucose metabolism and PMN functions. The aim of this study was to assess the effect of short-term hyperglycemia and/or
hyperinsulinemia on phagocytosis and respiratory burst of PMN cells in healthy subjects in vivo. The study was performed on 12 healthy
subjects (mean age, 26.9 + 1.6 years; body mass index, 24.4 * 0.84 kg/m?). Acute hyperglycemia and/or hyperinsulinemia was induced by
three 4-hour-long clamp studies—hyperglycemic hyperinsulinemic clamp (HHC), hyperinsulinemic euglycemic clamp (HEC), and isolated
hyperglycemic clamp with insulin secretion blockade (HGC). Polymorphonuclear cell phagocytosis and PMN cell respiratory burst (mean
percentage and mean fluorescent intensity of phagocyting/activated PMN cells, phagocytic, and respiratory burst indexes) were evaluated by
flow cytometry under basal and stimulated conditions. Results detected during clamp studies were compared with those found during a
control study with saline infusion. Significant reductions in the mean percentage of phagocyting cells measured under basal conditions after
the HHC (6.7% + 1.3% vs 12.1% + 4.3%; P < .05) and HGC (4.5% * 1.8% vs 9.9% + 2.1%; P <.05) were found in comparison with the
preclamp study period; however, these results did not differ significantly from those detected during the control clamp (CC) study.
Significantly higher phagocytic (115.1 + 65 vs 35.8 + 18.6; P < .05) and respiratory burst indexes (16.5 £ 3 vs 10.1 £ 1.4; P < .05)
measured under basal conditions were found after HEC in comparison with the preclamp data. However, these data did not differ
significantly from those found after the CC study. No significant differences in other parameters of detected PMN cell immune functions
were found after HHC, HEC, and HGC. In conclusion, immune functions of PMN cells were not significantly influenced by short-lasting
hyperglycemia and/or hyperinsulinemia induced in vivo by clamp techniques in healthy subjects compared to changes induced by the CC
study. Further studies on the short-term effect of glucose metabolism on PMN functions in diabetic patients should be considered necessary.
€ 2006 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction metabolism and PMN functions based on metabolic and
pathophysiological conditions.

The oxygen-dependent intracellular killing of infectious
agents in PMN cells, known as the respiratory burst,
consists of a sequence of metabolic events activated after
contact of foreign particles with the PMN membrane. The
respiratory burst includes the generation of reactive oxygen
intermediates (ROI) [4-7]. The generation of ROI relates to
the oxidation of glucose via the hexose-monophosphate
shunt. The microbicidal activity of activated macrophages
against certain intracellular and extracellular pathogens is
correlated with their production of ROI [8,9].

Phagocytosis by polymorphonuclear (PMN) celis con-
stitutes an essential tool of host defense against bacterial and
fungal infections. The phagocytic process can be separated
into several major steps: chemotaxis, attachment of particles
to the cell surface of phagocytes, ingestion, and intracellular
killing by oxygen-dependent and -independent mechanisms
[1,2]. These PMN functions require energy derived from
glucose [3]. There may exist close links between glucose
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Abnormal phagocytosis occurs in a variety of clinical
disorders and may be associated with the neutrophil itself or
with immunoglobulin or complement defects [6,10-17]. In
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diabetic patients, a 50% reduction in PMN glucose use and
glycolysis was found [18]; however, a significant increase in
glucose use and glycogen formation was observed in
leukocytes after treatment of diabetic patients with insulin
[18,19]. Some studies showed functional PMN cell abnor-
malities such as the impairment of chemotaxis [20,21],
adherence [22], and ingestion [20,23], which were associ-
ated with chronic hyperglycemia [20,23,24]. The respiratory
burst of stimulated PMN cells was significantly reduced in
both type 1 [23.25] and type 2 diabetic patients [26] with
poor metabolic control. It is unclear how the acute changes
in short-lasting high glucose and insulin serum levels could
impact the potential for infection in a clinical setting.

The effect of acute hyperglycemia on PMN functions was
still predominantly assessed during in vitro studies. There
were described significant changes in immune functions up to
high glucose medium levels. Reduced PMN functions such as
phagocytosis and respiratory burst with reduced superoxide
production were shown in several reports [27-29].

To date, the influence of hyperinsulinemia on PMN cell
activities was assessed very rarely in vivo [18,30]. Never-
theless, the effect of acute hyperglycemia on PMN functions
has not been studied yet.

The aim of our study was to assess the effect of
combined short-lasting hyperglycemia and hyperinsuline-
mia, isolated hyperinsulinemia, and isolated hyperglycemia
on phagocytosis and respiratory burst of PMN cells in
healthy subjects during clamp techniques. These models of
conditions correspond far more with the pathophysiological
status in patients with diabetes mellitus.

2. Materials and methods

2.1. Subject characteristics

Twelve healthy subjects without any concomitant disease
were included into the study. They had a mean ageof26.9 +
1.6 years and body mass index of 24.4 + 0.84 kg/m?. Each
of the healthy subjects had to have normal blood counts,
normal glucose tolerance according to the 1999 World
Health Organization diagnostic criteria [31] (mean fasting
glycemia, 4.6 + 0.12 mmol/L), and normal glycosylated
hemoglobin (mean HbA ., 4.8% + 0.09%). Normal glucose
tolerance was confirmed by an oral glucose tolerance test.
None of the study subjects took medications known to
influence plasma glucose or insulin concentrations or had
pathological levels of erythrocyte sedimentation rate and
routine biochemical laboratory tests (creatinine, urea,
electrolytes, lipid concentrations, urine analysis). Immune
defects were excluded by laboratory tests of physiological
parameters related to immune functions.

The exclusion criteria included respiratory, renal, hepatic,
gastrointestinal. immune, infectious or other diseases, alco-
holism, and drug abuse. Acute and chronic diseases were
excluded based on medical history, physical examination,
and routine laboratory tests of blood counts, biochemical

parameters, etc. None had a defined immune defect and a
history of acute infectious disease during the last 3 months.

All subjects provided written informed consent before
participation in this study, which was reviewed and
approved by the local ethics committee.

2.2. Experimental design

All subjects were examined after an overnight fast. They
were instructed to adhere to their ordinary lifestyle and
avoid alcohol consumption, strenuous exercise, and major
changes in food intake for 3 days before the clamp study.
The study procedures in each healthy subject consisted of
4 consecutive clamp studies, each of 4 hours duration per-
formed in 14-day intervals.

2.2.1. Study 1

The hyperglycemic hyperinsulinemic clamp (HHC)
study was performed as described previously [32,33].
Briefly, a new Teflon cannula (Venflon; Ohmeda, Helsing-
borg, Sweden) was inserted into an antecubital vein for the
infusion of all test substances. A second cannula (Venflon;
Becton-Dickinson, Helsingborg, Sweden) was inserted
retrogradely into a wrist vein for blood sampling, and the
hand was placed in a warming device to achieve venous
blood arterialization. The aim of the HHC was to raise the
plasma glucose concentration acutely to a fixed hypergly-
cemic plateau of 17 mmol/L and to maintain it at that level
for 4 hours. The high plasma glucose level was achieved
with a bolus of 40% glucose in a previously calculated dose
(dose [mL] = weight [kg] x [17 — plasma glucose
concentration] X 0.0855). Thereafter, blood glucose levels
were measured in blood samples obtained at 5- or 10-minute
intervals. Plasma glucose concentrations throughout the
study periods were maintained at the hyperglycemic level
by a continuous 15% glucose infusion at variable rates
adjusted according to glucose levels.

Blood samples for immunoreactive insulin (IRI) deter-
mination were taken before (0 minutes) and at 60, 120, 180,
210, 225, and 240 minutes of each clamp study. Blood
counts, parameters of phagocytosis, and respiratory burst of
PMN cells were determined from blood samples taken at 0
and 240 minutes of each clamp study.

2.2.2. Study 2

The hyperinsulinemic euglycemic clamp (HEC) proce-
dure was described previously [32-34]. A primed constant
insulin infusion (1 mU/kg per minute of Actrapid HM;
NovoNordisk, Copenhagen, Denmark) was administrated to
raise and maintain the plasma insulin concentration at
approximately 60 mU/L. The whole blood glucose levels
were measured in blood samples obtained at 5- or 10-minute
intervals. Glycemia was maintained at fasting level
(4-6 mmol/L) by a continuous infusion of 15% glucose at
variable rates adjusted according to glucose measurements.
Addition of saline was infused to match the liquid volume
applied during the HHC in study 1.
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2.2.3. Study 3

To test the effect of isolated hyperglycemia in vivo, the
isolated hyperglycemic clamp (HGC) with insulin secretion
blockade was performed. A hyperglycemic plateau of
17 mmol/L. was achieved with a 40% glucose bolus in a
previously calculated dose (dose [mL] = weight [kg] %
[17 — glycemic level] x 0.0855) followed by a continuous
intravenous 15% glucose infusion at variable rates adjusted
according to glucose level measurements as in study 1. The
endocrine insulin secretion was blocked by continuous
somatostatin infusion at the rate of 500 ug/h (somatostatin
injection power, 1 X 3 mg + solvens; UCB SA Pharma,
Braine, L’Alleut, Belgium). To ensure time and volume
compatibility with the HHC, the rest of the liquid volume
applied throughout the first clamp study was substituted by
an adequate amount of drinking water.

2.2.4. Study 4
The control clamp (CC) study consisted of infusion of saline
and drinking of water time- and volume-matched to the HHC.

The mean plasma glucose concentration during study
I was 17 + 0.35 mmol/L with coefficients of variation
lower than 5%. Because of the physiological stimulation of
endogenous insulin secretion, the mean reactive plasma
insulin concentration was 352.3 + 66 uU/mL. Euglycemia
(mean plasma glucose concentration, 4.7 + 0.09 mmol/L
with coefficients of variation <5%) and hyperinsulinemia
(mean plasma insulin concentration, 57 + 5 uU/mL) were
maintained throughout study 2. Stable hyperglycemia (mean
plasma glucose concentration, 16.4 + 0.7 mmol/L with
coefficients of variation <5%) was achieved in study 3 with
endocrine insulin secretion blockade by somatostatin,
resulting in a mean plasma insulin value of 23.8 +
3.6 pU/mL. During the CC study (study 4), the mean
plasma glucosc concentration and mean plasma insulin
value were 4.8 + 0.12 mmol/L with coefficients of variation
lower than 5% and 3.4 + 0.5 pU/mL, respectively.

2.3. Analytical methods

The plasma glucose concentrations were measured on a
Beckman Analyzer (Beckman Instruments, Fullerton, CA)
using the glucose oxidase method. HbA,. was evaluated by
the Bio-Rad Haemoglobin A,. Column Test (Bio-Rad
Laboratories, Munich, Germany). Immunoreactive insulin
was determined by radioimmunoassay using Immunotech
Insulin IRMA kit (Immunotech, Prague, Czech Republic).

Phagocytosis of PMN cells was evaluated by flow
cytometry using a commercially available quantitative test
(Phagotest; Orpegen Pharma, Heidelberg, Germany). Phago-
cyvtosis of PMN cells was analyzed as described previously
[35.36). Phagotest measures the overall percentage of
granulocytes showing phagocytosis—the ingestion of one
or more bacteria per cell—as well as the individual cellular
phagocytic activity (number of bacteria per cell).

One half of a heparinized whole-blood sample (100 uL
per test) was incubated in an ice bath for 10 minutes as a
negative control sample. The second half of the blood
sample was incubated with fluorescein-labeled opsonized
(with immunoglobulin and complement) bacteria Escherichia
coli (E coli FITC opsonized 1 x 10° bacteria per milliliter) in
a water bath at 37°C for 10 minutes. At the end of the
incubation time, phagocytosis was stopped by placing all
samples on ice and adding 100 uL of quenching solution.
After washing with the washing solution, the erythrocytes
were disrupted by adding 2 mL of the lysing solution to the
blood samples. Finally, 200 uL of the staining solution was
added to the samples, and the percent of the phagocyting
cells, as well as the intensity of the fluorescence per cell, was
evaluated as described below.

Respiratory burst of PMN cells was evaluated by flow
cytometry using a commercially available test (Bursttest;
Orpegen Pharma, Heidelberg, Germany). The test measures
the percentage and the enzymatic activity of the ROI-
producing PMN cells. Bursttest uses unlabelled opsonized
E coli (a particulate stimulants) for PMN stimulation.
Escherichia coli was chosen as a more physiological
stimulants with closer relation to infection.

Respiratory burst of the PMN cells was analyzed as
described previously [35,36]. Briefly, mixed heparinized
blood (100 uL per test) was incubated in an ice bath for
10 minutes to cool the blood samples to 0°C. Half of the
whole blood was mixed with 20 uL of precooled E coli. The
nonstimulated sample served as a negative background
control. Next, 20 uL of washing solution was added. After
mixing, the samples were incubated in a water bath at 37°C
for 10 minutes. After that, 20 pL of substrate solution
(dihydrorhodamine 123; DHR123) was added and incubat-
ed for another 10 minutes at 37°C. At the end of the
incubation, the blood samples were lysed and fixed with
2 mL lysing solution, then washed and supplemented with
200 uL DNA staining solution. Measurements of the cell
suspensions were done using the flow cytometer, as
described below, within 30 minutes after 10 minutes of
incubation with the staining solution.

Comparisons of blood count changes found after each
clamp study with those detected during the CC study
showed significantly reduced amounts of leukocytes after the
HHC (A leukocytes after the HHC vs after the CC, 1.17 vs
0.19; P < .05) and after the HGC (A leukocytes after the
HGC vs after the CC, 1.12 vs 0.19; P < .05). These results
did not influence the percentage and mean fluorescent
intensity of phagocyting and active PMN cells measured by
flow cytometry, as approximately 10000 PMN cells from
each blood sample were taken to perform the measurement
of activity of PMN phagocytosis and respiratory burst.

2.4. Analysis of PMN functions by flow cytometry

Percentage of phagocytic PMN cells, mean fluorescent
intensity of the labeled phagocyting PMN cells, and
percentage and mean fluorescent intensity of cells with
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Table 1
The phagocytosis of PMN cells measured under basal conditions before and after HHC, HEC, isolated HGC, and CC studies

A. Basal phagocytic parameters before and after individual clamp studies

Phagocytic parameters Type of clamp
HHC HEC HGC cC
Before clamp  After clamp  Before clamp  After clamp Before clamp  After clamp  Before clamp  After clamp
(n=12) o =12) (n=12) (n=12) (n = 12) (n =12) (n=12) (n =12)
MP of phagocyting 12.1 £ 44 67 +13* -73+ 17 75+ 15 99 + 21 45+ 1.8 78 %22 58+ 18
PMN cells (%)
MFTI of phagocyting 389 + 121 392 £ 70 214 + 122 341 £ 152 177 = 98 167 + 93 418 + 142 427 + 139
PMN cells
Phagocytic indexes 146 £+ 1.2 132+ 1.1 358 £ 186 115.1 £ 65*  65.5 £ 40.6 65 + 408 176 + 67.3 122.5 £ 37

B. A comparison of the changes in phagocytic parameters assessed during clamp studies with those found during the CC study

Changes of parameters Type of clamp
HHC HEC HGC cC
AMP of phagocyting —54 £ 4 027 £ 18 -51£2 -1.1 23
PMN cells
AMFTI of phagocyting 2.84 + 96 126.5 = 150 336 —27 + 151
PMN cells
APhagocytic indexes 1.5 + 0.83 —87.2 + 68.8 0.1 +07 18.5 + 32

Results are means + SE. MFI indicates mean fluorescent intensity; MP, mean percentage; A, change in parameters before and after the clamp study.
* P <.05; statistically significant changes after HHC and HGC clamps in comparison with parameters found before HHC and HGC clamps, respectively;
other parameters are not significant.

oxidative burst were measured in the blood samples with the 2.5. Data analysis

use of the FACSCalibur (Becton-Dickinson, San Jose, CA)

flow cytometer equipped with a laser beam emitting 488 nm Polymorphonuclear functions (phagocytosis and respira-
of blue-green light. For the analyses of blood leukocytes tory burst) under basal conditions (activity of negative
from the samples (at least 10000 cells per sample), the samples) and after £ coli stimulation in the pre- and
CellOuest software (BDIS, CA) was used. The fluorescence postclamp periods were compared. Phagocytic and respira-
was estimated using histograms from the FL2 channel. The tory burst indexes related to PMN functions were calculated
power of the study was less than 80%. (mean fluorescent intensity of phagocyting or active PMN
Table 2

The phagocytosis of PMN cells measured after E coli stimulation before and after HHC, HEC, isolated HGC, and CC studies

A. Stimulated phagocytic parameters before and after individual clamp studies

Stimulated parameters Type of clamp
HHC HEC HGC CcC
Before clamp  After clamp  Before clamp  After clamp  Before clamp  After clamp  Before clamp  After clamp
(n=12) n=12) (n=12) n = 12) (n=12) n=12) (n=12) (n = 12)
MP of phagocyting 81.9 + 3.9 816 £ 45 594 £ 9.6 564 + 7.7 66 + 8.8 69.5 + 45 60 + 6.8 573+ 74
PMN cells (%)
MFTI of phagocyting 1268 £ 214 1333 £ 247 1018 + 219 638 + 196 1159 £ 445 653 + 215 1129 + 198 1240 + 145
PMN cells
Phagocytic indexes 1044 £ 288 787 + 21.7 362 + 98 3495 + 92 451 + 87 429 + 38.2 417 = 842 4103 + 81.1

B. A comparison of the changes in phagocytic parameters assessed during clamp studies with those found during the CC study

Changes in parameters Type of clamp
HHC HEC HGC cC
AMP of phagocyting -03 1.1 48 £ 5 -31+£05 -24 17
PMN cells
AMFTI of phagocyting 654 = 113 —156 £ 57 —193.8 + 27 —269 = 59
PMN celis
APhagocytic indexes 31.1 £ 416 16.6 + 11.1 21.3 4+ 48.1 13.4 + 40.7

Results are means = SE. No parameters are significant.
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Table 3
The respiratory burst of PMN cells measured under basal conditions before and after HHC, HEC, isolated HGC, and CC studies
A. Basal parameters of respiratory burst before and after individual clamp studies
Basal parameters Type of clamp
HHC HEC HGC CcC

Before clamp ~ After clamp  Before clamp  After clamp Before clamp  After clamp Before clamp  After clamp

(n=12) n=12) (n=12) (n=12) (n =12) (n =12) (n=12) n=12)
MP of active PMN cells %) 45+ 14 25+04 29 +0.7 21 +£06 39 +1 6.8 + 2.6 34 + 1.1 3.1+ 11
MF1 of active PMN cells 288 + 53 300 + 66 501 £ 95 678 + 156 475 + 116 494 + 173 516 + 128 684 + 175
Respiratory burst indexes 146 + 1.2 132+ 1.1 101+14 16.5 + 3% 14.6 + 3.1 173 £35 101 + 1.3 119 + 23

B. A comparison of the changes in respiratory burst parameters assess:

ed during clamp studies with those found during the CC study

Changes in parameters

Type of clamp

HHC HEC HGC cC
AMP of active PMN cells -2+ 14 -08 + 0.7 2.8 £ 1.7 03 +1
AMF] of active PMN cells 12.1 + 60 177.5 + 104 6.6 + 92 168.2 + 106
ARespiratory burst indexes L7 + 0.9 ~5.0+£33 0.7 £3.8 -29 + 2.1

Results are means + SE. No parameters are significant.

cells divided by mean fluorescent intensity of nonphagocyt-
ing or nonactive PMN cells). The HHC, HIC, and HGC
studies were also compared with the time- and volume-
controlled saline infusion.

The statistical data analysis was performed by the BMDP
PC 90 statistical software (Los Angeles, CA). The compar-
ison of data and indexes evaluated before and after each
clamp study was performed by paired Wilcoxon test in each
healthy subject, and the comparison of data changes among
clamp studies was performed by Kruskal-Wallis test in each
healthy subject. The Spearman rank correlation coefficient

Table 4
The respiratory burst of PMN cells measured after £ coli stimulation before

was used to determine any significant correlation between
assessed data. All data are expressed as means + SE. All
results including indexes were also analyzed after logarith-
mic transformation of non-Gaussian distributed data,
P values of less than .05 were considered significant.

3. Results

We found significant reductions in the mean percentage
of phagocyting PMN cells measured under basal conditions
after the HHC (P < .05) and after the HGC (P < .05;

and after HHC, HEC, isolated HGC, and CC studies

A. Stimulated parameters of respiratory burst before and after individual clamp studies

Stimulated parameters

Type of clamp

HHC HEC HGC cC
Before clamp  After clamp Before clamp ~ After clamp Before clamp  After clamp Before clamp ~ After clamp
(n=12) (n=12) (n=12) (n=12) m=12) (n=12) (n =12) (n = 12)
MP of active 89.6 + 5.3 89.8 + 438 91.1 + 33 794 + 8.9 82.6 +7 912 + 27 90 + 3.5 894 + 25
PMN cells (%)
MEFT of active 2850 + 508 2620 + 476 2487 + 353 2407 + 307 1906 + 358 1662 + 287 3045 + 344 2886 + 393
PMN cells
Respiratory burst 1044 + 288 787 +217 529 + 254 451 145 369 + 148 383 + 142 37+ 96 40.1 + 125
indexes
B. A comparison of respiratory burst parameters assessed during clamp studies with those found during the CC study
Changes in parameters Type of clamp
HHC HEC HGC cC
AMP of active 0.7 + 44 —11.7 + 8.8 103 £ 7.1 —05+24
PMN cells
AMFI of active =107 £+ 212 —80.3 + 83 —~238 £ 198 —158.5 + 389
PMN cells
ARespiratory burst 29.7 + 353 -1.8 + 215 1.3+91 -71+94
indexes

Results are means + SE. No parameters are significant.
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Table 1A). Other phagocytic parameters of PMN cells
assessed after individual clamp studies under basal con-
ditions were not significantly different from those found
before the clamp studies (Table 1A). However, the changes
in basal phagocytic PMN parameters evaluated during indi-
vidual clamp studies did not differ significantly from those
of the CC study (Table 1B).

Other parameters of phagocyting PMN -cells measured
after E coli stimulation (Table 2A) were not influenced by
acutely induced hyperglycemia and/or hyperinsulinemia
during provided clamp studies. Similar to differences in basal
PMN phagocytic parameters, the changes in PMN phagocytic
parameters before and at the end of the HHC, HEC, HGC, and
the CC studies measured after E coli stimulation were not
statistically different as shown in Table 2B.

The measurements of respiratory burst of PMN cells
under basal conditions before and after each clamp study did
not differ significantly (Table 3A); their respective changes
during the HHC, HEC, and HGC were not significantly
different from the results of the CC study (Table 3B). The
mean percentage and mean fluorescent intensity of active
PMN cells measured after E coli stimulation before and
after each clamp study did not differ significantly (Table 4A),
and their differences under stimulated conditions were
not statistically different either from those detected during
CC (Table 4B).

Significantly higher phagocytic indexes and respiratory
burst indexes evaluated under basal conditions were found
after the HEC (P < .0S). However, these indexes were not
significantly different from those found after the CC study
(Tables 1 and 3).

All indexes elucidating the activity of phagocytosis and
respiratory burst measured after £ coli stimulation were not
statistically different before and after each study clamp.
Moreover, their comparison with indexes detected during
CC did not differ significantly, even after logistic transfor-
mation (Tables 2 and 4).

4. Discussion

The aim of our study was to determine whether short-
lasting hyperglycemia and/or hyperinsulinemia induced
under defined conditions during clamp studies could influ-
ence the immune functions of PMN cells in healthy subjects
in vivo. The design of our study was based on theoretical
pathophysiological presumptions and on results of previous
experimental in vitro studies. To the best of our knowledge,
studies performing under exactly defined conditions during
clamp studies have not been published yet.

Based on pathophysiological aspects, we presumed a
prevailing negative effect of hyperglycemia on phago-
cytosis and especially on respiratory burst of PMN
cells. There exist some hypotheses of pathophysiological
action of higher glucose and insulin concentrations on
metabolism and activity of PMN cells. They are, in some
aspects, controversial,

Physiologically, superoxide radicals are formed during
the respiratory burst from oxygen and nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate (NADPH) molecules under cataly-
zation of NADPH oxidase [6]. Normally, 40% of glucose is
metabolized through hexose monophosphate shunt in PMN
cells. Hyperglycemia could induce the several-fold increase
in glucose amounts metabolized via hexose monophosphate
shunt. Reactive oxygen intermediate production increases
proportionally with NADPH production increase [37]. Con-
versely, during severe hyperglycemia, saturation of hexoki-
nase enzyme could appear. Afterwards, glucose is converted
to sorbitol by an NADPH-dependent aldose reductase
enzyme in the polyol pathway, in which NADPH is con-
sumed by the aldose reductase enzyme and therefore ROI
production decreases [17].

Based on experimental in vitro studies performed on
PMN cells from healthy subjects after short-term exposition
to hyperglycemia, we suspected various impairments of
PMN functions. Cendoroglo et al [27] proved that incubation
of PMN cells from healthy subjects in media with high
glucose concentrations, comparable to concentrations in
dialysis fluids, inhibited phagocytosis and respiratory burst
after 30 minutes of incubation. An inhibition of phagocytosis
and unaffected activity of respiratory burst (irrespective of
glucose concentration or fluid osmolality) after exposition of
PMN cells from healthy subjects to high glucose concen-
trations (25 mmol/L) and hyperosmolarity of peritoneal
fluids has been shown by Liberek et al [38]. Nielson and
Hindson [39] showed an impairment of respiratory burst of
preincubated PMN cells from healthy subjects in dependence
on increasing glucose concentration (11-56 mmol/L) during
30 minutes of incubation in vitro.

In our study, we have not found any significant effect of
acute short-lasting hyperglycemia (17 mmol/L) on PMN
functions, neither on phagocytosis or on respiratory burst of
PMN cells. Compensatory effect of both the abovemen-
tioned pathophysiological mechanisms participating in ROI
production might be involved.

Similarly to hyperglycemic conditions, we did not find
any significant effect of short-lasting hyperinsulinemia on
immune functions of PMN cells in healthy subjects.

Based on previously reported studies, we supposed that
insulin could activate the main PMN functions through
specific binding of insulin to its PMN membrane receptor
[40,41]. Moreover, as described earlier, insulin was able to
increase in vitro glucose consumption of PMN cells from
nondiabetic human subjects without influencing the perme-
ability of the plasma membrane to glucose [42]. Spagnoli et
al [43] confirmed the activation of PMN functions induced
by high insulin concentrations. On the other hand, Hu et al
[44] showed that insulin attenuated PMN respiratory burst.

Similar to our results, Safronova et al [40] showed that
insulin did not change the basal PMN production of ROI after
60 minutes of PMN cell incubation in different insulin
concentrations in the medium. However, the authors reported
that insulin could modulate the stimulated respiratory burst
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parameters via tyrosine phosphorylation in dependence on
temperature and pretreatment of PMN cells with insulin.

A recent study performed by Walrand et al [18] assessed,
as in our clamp study, the effect of hyperinsulinemia on
PMN cells from healthy subjects in vivo. In contrast to our
study, increased chemotaxis, phagocytosis, and bactericidal
capacities were found after 4 hours of HEC in healthy
subjects [18]. We also found significantly higher phagocytic
and respiratory burst indexes after HEC; however, these data
did not differ from those detected after the CC study. The
differences between Walrand’s study and ours consisted in
the lower plasma insulin levels used during Walrand’s study
in comparison with our HEC (46 vs 60 mU/L) and in the
different methods assessing PMN functions. In contrast to
our study, Walrand et al did not perform a comparison of
detected data with data evaluated after the CC study with
saline infusion; the effect of time and volume expansion was
not excluded. Escherichia coli, which serves as a stimulant
in our study, is more physiological than formyl-methiony!l-
leucyl-phenylalanine (fMLP) and phorbol 12-myristate
13-acetate (PMA) used in Walrand’s study [18].

There are many differences between studies performed in
vivo evaluating the effect of short-lasting hyperglycemia
andior hyperinsulinemia and experimental in vitro studies.
Expenimental in vitro studies used considerably higher
glucose concentrations (11-56 mmol/L) for testing, in
comparison with high glucose levels typical in human
medicine. In our study, we tested a high glucose serum level
(17 mmol/L), which is more realistic in clinical practice.
Moreover, the evaluations performed in vitro do not
correspond to physiological regulation mechanisms com-
pensating for the effect of acute hyperglycemia and hyper-
insulinemia on PMN functions in humans such as
mechanisms mediated by secondary messengers, that is,
intracellular calcium, tyrosine kinase, enzymes of hexoso-
monophosphate shunt, scavenger system represented by, for
example, superoxidedismutase and at least by cytokines.

Limitations of our study include variations of detected
parameters of phagocytosis and respiratory burst, which have
been corrected by adequate statistical methods. We cannot
exclude less evident changes in PMN functions with short-
term changes in glucose or insulin, which can be detectable in
more study subjects. The degree of PMN function decreased
unambiguously, which is considered as being of clinical
imponance as it occurs very rarely. It is represented by
chronic granulomatous disease, lazy-leukocyte syndrome,
myeloperoxidase deficiency, deficiency of leukocyte glucose-
6-phosphate dehydrogenase, and by genetically transferred
metabolic diseases. All mentioned diseases are demonstrated
usually by repeated serious infections and have obvious
pathological results based on Phagotest and Bursttest. Such
abnormalities were not found in any of the volunteers from
our clamp study [45].

In summary, we did not find any significant alteration of
phagocytosis and respiratory burst of PMN cells in the healthy
subjects during acutely induced short-lasting hyperglycemia

and/or hyperinsulinemia in vivo in comparison with the CC
with saline infusion. Although there were found elevated
phagocytic and respiratory burst indexes after short-lasting
isolated hyperinsulinemia and reduced percentages of phag-
ocyting PMN cells after short-lasting hyperglycemia and
hyperinsulinemia or isolated hyperglycemia measured under
basal conditions, these abnormalities were not proved in com-
parison with the CC study with saline infusion.

In conclusion, the main benefit of our study is the fact that
the effect of acute hyperglycemia and/or hyperinsulinemia on
immune functions of PMN cells was studied in healthy
subjects in vivo under conditions that may reflect diabetes-
related mechanisms better than in vitro experiments. We
believe that our results encourage further studies to evaluate
possible mild changes in immune functions of PMN cells.
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W 4.10 Mechanisms of protection against intracellular microorganisms

A6.Fri.4.10/783 ACUTE INFLAMMATION MODULATES RESIS-
TANCE TO SALMONELLA TYPHIMURIUM IN MICE BEARING
NRAMP1 S ALLELE.

Andrea Borrego!, Marcelo De Franco!, Orlando Ribeiro Filho!, Maria
Siqueiral, Wafa Cabrera’, Nancy Starobinas!, Michel Seman?, Olga
Ibafniez!. ! Instituto Butantan, Sao Paulo, Brazil, 2 Universite Paris 7.
Two lines of mice genetically selected for maximal (AIRmax) or min-
imal (AIRmin) acute inflammatory reaction (AIR) differ significantly
in susceptibility to Salmonella typhimurium (S. tm.) infection. In
AlRmax the LD50 of the bacteria is 1000 times greater than in AIRmin
mice and Nrampl alleles frequencies were different in these lines. In
order to evaluate the effect of the Quantitative Trait Loci (QTL)
fixed in AIR selective process on S. tm. susceptibility dependent on
Nrampl, AIR sublines for Nrampl alleles were produced: AIRmax
RR, AIRmax SS, AIRmin RR and AIRmin SS. No changes in AIR
parameters were observed between AIRmax RR and S8, or AIRmin RR
and SS. indicating that Nrampl gene cannot modulate AIR. However,
a significant modulation of Nrampl S effect on S. tm. susceptibility
was observed. AIRmax SS mice present LD50 800-times higher than
AIRmin SS. These results show that AIR QTL can act as modifiers of
a major susceptibility gene as Nrampl S, evidencing these sublines as
an interesting experimental model to approach protocols of intracellular
infection diseases. Acknowledgement to FAPESP and CNPq.

A6.Fri.4.10/784 EXPRESSION OF THE 47KDA GTPASE IIGP IN INFECTION
SUGGEST A ROLE IN THE NON-ADAPTIVE PHASE OF AN IMMUNE RESPONSE
Jens Zerrahn!, Ulrich Schaible!, Frank Brinkmann®, Frank Kaiser?,
Stefan H.E. Kaufmann'. ! Maz-Planck-Inst. for Infectionbiol, Berlin,
GCermany.

It is becoming increasingly clear that non-adaptive immune mechanisms
contribute to the resistance against viral and bacterial infections. Mem-
bers of the 47kDa GTPase-family seem to exert innate immune functions
against intracellular pathogens. Mice deficient for IGTP are susceptible
to infection with Toroplasma gondii. However, the definitive function
of these GTPases is not known. A member of the 47kDa GTPase family,
namely 1IGP, was cloned from a cDNA library, representative of genes
that are upregulated in the immediate early phase of infection of mice
with Listeria monocytogenes. In macrophages IIGP mRNA expression
is induced by IFNa, IFN~, and bacterial constituents. An anti-1IGP
monoclonal antibody was raised and confocal microscopy revealed a
predominant association of 1IGP with the Golgi apparatus. This is in
contrast to the predominant ER association of IGTP and suggests a
distinct regulatory role in protein processing or trafficking governed by
these GTPases upon interferon mediated cellular stimulation. Analysis
of splenic sections from L. monocytogenesinfected mice revealed maxi-
mal expression of IIGP at day 3, predominantly in cells of the marginal
zone, presumably macrophages, and in endothelial cells. Unexpectedly,
the majority of resident red pulp macrophages remain negative for
1IGP expression. Currently we are trying to identify interacting pro-
teins to gain more insights into the mechanistic aspects of IIGP function.

A6.Fri.4.10/785 EFFECT OF HYPERCLYCEMIA AND HYPERINSULINEMIA ON
PHAGOCYTOSIS AND RESPIRATORY BURST OF POLYMORPHONUCLEAR CELLS
(PMN) IN HEALTHY SUBJECTS.

Fejfarova \'.!, Hosova J.!, Jirkovskd A.l, Kalanin J.!, Pelikdnova T.},
Striz 1L, Skibova J.1. 'Inst. for Clinical and Ezp. Medicine, Prague,
Czech. )

High medium concentration of glucose impairs some functions of PMN
in vitro. Aim of our study was to evaluate effect of hyperglycemia
and hyperinsulinemia on phagocytosis and respiratory burst of PMN
in vivo.Methods: Our study was performed on 10 healthy subjects
(mean age 27 years,mean BMI 24 kg/m2). 4 hours acute hyperglycemia
(17 mmol/l) was induced by hyperglycemic hyperinsulinemic clamp
(HHC) or by hyperglycemic clamp with insulin secretion blockade
(HC). For isolated 4 hours hyperinsulinemia (60mU/1) was employed
hyperinsulinemic euglycemic clamp (HEC). PMN phagocytosis (mean
percentage (MP) of phagocyting PMN, mean fluorescent -intensity
(MFI) of phagocyting PMN) and respitratory burst (MP of activated
PMN, MFI of activated PMN) were evaluated by flow cytometry
under basal conditions and after E.coli stimulations (PHAGOTEST,
BURSTTEST,Orpegen Pharma). Results were compared with control
values found during time and volume compatible saline infusion.
Results: No significant differences were found in observed parameters
of PMN phagocytosis and respiratory burst before and after HHC,HC
and HEC compared with control values. Conclusion: Immune functions
of PMN from healthy subjects were not influenced by short-time hyper-
glycemia with hyperinsulinemia, by short-time isolated hyperglycemia
or by short-time isolated hyperinsulinemia induced in vivo.

11th International Congress of Immunology

A6.Fri.4.10/788 EFFicaCY OF DNA. VACCINES EnNcODING Tozoplasma
gondii SAG1 AND ROP2 PROTEINS IN PROTECTION AGAINST TOXOPLASMOSIS
1N BALB/c aND HLA B7 TRANSGENIC: MICE

Michael J, Kirisits', Elaine O. Petrof’, Ernest J. Mui', Rima McLeod?.
1 University of Chicago, IL, USA.

Tozoplasma gondii is a protozoan parasite that causes neurologic
damage, blindness, and mortality in immunocompromised and congeni-
tally infected individuals. Studies are being performed to characterize -
immunologic mechanisms protective against T. gondii infection and to
identify T. gondii proteins that will be useful as vaccine components.
DNA sequences encoding the SAG1 or ROP?2 proteins of T. gondii were
cloned into an expression vector plasmid and Northern blot analysis
demonstrated that transcripts of interest could be detected following
in vitro transfection of mouse myoblasts. The results of Western blot
studies and agglutination assays revealed that antibodies specific to
SAG1 or ROP2 were elicited in BALB/c mice that were immunized
with DNA constructs encoding these T. gondii proteins. Using our
recently developed competitive PCR assay system, it was determined
that immunization of BALB/c mice with the SAG1 or ROP2 DNA
constructs conferred some protection against 7. gondii as measured by
reduced parasitemia following peroral infection with T. gondii cysts.
The effect of immunization of HLA B7 transgenic mice with the DNA
constructs encoding the SAG1 and ROP2 proteins of T. gondii is being
analyzed. The ability of the vaccinated mice to resist peroral infection
with Th gondii cysts is being tested by measuring parasitemia, cyst
number in the brain, and survival time.

A6.Fri.4.10/787 INVOLVEMENT OF CD5 (B-1)- CELLS IN MICE VACCINATED
wiTH CL-14 CLONE OF Trypanosoma cruzi.

M.A.  Silval, C.N. Paiva®, HL. Lenzi’, CR. Gattass?,
M.T.L. Castelo-Branco'. ' ICB-UFRJ, *IBCCF-UFRJ, % 1OC-Brazil.
Mice inoculated with trypomastigotes of CL-14 clone developed "milky
spots” (MS)(coelom associated lymphomieloid tissue) reactivity. We
studied the activation of peritoneal and MS cells investigating T and B
population and their subsets. The cellular composition of the MS was
investigated on peripancreatic omentum removed from BALB/c mice
inoculated with CL-14 clone. Most of the cells were B lymphocytes
with diffuse localization. We found IgM and IgG positive cells in the
periphery while IgA and CD5+ cells were concentrated in the central
area of MS. CD3+, CD4+ and CD8+ were also present. Peritoneal cells
were analysed by FACS and confocal microscopy. As shown by others
we found that B-1 cells typically constitute > 80% of the peritoneal B
cells. In BALB/c mice vaccinated with CL-14 clone, peritoneal Bla and
B1b cells were characterized as CD5+ or CD5-, respectively, B220lo,
IgMhi, IgDlo, CD23-, and Macl+. The proportion of CD5+ (Bla) cells
were reduced as compared with controls. As described for BALB.Xid
mice which lacks CD5 B cells, the disappearance of Bl cells in mice
inoculated with CL-14 clone suggests the involvement of these cells on
parasite clearance. The role of the omentum milky spots as a defence
mechanism remains open to discussion. but the MS activation in the
absence of tissue parasitism suggests that these structures could be
involved in parasite removal. Supported by PRONEX-MCT, FUJB,
CNPq and FAPERJ.

AB.Fri.4.10/789 DIFFERENT REQUIREMENTS FOR IL-4 BY TWO INBRED
STRAINS OF MICE IN CONTROL OF Cryptosporidium parvum INFECTION
Clare Notley’, Stuart McDonald!, John O'Gradyz. James Alexanders,
Frank Brombacher®, Vincent McDonald'. 16t Barts Royal London
School of Medicine, UK, 2 University of Strathclyde, Dept Im-
munology, UK, 3 University of Strathclyde, Dept Immunology, UK,
4 University of Cape Touwn School of Medicine, Dept Immunology,
South Africa.

Cryptosporidium parvum, the causative agent of cryptosporidiosis,
reproduces within gut epithelial cells. In murine infection models,
immunity involves a Thl response, but the role of the Th2 pathway
is unclear. The role of IL-4 in immunity to C.parvum was examined
using as hosts newborn mutant mice lacking functional IL-4 (IL-4 KO)
or the IL-4 receptor chain a (IL-4Ra KO) which produces a deficiency
in IL-4 and IL-13 function. The patterns of oocyst excretion measured
in colonic contents of C57BL/6 1L-4 KO and C57BL/6 wild-type (WT)
mice differed little throughout the infection. However, BALB/c WT
mice produced significantly fewer oocysts than BALB/c IL-4 KO or
IL-4Ra KO mice during the acute phase of infection. In addition,
oocyst excretion was detected at an earlier stage in IL-4R KO mice
than in WT mice. WT BALB/c and C57BL/6 strains had similar
patterns of oocyst excretion. The results suggest that in BALB/c,
but not in C57BL/6, the early control of infection involves 1L-4, and
possibly IL-13. Further studies are necessary to determine whether
these cytokines interact with the required Thl response.
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Effect of acutely induced hyperinsulinemia and hyperglycemia on phagocytosis
and oxidative burst of polymorphonuclear cells in heaithy subjects,

V. Fejfarova, J.Hosova, A.Jirkovska, JKalanin, T.Pelikanova, 1Striz, P.Boucek,
J.Skibova

Institute for Clinical and Experimental Medicine, Prague, Czech Republic

Background and Aims: Highmediumccnemuionof;lwimpdnmﬁncﬁmof
polymorphonuclear cells (PMN) in studies realized in vitro, The effect of in vitro induced
byperinsulinemia on i functi hasnotbea:weﬂdocumwedya"l‘helimofo\rmﬂy
was (0 assess the effect of acutely induced hyperinsuli ia and/or hyperglycemia on
phagocylosis and oxidative burst of PMN in vivo,

Materials and Methods: Our study was performed on 10 healthy subjects (mean age 2716
years, mean BMI 2443 kg/m2). Healthy subjects underweat four different 4 hours lasting clamp
studies. Acute hyperinsulinemia and/or hyperglycemia (17 mmol1) were induced by 1.
byperinsulinemic (60 mU/1) euglycemi clamp (HEC), 2. by ic hyperinsulinemic
W(MC).s.wwwmmmmmmC)fouowm
somatostatin application. As a controf clamp study (4.), we used time and volume controlled
sline infusion. PMN phagocytic activity (mean porcentage of phagocyting PMN, mean
fh i ity of phagocyting PMN) and ouidative burst (mean p atage of active
m,mﬂmimhyohaivePMN)mmenndendanachmpMu
] byﬂowqtomeuyundubudcmdiﬁmmdaﬁu&chkﬁnCdisﬁmMm(PHAGOTBT,
BURSTTEST, Orpegen Pharma, Heidelberg, Germany).
Results: No significant differences in PMN functi as p of PMN phag i
| (mean percentage of phagocyting PMN 5.134% vs 5.645.2% (NS) and mean fluorescent
imtensity of phagocyting PMN 1714457 vs 2824573 (without unit) (NS) under basal condition,
| before vs afler clamp study, respectively) and parameters of PMN oxidative burst (mean
parcentage of active PMN 3.7+2 5% vs 2.742.3% (NS) under basal condition and 93.6+12.3%
L vs 86.5x28.4% (NS) afier E.Coli stimulati n; mean fl i ity of active PMN
329£166 vs 4334350 (NS) under basal condition and 236241282 vs 196021321 (NS) after
EColi stimulation , before vs afier clamp study, respectively) were found during HEC.
Similarly, values of these parameters before and afier the HHC and HC clamp studies did not
differ significantly and were not different from control values found during controlied
saline infusion as well.
Conclusions: The pecific i functions of PMN (phag is and oxidative burst)
were pot influenced by short-time isolated hyperinsulinemia, by simult hyperglycemi
Mhypainnﬂinmhabykolawdhypugiyeemudminginvivodmpmﬁuinhuhhy
subjects. Supported by IGA grant No. NB/5323.3 of the Czech Ministry of Health
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GALACTOSYLCERAMIDE . (GAL-CER) INCREASES AND SULFATIDE
DECREASES CYTOKINE PRODUCTION OF WHOLE BLOOD CELLS.

A. Roeske-Niclsen, K. Bendtzén, P. Fredman, and K. Buschard. Bartholin
Instituttet; Institute for Inflammation Research, Rigshospitalet, Denmark; and
Sahl ka Univertetssjukh Maindal, Sweden.

-4

Aim: To test the effect of sulfatide and its precursor gal-cer (galactosylceramide)
. on cytokine production of whole blood culture from healthy donors. In B-cells
sulfatide and gal-cer are present in similar amounts, but sulfatide is known to be
secreted together with insulin.
Methods: PHA or LPS stimulated diluted whole blood cells were incubated with
30 umol/l of sulfatide or gal-cer. Furthermore, competition assays with both
sulfatide and gal-cer in various concentrations were performed. After 24 hrs
f supernatants from the cultures were harvested and the levels of IL-1p, IL-6,
Interferon-y (INF-y), and TNF-a were determined using ELISA.
« Results: Sulfatide d d production of the i igated cytokines (all data in
. percentage of comtrol levels): IL-6: 42 %, and INF-y: 65 %. In contrast,
stimulated cytokine production as compared to control levels: IL-1p: 371 %, IL-6:
312 %, INF-y: 489 %, and TNF-B: 1528 %.
; When sulfatide and gal-cer were present simultaneously in concentrations of 30
E umol/] the cytokine productions were: IL-18: 340 %, IL-6: 272 %, INF-y: 288 %,
and TNF-B: 1040 %. Sulfatide in concentrations of 120 uM reduced the effect of
;30 umol/l galcer to: IL-ibeta: 278 %, IL-6: 222 %, INF-y: 194 %, and TNF-a:
. 1010 % of control levels.
Conclusion: We have demonstrated that gal-cer increases and that sulfatide
decreases the production of cytokines known to be toxic to f-cells. Furthermore,
. gal-cer scems to overrule the effect of sulfatide. We speculate that leakage of gal-
cer in the islet envi might be p ially harmfut to the B-cells.

o A 151
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CYTOKINE PROFILES AND IgG-IA SUBCLASSES RESPONSE IN
TYPE 1 DIABETIC PATIENTS TREATED WITH ORAL INSULIN.
L. Monetini*, MG. Cavallo***, F. Sentinelli**, L. Stefanini**, E. Bonifaciot, E.
Sarugerit, E. Bosit. P Pozzilli** and the IMDIAB group. Universities of Campus
Bio-Medico®, La Sapienza*®, Tor Vergats®, Rome and San Raffacle Hoepitalt,
Milan, Italy. ‘ A :
Background and Alms. Tolerance to oral adminisered antigens may be gencrad
through the induction of Th2/Th3 reguistory cells. We recently reported that oral
insulin administration ($ mg daily for one year) starting at the time of diagnosis in
Type 1 diabetic patients hadno effecton residual beta cell function. The aims of this
study was to evaluate whether the above trestment determined the induction of
regulatoey T cells as measred by cysokine profiles and s Th2-like antibody response.
Materials and Methods. [FNg, IL4, IL-5 snd TGFb cytokines were measured in
insulin and PHA stimulated lymphocytes suporetsnts by ELISA every 3 months.
IgG subclasses of insulin antibody were measwed by RIA. Results. TGEbL
production was statistically higher in petients trested with oral insulin (n=11)
pared with pati iving placebo (=0) at 12 months from diagnosis (p=0.01
20d p=0.004 for lymphocytes challenged with insulin or PHA, respectively). Levels
of ILA, IL-5 and IFN-g were similar b the two dpaticnt’s groups both at
bascline and after stimulus with the. sotigens. 1gG1 and IgG3 insulin antibody
bl wese statistically lower in paticnts trested with oral insulin compared to
placebo control group after 12 months (p=0.02 and p=0.01, respectively).
Conclusions. The higher level of TGFb in patients treated with oral insulin
showed that immunoregolatory T cells are inducedby this treatmeant, The lower IgG1
and IgG3 antibody response in oral insulin trested-patients is consistent with a Th2
deviaﬁmdtheimmmmpane.mfﬂmwadimmy measurable clinical
benefit may be duc to the timing of treatment implementation.
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IMMUNE RESPONSES AGAINST RAT CYTOMEGALOVIRUS IN
DIABETES PRONE AND DIABETES RESISTANT BB RATS

N. van der Werf, J.L. Hillebrands, W.M. Bos, G. Leunk, B.W.A_ van der Strate, F.A_
Klatter, C.A. Bmggmn&].kozingbqn.CdlBiology,lmmmlogySecﬁon,
Faculty of Medical Sci , University of Groningen, Groningen, The Netheriands

The mechanism by which RCMV ) the develop of disbetes is still
, b ytolytic infection of beta-cells is wnlikely. Stimulatory effects of RCMV
mﬁeTmﬂWdNBEmﬁﬁhﬂmhMm.Tofm
h ize the i P againgt RCMV, in vitro as well as in vivo experiments were
performed after RCMYV infection of DR and DP BB rats.

Mmﬁaklﬂm:mhmoimmmllcw“mﬁdh
immwkaBm.RmmkﬂMuip.hﬁmmlwaspﬁa
RCMV(Mmiehmiin).Alimkmmiﬁedd,undllﬁylpimdﬂoWy
was performed on splonocytes and PBMNC's using the following mAb's: R73 (TCR), OX35
(m)MOXB(CNLTonWTﬂwiBBmmRCMVM
hvhomﬁkﬁvcmdDRndDPMmmzlmpind
Mhhmwﬂmdﬂﬁ.ﬁ-ﬂn!ﬁemd‘m
RCMV antibodies in serum of DP and DR BB rats afher RCMV infection was determined.

Results: Although not significant, RCMV infoction resulted i an i in the perocntag:
CDS*T&“IIIMI"I}IP.LMW*F.L’MMMRCMVMB
proliferation after stimulation with fixed sutob infocted fibroblasts (686176 dpe),

mmmmmnmahmtrmmﬁuﬂm

that & high proportion of the T tymph is reap 10 stimalation with RCMV in vitro,
sugsesting polyclonal activation of T cells by RCMV. Infection with RCMV resulted in
gawujonoﬁi;niﬁmmﬁuuofRCMVMﬁe-ihdhhbthPmdDRBBm. ’

Conclusions: RCMV. infecti of DR BB rats resulied in the generation of strong protiferative

Tedhmpminvino,nwin;polyebulTeellimhﬁm.AWmdmbkin

DPBBmhvmmmd(M)Twﬂmidnbedein&c
1 develop of diabetes in DP BB rats after RCMV infection.
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Pfi hodnoceni dvouleté etapy intervence jsme nezjis-
tili signifikantni zm&ny v hodnoté KPE zubdi [ KPE 3,36
(SE 0,58) v r.1997 resp. 4,29 (SE0,64) vr. 1999). Sta-
tisticky vyznamné zlep3eni bylo zji§téno ve stavu gingi-
vy a v Urovni Gstni hygieny, tj. odstrafiovani zubniho mi-
krobialniho povlaku. Hodnota indexu zanétu gingivy
klesla z 0,25 (SE 0,06) na 0,14 (SE 0,08) a index pfitom-
ného zubniho povlaku klesl z hodnoty 0,30-( SE 0.05)
na 0,12 (SE 0,04).

Oralni mikrobiologické vy3etfeni bylo zamé&feno na
frekvenci zadchytu kvasinkovitych mikroorganismu a st.
epidermidis, marker( diabetu v oralnim mikrobidinim
spektru. Po dvou letech intervence nebyly v jejich zachytu
zaznamendany zmény, ale jejich pfitomnostv duting Ust-
nf signifikantn& pozitivné korelovala s hladinami glyko-
hemoglobinu.

Vysledky studie prokazaly G€innost intenzivni indivi-

duélni motivace déti s diabetem k pédi o chrup a mély”

by byt motivaénim podnétem pro tym diabetologa
k soustavné orientaci pacientd a jejich rodi¢u
k pozitivnim postojum k oralnimu zdravi.

price vznikla za finanéni podpory IGA MZ CR,
grant.&4085-3 a vyzkumny zadmér vUS 1999-2003.

16.

DLOUHODOBE SLEDOVAN{ CASNYCH STADIi CUK-
ROVKY U OSOB S GENETICKOU PREDISPOZICI KE
VZNIKU DIABETU

L Dvoidkova, H. Pribylova, I Kubinova, K. Mudra,
E. lvaskova, . Figar, Z. Vorlov4, L. Sinov4

KlinLab, s.ro., UPMD, Lacomed, s.r.o., IKEM, CSAV,
UHKT, Edukalni centrum pro diabetiky, Praha

Cilem této prace bylo sledovat vyvoj metabolickych
odchylek u osob se silnou genetickou zatézi diabetem
1. a 2. typu, snaZit se o prevenci cukrovky a jejich kompli-
kaci a moZnost pouZiti vysledkd v genetickem poraden-
stvi. .

V r. 1973 jsme za&ali sledovat stav glukézové toleran-
ce (GT) pomoci oGTT se soudasnym uréovanim hiadin
inzulinu, lipidy, kyseliny mo&ové a tibrinogenu
a s méfenim TK. U &4sti souboru jsme provedli klinické
neurologické vy3etfeni, vySetfen( vazomotorickych reak-
ci. HLA antigent, organové specifickych protilatek
a protilatek proti GAD a IA2.

Vy$etfené soubory tvofili prvostupfovi piibuzni
NIDDM-pacientt {potomci obou diabetickych rodi¢u =
PDR - skupina A) a prvostupiiovi pfibuzni IDDM-pacien-
t& (skupina B: rodi€e a sourozenci diabetickych déti =
RDD, SDD a d&ti IDDM-matek = DDM). Pfehled vySetio-
vanych soubor a stav jejich GT uvadi tabulka.

Vysledky opakovanych vy3etfeni u PDR ukéazaly rela-
tivné homogenni vyvoj odchylek jiz po 30. roce véku:

kolisavy rozvoj PGT a NIDDM s opoZdénou a zvys$enou
sekreci inzulinu, se zvysenou hladinou lipid(, kyseliny mo-
gové, fibrinogenu a TK. Glykémie pfi plvodné normal-
nim oGTT u PDR s pozdéj$im vznikem PGT a NIDDM byly
vyznamné vy3si nez u PDR s benignim vyvojem (p <0,01).
Upozorfiujeme na zavaznost dg. hraniéni GT, ktera ve
33 % presla v PGT a ta ve 47 % v NIDDM. Prioritni jsou
néalezy pozitivni korelace hladin fibrinogenu se stavern
GT a zjisténi Easného postizeni autonomni nervové sou-
stavy.

U &asti osob skupiny B je vyvoj podobny jako u PDR.
u mensi &4sti jsou opakované nizké glykémie pfi subnor-
malni sekreci inzulinu (vysoka biologicka citlivost tkani).
Je patrna siln& asociace s HLA antigeny, zejména
s rizikovymi alelami DQB 1. Vyskyt organové specifickych
protilétek i protilatek proti GAD a 1A2 je nizky. Rodinna
anamnéza je chud3i nez u PDR, vyznamné previada
NIDDM nad IDDM (p < 0,001). Vysledky podporuji teorii
o genetické heterogenité IDDM.

Pro vznik IDDM u ditéte je podstatny vyskyt diabetu
obou typl soudasné v rodiné otce i matky, samotny
IDDM u 1 z rodié neni pfili§ rizikovy. Pfinos studia DDM
spodiva v délce sledovani déti i IDDM-matek. Je doku-
mentovano dramatické zlep$eni Zivotni perspektivy dnes-
nich IDDM-pacientd. Je analyzovan geneticky vliv dia-
betu otcl a diabetické zatéZe v rodiné iDDM-matek.

Piiznaky inzulinové rezistence jsou zavaznym nalezem
z hlediska vyvoje aterosklerézy, proto vyZaduji intenziv-
ni lécbu.

Je podan prehled vyvoje diabetu v jednotlivych kazuis-
tikach.

Literatura:

L. Dvofakova: Casna stadia cukrovky. Univerzita Kar-
fova, Praha 1991

17.

VLIV AKUTNi HYPERGLYKEMIE NA IMUNOLPGICKE
PARAMETRY U ZDRAVYCH DOBROVOLNIKU

V. Fejfarova, A. Jirkovska, J. Hosov4, J. Kalanin,
v.oelt Irkovs 0 !

Cilem prace bylo stanovit vliv akutni hyperglykémie
pfi hyperglykemickém clampu na imunologické parame-
try u zdravych dobrovolnikd.

Metodika: Byla vySetfena skupina 10 zdravych dob-
rovolnik( (muZu, nekufakd) ve véku 2745 let, s BMI 24+2
kg/m?2. Akutni hyperglykémie 12 mmol/! byla navozena
infuzi 15% glukézy pfi 10hodinovém hyperglykemickém
clampu. Z imunologickych parametr( byla testovana
funkce polymorfonukleérnich leukocytt Phagoburst tes-
tem méficim oxidativni vzplanuti polymorfonukleart
(PMN) pomoci pratokové cytometrie. Pfed hyperglyke-
mickym clampem a po ném
jsme hodnotili celkovou pri-

Soubor n M/ z Vvék PGT NIDOM IDDM mérnou fluorescenéni inten-
ROD 230 | 1077123, | 601£7.9 96% | 143% 35% | situ(CPFI), déle procento ak-
SOD 80 | _ 45/35 264+ 7.9 1.3% 2.5 % 10,0 % tivnich polymorfonukleard
DOM 200 102/ 98 249t 4.2 1.9 % 4.5 % 4,5 % (PAG), pramérnou fluores-
PDR 70 30/ 40 48,7£68 24.1 % 19.0 % - cenéni intenzitu aktivova-

10
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nych polymorfonuklear( (PFIAG) v nestimulovaném sta-
vu a po stimulaci E. coli.

Vysledky: Hyperglykémie 12 mmol/1 pfi 10hodinovém
hyperglykemickém clampu nevedla k signifikantnim
zménam vyS§etfovanych imunologickych parametrt
v nestimulovaném stavu: CPF! pfed clampem
159,45143,26, po clampu 154,33%+37,13, PAG pred clam-
pem 6,7113.81, po clampu 5,1914,66. Signifikantn{ byla
pouze zména PFIAG, kde byla PFIAG pfed.clampem
799.67+443,1, po clampu 689,78%227,39 (p<0,01). Sti-
mulace PMN pomoci E. coli vedla k signifikantnimu zvy3e-
ni vy$etfovanych imunologickych parametri pred clampem
i po ném, vysledné hodnoty nebyly vyraznéji ovlivnény akut-
ni hyperglykémii (tyto nalezy svédéi o zachovani funkéni
rezervy PMN i pii hyperglykémii 12 mmol/1).

Zavér: Z nasich vysledk( vyplyva, Ze akutni hypergly-
kémie 12 mmol/l in vivo nevede k ovlivnéni oxidativni-
ho vzplanuti PMN ani k ovlivnéni jejich funk&ni rezervy.

Préce podporovand grantem IGA MZCR & NB/5323-3.

18.
PRUBEH HOSPITALIZACNI FAZE AKUTNIHO INFARK-
TU MYOKARDU U PACIENTU S DIABETES MELLITUS
L. Heribanova, M. Andél

Il interni klinika 3. LF UK a FN KV, Praha

V nasi studii porovnavame pribéh hospitalizaénf faze
akutniho infarktu myokardu u pacientl se soucasné pfi-
tomnym diabetes mellittus a pacientll bez diabetes mel-
litus. Zde uvedend data byla ziskana v rdmci probihajici
retrospektivni studie zaméfené na dlouhodobou progné-
zu pacientl s diabetes mellitus po infarktu myokardu,
zejména na identifikaci rizikovych faktor( nahlé srdeéni
smrti u téchto pacienttl.

Do studie byly zafazeni pacienti hospitalizovani na
koronarni jednotce ll. interni kliniky FN KV pro akutni
infarkt myokardu v letech 1992/1993. Celkem jsme
hodnotili 200 pacient(, ve skupiné bez diabetes melli-
tus (nonDM) 131 pacientl (pramérny vék 65,9+ 11,91
roku), z toho 89 muzd (prumérny vék 63,8+ 12,51 roku)
a 42 zen (prumérny vék 70,5+8,84 roku), ve skupiné
pacientl s diabetes mellitus (DM) 69 pacientl {orumér-
ny vék 70,8+9,88 roku), z toho 33 muzd (pramérny vék
70+ 7.4 roku) a 36 zen (prumérny vék 73,9+8,86 roku).
Ke statistickému zhodnoceni rozdili mezi jednotlivymi
skupinami pacient( byl pouZit dvouvybérovy t-test
s nerovnosti rozptyl( a pro kategoriadlni proménné test
chi-kvadrat.

U pacientl zafazenych do skupiny DM by! statisticky
nevyznamné vy3si vyskyt hypertenze (43 % nonDM vs.
55 % DM) a méné kufakl (38 % nonDM vs. 19 % DM).
Obé skupiny se vyznamné neliSily v poétu dfive probéh-
lych infarktd myokardu ani v typu a lokalizaci sledované-
ho infarktu myokardu. Obé skupiny se nelisily vyznamné
v dobé od vzniku prvnich pfiznaki IM do pfijetl na koro-
narni jednotku, pfesto podani trombolyzy bylo ve skupi-
né DM méné dasté (29 % nonDM vs. 23 % DM, ns). Bé-
hem hospitalizace byl vyskyt levostranné kardiéln{
insuficience zaznamenan &astéji u pacientl s diabetes
mellitus (30 % nonDM vs. 43 % DM.,ns), nevyznamné

vy$$i byl v této skupiné také vyskyt zadvainych komoro-
vych arytmii (11,5 % nonDM vs. 17 % DM, ns) a recidivy
infarktu myokardu béhem hospitalizace (4.5 % nonDM
vs. 10 % DM, ns).'B&hem hospitalizace zemfelo 16 %
pacientli {75 % nonDM vs. 17 % DM, ns), nej¢astéjsi pfi-
éinou smrti u pacientd bez diabetu bylo srdecni selhani
(10% nonDM vs. 4.3 % DM, ns), ve skupiné pacientd
s diabetes mellitus arytmie (0,75 % nonDM vs. 5,7 %
DM, ns). Celkova doba hospitalizace u obou skupin
nebyla vyznamné odli§nd (77 dndt 7,8 vs. 18 dnit7,1).
U pacientt s diabetes mellitus byla statisticky vyznam-
né niz8i echokardiograficky zjisténa ejekéni frakce
(51X 13,6 % nonDM vs. 45+ 16,5 % DM, p<0,05) a vy3si
klidova tepové frekvence (671 74,5 nonDM vs. 74+ 15,7
DM, p<0,05) v dobé& propusténi.

U pacient( s diabetes mellitus byl zji$tén v porovnénf{
s pacienty bez diabetes mellitus vy$3i vyskyt sledova-
nych komplikaci po dobu hospitalizace pro infarkt myo-
kardu, rozdily mezi obéma skupinami v8ak nebyly statis-
ticky vyznamné. V dobé propusténi z nemocniéni péce
byla u pacientl s diabetes mellitus pfitomna vyznamné
niz§l ejek&ni frakce levé komory, jejiz pokles je jednim
z rizikovych faktor( nahié smrti.

19.

VYVOJ LIPIDOVYCH A GLYCIDOVYCH PORUCH
U GENETICKY HYPERTENZNICH OBEZNICH A HYPER-
TRIGLYCERIDEMICKYCH POTKANU

J. Hilgertova', L. Kazdova?, V. Golda®

"W, interni klinika 1. LF UK, Praha

?Institut klinické a experimentdini mediciny. Praha
3Ustav experimentéini neurochirurgie LF. Hradec
Krélové

Maetabolické abnormality u Koletského SHR obéznich
a HHTg potkani mohou byt povaZovany za model pro
diabetes 2. typu. Chceme informovat o nékolika z&klad-
nich ukazatelich téchto poruch u obou kmenl mezi
2. a 3. mésicem stéfi, kdy pFiristek hmotnosti obéznich
potkant je vice nez dvojnasobny, zatimco u jejich Stfh-
lych sourozenc( a u HHTg potkan( jen polovi¢ni. Opa-
kovanymi odbéry by! vyvoj porovnéavan u péti skupin zvi-
fat. U obou kmen( je geneticky fixovana hypertenze,
hypertriglyceridémie a hyperinzulinémie, provazena po-
ruchou glukézové tolerance. Narozdil od jinych kmen(
obéznich mysi a potkanti nemaji zvySenou bazalni gly-
kémii a jen mfrné zvy$eny cholesterol. Jiz ve staff 2 mé-
sict maji Koletského obézni potkani oproti §tihlym vy3si
plazmatické triglyceridy u samcli o 184 % a u samic
o 152 %. Zatimco u §tihlych zvifat se hladina béhem dal-
siho mésice signifikantn& nezméni, u obéznich dojde
k daldimu narastu s rozdilem mezi samci (o0 21 %) a sa-
micemi (o 152 %). U HHTg samct se v tomto Gasovém
rozmezi triglyceridy zvy$i o0 41 %. Obdobné u hladin in-
zulinu. Ve 2 mésicich je inzulinémie u obéznich samcl
oproti $tihlym vy33i o 168 %, u samic 0 200 %, ale u HHTg
samcl o 32 %. Béhem 3. mésice vzroste u Stihlych zvi-
fato 19 a 23 %, ale u obéznich samcii 0 80 % a u samic
o 144 %, u HHTg samct 0 51 %. Porucha glukézové tole-

_rance (urované jako AUC) se objevuje u obéznich SHR

DMEYV, Supptementum 1/2000
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nalezena pro genotyp I/l predispozice s frekvenci genoty-
pul/174 % (P__ =0,027). U téchto pacient( byl nalezen
heterozygotni genotyp ve 22 % (P_ = 0,101) a genotyp
/Mve 4% (P, =0,68). o

ZAavdr: U pacientd s autoimunitnim diabetes se homo-
zygotni genotyp I/1 vyskytl vyznamné &astdji nez u stan-
dardni kavkazoidn{ populace (74 % vs. 49 %). Zd4 se tedy,
%e je spojen s v&t3im rizikem onemocnénl. Naproti tomu
genotyp lil/1ll a heterozygotni genotyp 1711l se u nemoc-
nych vyskytl vyznamnd méné Castéji nez u standardni kav-
kazoidnf populace (26 % vs. 51 %), lze tedy uvaZovat o
jejich protektivnim charakteru. Na3e vysledky jsou ve sho-
dé s nalezy v britské populaci. Dalsim statistickym rozbo-
rem nebyla nalezena vazba HLA antigent a INS-VNTR
alel. Oba rizikové faktory jsou tedy nezavislé.

14.

VLIV AKUTNI HYPERGLYKEMIE A HYPERINSULINEMIE
NA FAGOCYTOZU A OXIDATIVNI VZPLANUTI PMN
U PACIENTU S DIABETES MELLITUS 1. TYPU

V. Fejfarova’, A. Jirkovské', J. Kalanin?, T. Pelikanova',
1. StFiZ2, J. Skibové'

'Klinika diabetologie Centra diabetologie. IKEM, Praha
2{munologické pracovistd, IKEM, Praha

Imunologické funkce PMN bun&k mohou byt podkoze-
ny u pacienty s diabetes mellitus. Die studii in vitro byly
imunologické funkce PMN bungk ovlivnény zvySenou kon-
centraci gluk6zy v médiu. Sami jsme v pfedchozi studii
neprokazali toxicky viiv akutni hyperglykémie a/nebo hy-
perinsulinemie na fagocyt6zu a oxidativni vzplanut! PMN
bun&k u zdravych dobrovolnfk.

~ Cflem studie bylo zjistit viiv akutni hyperglykémie a hy-
perinsulinemie na fagocytézu a oxidativni vzplanuti PMN
bun&k u pacientd s diabetes mellitus 1. typuin vivo.

Metodika: Do studie bylo zafazeno 10 pacientu
s diabetes mellitus 1. typu, bez pozdnich komplikaci (pr-
mérny vék 28,4 £ 5,9 let, trvani diabetu 9,1 £ 4,9 let,
HbA1c 8,1 £ 0,8%, BMI 23,5 £ 2,4 kg/m?), u nichZ nebyl
prokazan imunologicky deficit &i infek&ni onemocnéni.
Akutni hyperglykémie (17 mmol/l) a hyperinsulinemie byly
navozeny 4 hodiny trvajicim hyperglykemickym hyperin-
sulinovym clampem, s infuzi 15% glukézy k dosaZenf hy-
perglykémie 17 mmol/l a s podanim inzulinu perfuzorem
(rychlosti 4 1U. kg"'.min"") k dosaZeni hyperinsulinemie (pri-
maéma 253 ul/ml). Fagocyt6za a oxidativni vzplanuti PMN
bundk byly stanoveny priitokovou cytometrif pomoci ko-
mer&nd dostupnych testl Phagotestu a Bursttestu (Orpe-
gen Pharma, Heidelberg, Germany). Pomoci testi byla sta-
novena procenta fagocytujicich &i aktivnich (produkujici
reaktivni oxidativni intermediaty) PMN bunék a jejich pri-
mérné fluorescenénl intensity za bazélnich podminek a po
stimulaci PMIN bun&k Escherichia coli. Statisticky byly zhod-
noceny tyto imunologické parametry pFed a po hypergly-
kemickém hyperinzulinovém clampu a srovnany se zZmé-
nami nalezenymi pred a po kontrolnim isoinsulinovém
(pramé&rn4 insulinémie 19 uU/ml) euglykemickém clam-

‘pu (pramérna glykémie 5,1 mmol/l), ktery odpovidal &aso-
vé i volumové hyperglykemickému hyperinzulinovému
clampu.

Vysledky: Nebyly nalezeny signifikantni zmény fagocy-
tézy pFed a po hyperglykemickém hyperinzulinovém clam-
pu: za bazalnfho stavu byly Zetnost fagocytujicich PMN
bundk 9,115,1 vs. 13,2110 % a jejich pramérna fluores-
cendniintenzita 438216 vs. 3701227; po stimulaci Es-
cherichia coli byl vyskyt fagocytujicich PMN bunék
53,7119,6 vs. 57,5+ 17,6 % a jejich primérna fluorescent-
nfintenzita byla 11841407 vs. 11981437.Pfi zhodnoceni
oxida&niho vzplanuti PMN bunék nebyly rovnéz nalezeny
signifikantnizmény pfed a po hyperglykemickém hyperin-
zulinovém clampu: za bazélniho stavu byla Eetnost aktiv-
nich PMN buné&k 0,710,8 vs. 0,5£0,3% a jejich primérna
fluorescendniintenzita 13131633 vs. 1392+499; po sti-
mulaci Escherichia coli byl vyskyt aktivnich PMN bunék
56,7+21,8 vs. 50,7+20,6% a jejich pramérné fluorescent-
nfintenzita 273011470 vs. 25609+962. Vysledky sledo-
vani zmdn fagocytézy a oxidativnfho vzplanuti PMN bu-
nék béhem hyperglykemického hyperinzulinového clampu
se signifikantn& nelisily od zmén nalezenych béhem kont-
rolniho clampu.

Zavér: Imunitni funkce PMN bunék (fagocytéza a oxi-
dativni vzplanutf) nebyly signifikantn& oviivnény hypergly-
kémil 17 mmol/I s hyperinsulinemii u pacient’ s diabetes
mellitus 1. typu bd&hem 4 hodinovych clampovych studii.

Préce byla podporovéna VZ/CEZ: L1 7/98:00023001.

15.

N-3 POLYNENASYTENE MASTNE KYSELINY ZVY$UJU
VHEPATOCYTOCH MNOZSTVO FOSFORYLOVANEHO
ERK1/2 PROTEINU

D. Gasperikova’, |. Klimes$', E. Seboékova’, S. D.Clarke?
1Ustav experimentéinej endokrinoldgie SAV, Bratislava,
Slovensko

2University of Texas at Austin, Texas, USA

Uvod: Mechanizmus prenosu signalu sprostredkovane-
ho polonenasytenymi mastnymi kyselinami (PNMK) na vy-
sledny metabolicky efekt, je neznamy. Prenos signéalu po-
mocou MAP-kindzovej kaskady patri medzi najddleZitejsie
spojenie medzi receptormi (vratane inzulinovych recepto-
rov) na bunkovom povrchu a reguléciou génov v bunkovom
jadre. Uginok PNMK na reguléaciu génov sa uskutoiiuje
pomocou transkrip&nych faktorov ovplyvitujucich ako syn-
tézu (SREBP), tak aj oxidaciu (PPAR) mastnych kyselin. Je
zname, %e aktivacia PPAR vedie k aktivacii ERK/MAP ki-
nézy.

Ciel: Vzhadom to, e PNMK su ligandmi pre PPAR zau-
jimal nas priamy efekt PNMK (typ n-3 a n-6) v porovnani
s mononenasytenymi mastnymi kyselinami (typ n-9) na
fosforylaciu (ERK1/2 je posledna kindza v kaskade ERK/
MAP kinaz).

Metédy: Primarna kultdra hepacytov potkana sa necha-
la usadit 4-6 hodin vo Waymouthovom médiu, ktoré ne-
obsahovalo sérum. Po vymene médiaa 12hodinovej inku-
bécii sa v rozliénych &asovych intervaloch (0, 5, 10, 20,
30, 60 min) pridalo 200 uM na albumin naviazanych mast-
nych kyselin: kyselina eicosapenténova 20:5 (n-3), kyselina
arachidénva 20:4 (n-6) a kyselina olejova 18:1 (n-9).
V druhej &asti sa sledovala koncentraéna zavislost kyseliny
eicosapentaénovej. PouZili sme rézne koncentracie (0,10,
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carinii, Candida albigans... Po chirurgickom odstraneni nadoru nedo-
chédza k uprave imunitného stavu pacientov.

Na nasej ambulancii je sledovany 62roény pacient s touto diagno-
zou, primérne odoslany pre chronicky glositidu.

‘Pri vstuinom imunologickom vy$etreni popri agamaglobulinémii
IgG,IgA, st pritomné normélne hodnoty IgM, IgE,. V periférnej krvi
34 % lymfocytov, z toho 83 % CD3+, 22 % CD3+CD4+,
59 %CD3+CD8+, CD4+/CD8+0,37,0 % CD19+, 17 % CDI6+CD56+.

DEFICIT PRODUKCE CYTOKINU U PACIENTU S CVID

0. Kopecky, C. Andrys, E. Buresova, K. Ettlerova, J. Krejsek,
S. LukeSovd, D. Vokurkova
Ustav klinické imunologie a alergologie, FN, Hradec Krdlové

Uvod: Diagndza bé&Zni variabiln{ imunodeficience (CVID), nej-
Gast&j$i primarni hypogamaglobulinémie, vychazi i pfes soucasné dia-
gnostické moZnosti z vyskytu opakovanych a zdvaZnych bakterial-
nich infektd pfi nalezu nizkych sérovych hladin imunoglobulind.
SniZeni IgG a IgA je pravidlem, pokles hladiny IgM je pozorovan asi
v poloviné pfipadi. PFi¢ina hypogamaglobulinémie nenf znama. Uva-
Zovano je napf. o zméné cytokinového prostfedi a z nf vyplyvajici
porucha pfenosi signalu mezi imunokompetentnimi buiikami.

Cil: Porovnat produkci Il-2, sIl -2R, INFy, II-5 u pacienti s CVID
a darci krve.

Metoda: Neseparovana suspenze perifernich krevnich bunék byla
nafedéna na 10° mononuklearnich bunék. Ke stimulaci bylo pouZito
phytohemaglutininu (PHA), concavalinu A (ConA) a pokeweed
mitogenu (PWM). Po 72 hodinach kultivace a v pfipadé PWM po
120 hodinach byl staZen supernatant a stanoveny hladiny Ii-2,
sll -2R, INFy, I1-5. Statistické zpracovani bylo provedeno Studento-
vym t-testem, parovym t-testem a Wilcoxonovym testem.

Vysledky: Porovnanim naméfenych hodnot byly zjiStény statistic-
ky vyznamné sniZeny koncentrace II-2 a sIl-2R u pacientil po stimu-
laci PHA, (P = 0,004 a P = 0,003), rozdily v hodnotach po stimulaci
ConA a PWM nebyly statisticky vyznamné. V pipadé II-5 bylo zjisté-
no statisticky vyznamné sniZeni po stimulaci PHA (P = 0,001), ne
viak po stimulaci ConA a PWM. Hodnoty INFg nevykazovaly po
stimulaci PHA, ConA statisticky vyznamné rozdily.

Zavér: Porucha produkce I1-2 a II-2R byla u CVID jiZ popsdna
fadou autortl, pfesto jeji pfiina zlistdva stile neobjasnéna. II-5 je
cytokin s Fadou riizngch biologickych aktivit, k nejvyznamnéjim pa-
t¥i diferenciaéni vliv na eosinofilly a jejich prekurzory. DileZitou roli
hraje II-5 pii diferenciaci B lymfocytil. Sekvenci proteinu zesilujictho
syntézu IgA bylo prokéazano, Ze se jedna o I1-5. II-5 ovliviiuje pozdni
fazi diferenciace B lymfocytl v plazmatickou buiiku. Naproti tomu
nebyla prokdzana proliferaéni aktivita na lymfoblastické buiiky vy-
chazejici z B lymfocytl. K objasnéni pfi¢iny poruchy vedouci k CVID
bude zapotiebi dalsich genomovych a proteomovych studii.

VLIV AKUTNI HYPERGLYKEMIE A HYPERIN-
SULINEMIE NA FAGOCYTOZU A OXIDATIVNI
VZPLANUTI PMN U PACIENTU S DIABETES MELLITUS
1. TYPU '

- V. Fejfarova', A. Jirkovska!, J. Kalanin?, T. Pelikanovi’,

L Sttiz?, J. Skibova!

'Klinika diabetologie Centra diabetologie, IKEM, Praha,
Imunologické pracovisté, IKEM, Praha::

Jmunologické funkce PMN bunék inohou byt poSkozeny u pacientil
s diabetes mellitus. Dle studif in vitro byly imunologické funkce PMN

bunék ovlivnény zvySenou koncentraci gluk6zy v médiu. Sami jsem
v pfedchozi studii neprokazali toxicky vliv akutni hyperglykémie a/nebo
hyperinsulinémie na fagocytézu a oxidativni vzplanuti PMN bunék
u zdravych dobrovolnika.

Cilem studie bylo zjistit vliv akutni hyperglykémie a hyperinsuline-
mie na fagocytézu a oxidativni vzplanuti PMN bunék u pacientd
s diabetes mellitus 1. typu in vivo.

Metodika: Do studie bylo zafazeno 10 pacienti s diabetes melli-
tus 1. typu, bez pozdnich komplikaci (primérny vék 28,4 + 5,9 let,
trvani diabetu 9,1 £ 4,9 let, HbA1c 8,1 £ 0,8 %, BMI 23,5 + 2,4 kg/m?),
u nichZ nebyl prokazan imunologicky deficit ¢i infekéni onemocnéni.
Akutni hyperglykémie (17 mmol/1) a hyperinsulinémie byly navozeny
4 hodiny trvajicim hyperglykemickym hyperinzulinovym clampem, s in-
fuzi 15% glukdzy k dosaZeni hyperglykémie 17 mmol/la s podanim inzu-
linu perfuzorem (rychlosti 4 IU. kg'.min") k dosaZeni hyperinzulinémie
(primérné 253 uU/ml). Fagocytédza a oxidativni vzplanuti PMN bunék
byly stanoveny priitokovou cytometrii pomoci komeréné dostupnych
testdl Phagotestu a Bursttestu (Orpegen Pharma, Heidelberg, Germa-
ny). Pomoc{ testl byly stanoveny procenta fagocytujicich ¢i aktivnich
(produkujici reaktivni oxidativni intermediaty) PMN bunék a jejich
primérné fluorescendni intenzity za bazalnich podminek a po stimulaci
PMN bunék Escherichia coli. Statisticky byly zhddnoceny tyto imunolo-
gické parametry pfed a po hyperglykemickém hyperinzulinovém clampu
a srovnany se zménami nalezenymi pied a po kontrolnim isoinzulinovém
(pramérn4 insulinémie 19 uU/ml) euglykemickém clampu (priiméma
glykémie 5,1 mmol/1), ktery odpovidal €asoveé i volumové hyperglykemi-
ckému hyperinzulinovému clampu.

Vysledky: Nebyly nalezeny signifikantni zmény fagocytozy pred
a po hyperglykemickém hyperinsulinovém clampu: za bazalniho sta-
vu byly Eetnost fagocytujicich PMN bunék 9,1 £ 5,1 vs. 13,2+ 10 %
a jejich priimérna fluorescenéni intenzita 438 + 216 vs. 370 £ 227; po
stimulaci Escherichia coli byl vyskyt fagocytujicich PMN bunék 53,7
+ 19,6 vs. 57,5 £ 17,6 % a jejich primérna fluorescenéni intenzita byla
1184 £ 407 vs. 1198 + 437. Pfi zhodnoceni oxida¢niho vzplanuti
PMN bunék nebyly rovnéZ nalezeny signifikantni zmény pfed a po
hyperglykemickém hyperinsulinovém clampu: za bazélniho stavu byly
Eetnost aktivnich PMN bunék 0,7 £ 0,8 vs. 0,5 = 0,3 % a jejich
primérna fluorescenéni intenzita 1313 £ 633 vs. 1392 + 499; po
stimulaci Escherichia coli byl vyskyt aktivnich PMN bunék 56,7 +
21,8 vs. 50,7 £ 20,6 % a jejich primérna fluorescenéni intenzita 2730
+ 1470 vs. 2509 1 962. Vysledky sledovani zmén fagocytdzy a oxidativ-
niho vzplanuti PMN bunék b&¢hem hyperglykemického hyperinzuli-
nového clampu se signifikantné nelisily od zmén nalezenych b&éhem
kontrolntho clampu.

Zavér: Imunitni funkce PMN bunék (fagocytéza a oxidativni
vzplanuti) nebyly signifikantné ovlivnény hyperglykémii 17 mmol/l
s hyperinzulinémii u pacientil s diabetes mellitus 1. typu béhem 4ho-
dinovych clampovych studii.

Prdce byla podporov\a’na VZ/CEZ: L17/98:00023001.

DERMATITIS HERPETIFORMIS A IGA LINEARNA
DERMATOZA

J. Jautova' , K. Martinaskova?
'Ko2nd klinika LF UPJS, Kogice, SR,
2Ko#nd klinika FNsP, KoSice, SR

Autorky diagnostikovali u 43 deti imunohistologickym vySetrenim
koZe dermatitis herpetiformis, kedy detekovali imunokomplexy hrud-
kovitého charakteru pod ba zalnou membranou v papilach kéria s IgA
protilatkami a C3 zloZkou komplementu. IgA linedrnu dermato6zu dia-
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Serum oxidase activity of ceruloplasmin and concentrations of copper
in patients with various types of cancer

Zowczak M*, Iskra M*, Wysocka E*, Torlifiski L*, Mariczak M® and
Paszkowski J°. “Chair of Clinical Biochemistry, *Chair of Oncology,
‘Department of Surgery IIl, Karol Marcinkowski University of Medical
Sciences, Poznan, Poland

A contribution of ceruloplasmin (Cp), one of acute phase protein, to
antioxidant defence can be of great importance in regard to its oxidase
activity, and its plasma location, as well. Cp can also cause oxidative
damage to macromolecules due to specific prooxidant sites found on this
protein surface. The enzyme activity of Cp is closely related to copper ions
bound to this protein. This study presents the relationship between the Cp
oxidase activity (Cp-OA) and the copper concentrations (Cu-c) in serum of
patients with breast (BC), lung (LC), gastrointestinal (GIC) and gynecolo-
gical (GYNC) cancer in comparison to the control group. This study have
demonstrated significant increase in the mean serum Cp-OA and CU-cin al}
patient groups compared to the controls. The only significant difference
among cancer patient groups was observed in the mean Cu-c between
GIC and GYNC (higher). The significant difference in the Cp-OA and
the Cu-c between groups with different stages of cancer advance and the
control group was found. The significant positive correlation coefficients
were calculated for the Cp-OA and the Cu-c in the control group and all
patient groups, also according to the cancer progress. It suggests, that the
increase in the Cp-OA and the Cu-c is related to the carcinogenesis on itself
rather than its primary location or the progress of the disease.

765

CD4 and CDS8 lymphocytes in bronchoalveolar lavage fluid (BALF)
during efferent phase of lung delayed type hypersensitivity (DTH)
reaction induced single antigen inhalation

Grubek-Jaworska H?, Hoser G", Droszcz P* and Chazan R*. The University
Medical School, Department of Pneumology

Delayed type hypersensitivity (DTH) is clinically implicated in many
pulmonary disorders: tuberculosis, silicosis, berylosis, histoplasomosis
and chronic hypersensitivity pneumonia. The DTH cascade is possible to
be involved in the development of occupational asthma. Our knowledge of
the cellular influx, concentration of cytokins and mediators in the bronch-
oalveolar space during efferent phase of DTH induced with specific antigen
inhalation is still incomplete.

In previous study performed on guinea pig model we showed massive
cell influx into alveolar space between 1 and 72 h after antigen provocation,
time dependent cellular composition of BALF and participation of TNF-
&#61537;, IL-8 and IL-5 in cascade of DTH.

In present experiments we characterized the lymphocytes infiltrating
alveolar space at the time of max. lymphocyte influx - 24 h after inhalation
challenge (flow-cytometry examination). The study, as previously, was
performed on guinea pigs sensitized with BCG vaccine and inhaled with
tubercle bacilli antigen. The control consisted of non-sensitized animals
inhaled with this same antigen.

We observed T (but not B) cell influx. Intensity of CD8 and T helper/
inducer cell infiltration into alveolar space was similar.

766

Effect of the degree of lower limb ischaemia on the activity of
Ceruloplasmin in serum

Iskra M*, Majewski W?, Kaciak M, Mackiewicz A°. “Chair of Clinical
Biochemistry, *Department of General and Vascular Surgery, “Department
of Cancer Immunology at GreatPoland Cancer Center, USOMS Poznar,
Poland

Inflammatory reaction accompanies ischaemia and results in the synth-
esis of cytokines followed by an increase in the activity of ceruloplasmin
(Cp) in serum.

The aim of the study was to investigate the effect of different degree of
chronic ischaemia on the activity of Cp and its relationship to the concen-
tration of interleukin-6 (I1-6), oncostatin (OSM), C-reactive protein (CRP),
alphal-acid glycoprotein (AGP) in serum of patients with ischaemia of
lower limbs. The studied group consisted of 12 patients with moderate
ischaemia (MI) and 28 patients with critical ischaemia (CI).

The oxidase activity of Cp in serum was measured spectrophotometri-
cally after incubation with O-dianisidine as a substrate. Concentrations of
11-6 and OSM were measured by ELISA, and those of CRP and AGP by
rocket immunoelectrophoresis.

The mean oxidase activity of Cp (U/)and the medians of I1-6 (pg/ml),
OSM (pg/ml), CRP (mg/1) and AGP (mg/l) were found significantly higher
in serum of patients with CI (193.7, 62.6, 9.5, 375, 1160, respectively), in
comparison with MI (101.3, 21.4, 2.7, 0.5, 580, respectively), (P<0.05).
Positive correlation (r = 0.73) was established between Cp activity and
AGP concentration.

The results have shown an impact of critical ischaemia of lower limbs on
the activity of Cp and the levels of all studied cytokines and acute phase
proteins in serum.

767
Immunological aspects of the injures of pelvis and replacement of hip

Berdyugina OV, Basarnyi VV, Kutepov CM, Pollak MN, Stelmach KK,
Petrovich NS, Kudryavtseva IP and Runkov AV. Ural Scientific Research
Institute of Traumatology and Orthopaedics

The participation of lymphocytes and monocytes in regulation of long
tubular bone regeneration has been recognized in our previously studies. In
this paper we present our results of immunological exam in 45 patients with
mechanical and surgical injuries of pelvis, hip joint and acetabulum, 90
patients with replacement of the hip joint after injures degenerative
diseases. We demonstrated the typical acute phase reaction in early post-
traumatic period. Then changes of immunocompetent cell and serum
immunoglobulin level were noted. The content of lymphocytes and mono-
cytes number correlates with serum optical parameters, which reflects
humor disturbances in blood. In some cases we registered the immune
inflammation in tissues around metallic construction which were used in
operative treatment. These general and local immunological reaction influ-
enced activity of repair processes. Therefore damage and reparative
processes in pelvis and hip joint closely connected with immune system.

768

Functional changes of polymorphonuclear cells (PMN) in patients with
chronic diabetic foot infection

Fejfarova V, Jirkovskd A, Kalanin J, Skibova J and StfiZ 1. Institute for
Clinical and Experimental Medicine, Prague, Czech Republic

Introduction: Chronic infections may contribute to unhealing chronic
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diabetic foot ulcers, which often lead to patient’s immobility. Decreased
phagocytosis and impaired respiratory burst of PMN were described in
patients with insufficient control of diabetes mellitus (DM).

Aim: To assess phagocytosis and respiratory burst of PMN in patients
with chronic diabetic foot infection (DFI).

Methods: Nineteen patients with chronic DFI (mean age 55.5+10.6
years. four patients Type 1, 15 patients Type 2 DM of mean duration
20=9 years),with acceptable control of DM (mean HbAic 8.5+1.6%)
were matched with 20 healthy controls. Phagocytosis and respiratory
burst of PMN were determined by flow cytometry employing commercially
available tests (PHAGOTEST, BURSTTEST, Orpegen Pharma, Heidel-
berg, Germany).

Results: We didn’t find any significant differences in PMN respiratory
burst in basal and stimulated conditions between groups of patients and
controls: mean fluorescent intensity (MFT) of activated PMN in stimulated
state was 4568+ 1559 vs. 52171363 (NS).The patients with chronic DFI
revealed significantly decreased percentage of phagocyting PMN in stimu-
lated state (66.4+24% vs. 81.8+10.3%, P-value lower than 0.05) and
increased MFI of non-phagocyting PMN in basal and stimulated states
compared to control subjects (P-value lower than 0.05).Other parameters
of phagocytosis didn't differ between groups.

Conclusion: Decreased percentage of phagocyting PMN and no increase
of PMN respiratory burst in patients with chronic diabetic foot infection
may indicate impaired immunological functions in these patients.
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Blood levels of interleukin-1 receptor antagonist and interleukin-6
after surgical trauma

Stotwinski R?, Lech G*, Gomula J, Zaleska M and Szczygiel B*.
“Department of General, Gastrointestinal Surgery and Nutrition, The
Warsaw Medical University, Warsaw, Poland, bDepartment of Surgical
Research and Transplantology, Medical Research Center, Polish Academy
of Sciences, Poland

The clinical implications of the changes in cytokine production following
the operative trauma still remain unclear. The objective of the study was to
investigate the alterations in systemic production of IL-1ra and IL-6 follow-
ing the major abdominal pperations in oncological patients and in patients
after minor surgical trauma due to laparoscopic (LC) or open (OC) chole-
cystectomy. The level of IL-lra in oncological patients (865+1021 pg/ml)
was significantly higher (P = 0.042) in comparison with cholecystolithiasis
group (LC: 360302 pg/ml, OC: 466389 pg/ml). The IL-1ra values were
significantly lower on the first day after OC (P = 0.0005) and LC (P =
0.0008) if compared with patients after major surgery and remained signif-
icantly lower also on postoperative day 3, 7 and 10. The significantly lower
level of IL-6 was seen after cholecystectomy (OC + LC) if compared to
major surgery. The highest IL-6 level was observed in oncological patients
with severe complications (384+484 pg/ml). The lowest [L-lra and IL-6
fevels were observed after LC. We conclude that plasma levels of IL-1ra
and IL-6 following surgery represent two sensitive markers of surgical
trauma for routine postoperative management.
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The markers of systemic inflammation in cerebral ischemia

Tarnacka B, Gromadzka G* and Czlonkowska A", “Institute of Psychiatry
and Neurology, Sobieskiego 1/9, Warsaw, Poland, bDepartment of
Experimental and Clinical Pharmacology, Medical Academy, Warsaw,

Poland

There is increasing evidence that atherosclerosis is accompanied by low-
grade inflammatory response. The aim of study was to analyze the inflam-

matory parameters in ischemic stroke. In 179 stroke patients we studied:
serum levels of immune complexes (IC) (precipitation method), C3 and C4
complement (CP) components (nephelometric method), fibrinogen (Fb)
(Claus clotting assay) and C reactive protein (CRP) (nephelometric
method); the presence of chlamydial antigens and anti-CMV antibodies
in isolated IC (ELISA). The mean IC concentration in patients was signifi-
cantly higher compared with controls and the highest at day 1 compared
with 7th and 30th days of study. The elevated levels of anti-CMV IgG have
been found in IC in 69.4% of patients and in 11.3% of controls. Chp antigen
has been found in IC in 52.2% of patients and 27.1% of controls. Mean CP
levels in serum were constant during hospitalization, did not differ from
control subjects. The levels of Fb and CRP in patients were significantly
higher than in controls and were positively correlated with patients neuro-
logical state. The higher level of CRP was observed in the patients with
history of myocardial infarction (P<0.05). Fb was higher in smokers and
was positively correlated with levels of WBC and ESR (P<0.05). CIC,CRP
and Fb concentrations in multiple logistic regression analysis were inde-
pendent risk factors for ischemic stroke.

Chronic humoral immune response represented by CIC containing Chp
and CMYV antigens could be an important link between infection and acute
vascular events. CIC, CRP and Fb are independent risk factors for ischemic
stroke.
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MRPS$/14 and soluble CD14 in kidney transplantation

Stii2 1, JareSovi M, Lacha J, Cermdkova J and Vitko S. Institute for Clinical
and Experimental Medicine, Prague, Czech Republic

The soluble forms of myeloid membrane antigens MRP8/14 (calprotec-
tin, 27E10 antigen) and CD14 (a receptor for bacterial endotoxin) were
tested as postoperative markers to monitor patients after kidney transplan-
tation together with traditional inflammatory markers C-reactive protein
(CRP) and procalcitonin (PCT). In 38 control subjects, serum MRP8/14
levels were 542+422 ng/ml, in kidney transplant patients with sepsis the
values varied from 1140 to 6230 ng/ml, variable results were obtained in
patients with CMV infection and allograft rejection. In infectious compli-
cations of kidney transplantation, MRP8/14 levels were closely related to
serum PCT concentrations. In some cases of CMV infections and allograft
rejection, serum MRP8/14 and CRP levels increased while PCT concentra-
tions stayed within the normal range. The serum level of sCD14 showed
relatively high variability and did not allow distinguishing of postoperative
complications (range 1160-9770 ng/ml) from normal outcome of kidney
transplantation (range 2460-9000 ng/ml).

We conclude from our data that (1) MRP8/14 determination might be a
useful marker in monitoring of patients after kidney transplantation, parti-
cularly in combination with PCT and (2) serum ievels of sCD14 does not
correlate with the clinical status of patients. Supported by IGA MZCR grant
4907-3.
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The indicators of inflammatory reaction in patients following the hip
and knee total replacement :

Wierusz-Koztowska M*, Markuszewski J*, Szczepanik A", Wozniak W*
and Wysocki H®. “Depariment of Orthopaedics, *Intensive Care Clinic,
University School of Medical Sciences, Pona#, Poland/ul. 28 czerwca
1956 r. nr 135 50-545 Poznari

The aseptic loosening of endoprosthesis results from the mechanical
instability of the components of the endoprosthesis or is a direct reaction
of tissues through a foreign-body reaction to the wear molecuies. During the
process of endocytosis the production of reactive oxygen species is
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ANALYZA ZANETLIVE ODPOVEDI A VYBRANYCH
UKAZATELU IMUNITY U PACIENTU S INFIKOVANYMI
DIABETICKYMI ULCERACEMI

Jirkovsk4 A., Fejfarovd V., Hosov4 J., 'SttiZ 1., 'Kalanin J., *Skibov4 J.
Centrum diabetologie IKEM, Praha
JImunologicke' pracoviité IKEM, Praha
2pracovisté 1ékaFské statistiky IKEM, Praha

ABSTRAKT

Vychodisko. Pacienti s diabetem tvoti 50-70 % pacientd, u nichZ byla nutn4 amputace dolnfch konCetin, kterd je
v fadé ptipadd podmin&nd infekef a nekrézou mékkych tkani spojenych s osteomyelitidou. Infekee diabetickych
ulceraci, které jsou sou¢4st{ syndromu diabetické nohy (DN), nemus{ byt doprov4zena klasickymi laboratornimi
znémkami zdndtu, jeji pribéh a ndsledky mohou ovliviiovat poruchy imunitnfho systému. Cflem prédce bylo posoudit
z4né&tlivon reakci a specifickou humordinf i bun&nou imunitnf odpovéd u pacientd s chronickou infekef diabetic-
kych ulceraci.

Metody a vysledky. 34 pacientd 1éZenych vice neZ mésic antibiotiky pro infekci diabetickych ulceract v podiat-
rické ambulanci (prim&mého viku 5418 let, prim&mého trvini diabetu 2019 let, s primé&nym glykovanym
hemoglobinem 8,8+1,5 %) bylo porovnéno s kontrolnf skupinou 27 zdravych osob odpovidajfctho vEku a pohlavi.
Pacienti nem&li zndmky hluboké infekce ani kritické ischémie dolnich konCetin. Z4nétlivd reakce byla posouzena
poctem leukocytd a hladinou C-reaktivntho proteinu (CRP), humorélnf imunitn{ odpov&d byla hodnocena podie
hladin imunoglobulind (Ig) a bun&&n& zprostfedkovand imunita pfedevifm podle subpopulacf T lymfocytd. Pacienti
se syndromem DN méli ve srovnan{ s kontrolnim souborem laboratorni zndmky infekce — signifikantnf vzestup
leukocytd (7,6£2,1, vs. 6,4+1,3.10°/, p<0,01), zvl44t& neutrofilnfch (4,6+1,8, vs. 3,8+0,9.10°, p<0,05) a signifi-
kantn{ vzestup hladiny CRP (7x12 vs. 2£6 mg/l, p<0,01). Pacienti se syndromem DN méli déle i signifikantng vy33{
hladiny IgA (3,5£1,6 vs. 2,7£1,1, g/l, p<0,05) a signifikantn& vice CD3+ T lymfocytd (76+8 vs. 71x10 %, p<0,05)
a supresorovych/cytotoxickych CD8+ T lymfocytd (32£11 vs. 26+10 %, p<0,05) neZ kontroln{ soubor. Ostatn{
sledované parametry, imunoglobuliny IgG, IgM a celkovy polet lymfocyt a monocytd i subpopulace pomocnych
T lymfocytd CD4+ a pomé&r CD4+/CD8+ T lymfocytd se signifikantné neliily od zdravych kontrolnich osob.

Zavéry. U pacientd s chronickou infekci diabetickych ulceract nepfedpokldddme vyrazndj§f sekunddrn{ imuno-
deficit v oblasti sledovanych bun&tnych a humordlnich imunitnich parametrd. Vzhledem k chronicit® infekce
a obtfznému hojenf diabetickych ulcerac je tfeba v dal¥{ f4zi vyzkumu posoudit, zda je aktivace imunitnfho systému
a z4nétliva reakee u téchto pacientd dostateZnd srovndnim se zén&tlivou reakcf u osob s ulceracemi bez diabetu.

Kli¢ov4 slova: diabetick4 noha, infekce, imunita.

ABSTRACT

Jirkovskd A., Fejfarovd V., Hosovd J. et al.: Analysis of the Inflammation Response and of the Selected Parameters
of Immunity in Patients with Infected Diabetic Ulcers

Background. Patients with diabetes represent 50 to 70 % of patients who undergo nontraumatic foot or leg
amputation, caused mostly by infection and necrosis of soft tissues accompanied with osteomyelitis. Signs and
symptoms of infections may often be absent in patients with infected foot ulcers — the syndrome of ,,diabetic foot*
(DF). The course and consequences of the infection may be influenced by the immune system dysfunction. The aim
of our study was to assess presence of the chronic inflammation and specific immune responses, both humoral and
cellular in patients with diabetic foot infection. ’

Methods and Results. 34 patients treated over one month for an infected DF in our foot clinic (mean age 5418
years, mean duration of diabetes 2029 years, mean HbAlc 8.8+1.5 %), were matched with 27 healthy subjects. All
patients were without clinical signs of acute deep foot infection and without critical leg ischemia. The inflammatory
response was assessed by white blood cells count and C-reactive protein (CRP), humoral immune response was
assessed by immunoglobulins (Ig) and celiular immunity was evaluated by T lymphocytes subpopulations. Patients
with DF compared with healthy controls exhibited the laboratory signs of infection - significantly increased white
blood cells count (7.6+2.1 vs. 6.4x1.3.10°/1, p<0.01) and neutrophil count (4.6x1.8 vs. 3.8+0.9.10°1, p<0.05) and
significantly increased CRP (7£12 vs. 2+6 mg/l, p<0.01). Patients with DF had also significantly higher IgA levels
(3.5+1.6 vs. 2.7£1.1 g/l, p<0.05) and significantly more CD3+ T cells (7628 vs. 71£10 %, p<0.05) and suppres-
sor/cytotoxic CD8+ T cells (32+11 vs. 26:10 %, p<0.05). Other followed parameters, IgG, IgM and serum monocyte
and lymphocyte counts, CD4+ helper T cells and CD4+/CD8+ T-cell ratio did not differ between patients with DF
and healthy controls.

Conclusions. We did not anticipate a severe secondary immunodeficiency in followed cellular and humoral
immune parameters in patients with chronic bacterial foot infection. It is necessary to assess the sufficiency of
immune system activation with respect to chronic inflammation in next research.

Key words: diabetic foot, infection, immunity.
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yndrom diabetické nohy (DN) je pif€inou 40-60 % netrau- né& pfedchézeji ve 25-50 % infek&nf komplikace jako flegména
matickych amputaci dolnfch konéetin, kterym bezprostfed- nebo osteomyelitida. Infekce je také nejéast&j8{ pti¢inou obtiz-
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ného hojen{ ulceraci a hospitalizace pacientd s DN. VySetfenf
infekce u diabetickych ulceracf spo&fvd ptedeviim v petlivém
stéru provedeném po mechanickém lokédlnfm oSetfen{ ulcerace
(debridementu). Na vysledek stéru ale nemiZeme spoléhat
napf. pfi 1€€b& osteomyelitidy, kterd je nejCastéji zpisobena
zlatymi stafylokoky (1). AZ 66 % hlubsich diabetickych ulce-
racf byvé s osteomyelitidou spojeno (2).

Terapie infekce, nej¢ast&ji dlouhodob¥ antibiotiky, je ne-
zbytnou podminkou hojeni diabetickych ulceraci. UZivajf se
antibiotika Sirokospektrd, nejlépe podle kultivace a citlivosti.
Parenterdln{ 1é&bu antibiotiKy vyZaduje osteomyelitida, roz-
s4hleji flegmona, infikovand ulcerace s celkovymi laborator-
nimi ¢&i klinickymi projevy z4nétu a infekce rény mikroorga-
nizmy necitlivymi na peroréln{ antibiotika (3-7). Dlouhodob4
1é¢ba infekce diabetické nohy antibiotiky md i své stinné strdn-
ky — kromé& zndmych vedlejich d¢inki antibiotik a ekonomic-
ké ndrocnosti je to i problém efektivity této 1é¢by, kterd je

v nékterych ptpadech spornd (8). Za raciondlnf se povaZuje.

antibiotick4 1é&ba lok4lnich nebo celkovych projevi infekce
nebo hlubsich ulceracf &i osteomyelitidy. Antibiotickd 1é&ba
pouhé kolonizace povrchovych ulceracf nenf nutnd, av3ak za
. pfedpokladu, Ze bude rdna dobfe mechanicky lok4Iné oetfena
a Ze pacient bude dobfe spolupracovat pfi odleh¢en{ ulceracf,
nejlépe specidlnfm kontaktnim sddrovym obvazem (9, 10).
Infek&n{ komplikace syndromu DN u pacientd z na$i podiat-
rické ambulance jsme sledovali v retrospektivn{ studii a zjistili
jsme, Ze pacienti mé&li hluboké ulcerace infikované zdvaZnymi
patogeny a byli dlouhodob€ l1éeni antibiotiky, pfiemZ pa-
cienti po transplantaci méli hlubs{ ulcerace i jiny vyskyt pato-
genii (11). Proto jsme se zacali zajfmat o faktory, které mohou
pribéh infekce v syndromu DN modifikovat,

Pfi¢inou zvy3ené ndchylnosti k infekci u pacientd s diabe-
tem mohou byt dysfunkce imunitnfho systému (12, 13). Pat¥{
mezi n& napf. poruchy nespecifické imunity, zejména poruchy
fagocytdrnich  funkcf polymorfonukledmich leukocytd
(14-17). Faktory nespecifické imunity u pacientd se syndro-
mem DN jsme sledovali v jiné studii (18). U pacientd s diabe-
tem byly popsdny i zmé&ny faktort specifické imunity, a to jak
humordlnfch, tak bun&&nych (13). Specifické (adaptivn{) imu-
nitni mechanizmy na rozdil od nespecifickych reagujf na anti-
geny prostfednictvim vysoce specifickych molekul (protiltek,
antigenné specifickych receptor T lymfocytd) a aktivujf se aZ
po setkdn{ s danym antigenem; k dplnému rozvoji imunitn{
reakce je zapotfebf n€kolika dnf aZ tydnd (19). T lymfocyty
(20) mohou piisobit pf{mo cytotoxicky (CD8+ T lymfocyty) na
buiiky exprimujicf specifické antigeny, a to zejména na buiiky
prezentujici virové antigeny ve spojenf s HLA 1. tf{dy, nebo
mohou uvoliiovat cytokiny, které potencujf zdnétlivou reakci
(pomocné CD4+ T lymfocyty). Pomocné T lymfocyty se akti-
vuji pii prezentaci antigenu ve spojenf s HLA II. tHdy, jejich
podskupina Thl secernuje pfedevsfm interferon gama a tumor
necrosis factor a stimuluje makrofdgy k zneskodnénf intrace-
luldrnich antigend (vyvoldv4 opoZdénou bunéfnou imunitn{
reakci), Th2 buiiky secernujf interferony IL-4, IL-5, IL-10
a IL-13 a stimulujf B buiiky k produkci protildtek. Mezi jed-
notlivymi subpopulacemi T lymfocyt doch4z{ k fad€ interak-
ci. Funkef CD3 membrdnového proteinu na T lymfocytech,
ktery je asociovén s T cell receptorem, je intraceluldrni pfenos
signdlu o rozpozndn{ antigenu (transdukce).

Cflem nas{ price bylo posouzen{ zanétlivé odpovédi a vybra-
nych imunitnfch faktord, pfedeviim protildtek a subpopulac{
T lymfocytd, u pacienti 1é¢enych dlouhodobg antibiotiky pro
nehojicf se ulcerace s chronickou bakterilnf infekcf.

(484)

SOUBOR NEMOCNYCH
A POUZITE METODY

Do studie jsme zafadili pacienty do 65 let v&ku 1é€ené v na3f podiatrické
ambulanci, u kterych pfetrvdvala infekce v diabetickych ulceracich po nej-
méné mésfénf terapii antibiotiky. Stéry z ulceracf byly u pacienti provadény
po pfedchozfm mechanickém o€i¥ténf rdny ze spodiny ulcerace, za pozitivnf
byl povaZovan bakteriologicky ndlez vyzna¢nych patogeni. Nebyli zafazeni
pacienti s akutnf hlubokou infekcf vyZadujfci hospitalizaci, pacienti po
transplantaci orgdnd nebo s defektem imunity nebo s kritickou ischémif
dolnfch kondetin. Nezafadili jsme rovnd% pacienty s kreatininem nad
300 pmol/l nebo 1é&ené hemodialyzou. Vyzkumny soubor tvofilo 34 pa-
cientd s diabetem 2. typu primé&rného v&ku 5418 let, s trvdnfm diabetu
2049 let, s prim&mym glykovanym hemoglobinem HbAlc 8,8+1,5 %. Kon-
troln{ skupinu tvotilo 27 zdravych osob odpovidajfcich vékem a pohlavim
pacientdm. '

Z4nétlivou reakci jsme hodnotili po&tem leukocytd a jejich diferencidl-
nfm rozpottem a hladinou C-reaktivnfho proteinu (CRP), humordln{ imu-
nitnf odpov&d byla hodnocena podle hladin imunoglobulint IgA, IgG a IgM
a buné&né zprostfedkovand imunita podle celkového podtu monocyti a lym-
focytd a podle subpopulaci T lymfocytd CD3+, CD4+ a CD8+ a pomoci
poméru indexu CD4/CD8. Subpopulace T lymfocyti byly stanoveny pri-
tokovou cytometrif, kterd je zaloZend na cytofluorometrickém méfenf Zet-
nostf bun&k s urditou hodnotou fluorescen&nf aktivity po oznateni bunék
protilstkami s fluoresceinem proti CD membrénovym znakim na piistroji
FACS CALIBUR, Becton Dicinson, USA. Imunoglobuliny i CRP byly
stanoveny turbidimetricky na pifstroji COBAS Mira (Roche, SRN). Statis-
tické zpracovénf bylo provedeno v programu BMDP-PC90 za pouZiti dvou-
vybérového a parového t-testu a jejich neparametrickych modifikac{ (Mann
Whitnedv test), vysledky jsou vyjddteny jako primér a smérodatnd odchylka.

VYSLEDKY

Pacienti se syndromem DN méli ve srovndni s kontrolnim
souborem zdravych osob mirng, aviak signifikantng zvySeny
markery zdné&tlivé reakce, a to celkovy potet leukocytii a pocet
neutrofild v krvi a hladinu CRP (tab. 1).

Tab. 1. Laboratornf zndémky infekce u pacientii se syndromem
diabetické nohy (DN) a v kontrolnfm souboru zdravych osob

Ukazatel pacienti se kontroini statistickd
syndromem soubor vyznamnost
DN (n=34) (n=27) P
podet leukocytd (.10°1) 7,622, 6,451,3 <0,01
podet neutrofild (.10°/1) 4,6x1,8 3,840,9 <0,05
C-reaktivni protein (mg/) 712 26 <0,01

Humor4lni imunitnf odpov&d byla u pacientd se syndromem
DN signifikantn& zvy3end ve t¥{d& imunoglobulinti IgA, ostat-
nf ti{dy (IgG, IgM) se signifikantn€ mezi ob€éma skupinami
neligily (tab. 2). ’

Tab. 2. Ukazatelé humordlni imunitn{ odpov&di u pacientd se syn-
dromem diabetické nohy (DN) a v kontrolnfm souboru zdravych osob

Ukazatel pacienti se kontroini statistickd
syndromem soubor vyznamnost
DN (n=34) (n=27) P
immunoglobulin IgA (g/1) 3,5¢1,6 2,7+1,1 <0,05
immunoglobulin IgG (g/) 13,1£5,2 11,222,5 NS
immunoglobulin igM (g/) 1,2£0,8 1,320,7 NS

Ani v bun&&né sloZce specifické imunitni odpovédi jsm
nezaznamenali ve sledovanych parametrech u pacientd se syn
dromem DN vyznamny imunitni deficit ve srovn4n{ se zdravy~4
mi osobami bez zndmek chronického zdnétu, CD3+ T lym
cyty a CD8+ T lymfocyty byly u pacienti signifikantné zvy3e
ny (tab. 3). '
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Tab. 3. Ukazatelé specifické bun&&né imunity u pacientd
se syndromem diabetické nohy (DN) a v kontrolnfm

souboru zdravych osob
Ukazatel pacienti se kontroini statistické
syndromem soubor vyznamnost
DN (n=34) (n=27) P
podet lymfocytd (.10°/1) 2,25+0,75  2,0120,68 NS
po&et monocytd (.10°/) 0,46:0,18 0,40:0,22 _ NS
CD3+ T lymfocyty (%) 7618 71210 p<0,05
CD4+ T lymfocyty (%) 4418 4418 NS
CD8+ T lymfocyty (%) 32211 26x10 p<0,05
pomér CD4+/CD8+ 1,61£0,67  1,9820,85 NS
T lymfocytd .
" DISKUZE

Cilem préce bylo posoudit z4nétlivé markery a vybrané uka-
zatele bun&¢né i humoréln{ imunitni odpovédi u pacientd
s chronickou bakteridln{ infekef diabetickych ulceraci ve srov-
néan{ s kontrolnfm souborem zdravych osob.

U pacientl se syndromem DN jsme ve srovnan{ s kontrolnim
souborem zjistili mirné, av3ak signifikantn{ zvySen{ laborator-
nich zndmek z4nétu. Podle literdrnfch idajd ani zdvaZn4 infek-
ce diabetické nohy nemus{ byt doprovdzena klasickymi klinic-
kymi a laboratornfmi zndmkami z4né&tu, jako je horetka, zvy-
deny pocet leukocytt, vysokd sedimentace nebo vysoky C-re-
aktivni protein, miZe ale vést k hyperglykémii (4, 21, 22).
Vysledky tyto ndlezy v podstaté potvrzuji — zvySenf zdné&tli-
vych markerd je v&tSinou na horn{ hranici norem. Pacienti se
syndromem DN mivaji prolongovany prib&h hojenf ulceracf,
ktery se pocitd Casto v mésicich &i letech. Jednim z faktord,
ktery se na tomto dlouhém prib&hu podili, by mohla byt
i oslabend systémové odpovéd na z4nét. Za normdlnich pod-
minek (19) pod vlivem cytokinid produkovanych v mist& z4né-
tu dochdzi ke stimulaci produkce proteind akutni fdze v jatrech
(napf. CRP). Funkci CRP je opsonizace, aktivace komplemen-
tu a vazba na nukleoproteiny, které se uvoliiuji pfi rozpadu
tkdni, a podpora odstraitovdni po$kozeni tkdn& fagocytézou.
Dal3i cytokiny uvoliiované v mist€ zdnétu stimuluji kostni
drei, kde dochdz{ k novotvorbé leukocytd. Nedostateén4 sys-
témov4d odpovéd organizmu na zénét miZe mit za nésledek
poruchu reparace poSkozené tk4né, a to nejen poruchu elimi-
nace poSkozenych buné&k fagocyty, ale i poruchu aktivace fib-
roplastickych mechanizmil, poruchu angiogeneze, regenerace
a remodelace tkdn{. Pfimym klinickym né4sledkem pak miZe
byt obtiZné hojen{ ulcerac{.

Produkci z4nétlivych cytokinl jsme se v prici nezabyvali,
hodnotili jsme ale vybrané ukazatele imunitn{ odpovédi,
z nichZ nékteré se systémovou odpovédf na zdn&t souvisejf.
V oblasti humordln{ imunity jsme u pacientd s bakteridln{ in-
fekcf syndromu DN zjistili zvy$enou produkci IgA ve srovndn{
se zdravymi osobami, hladiny IgG a IgM se v obou skupindch
signifikantn& neli8ily. IgA se vyskytuje ve formé& slizni&ni
a sérové, funguje jako opsonin a neutralizuje antigeny na sliz-
ni¢nich povriich (19). Produkcf imunoglobulind u pacientd
s diabetem se zabyvala fada prac{. Napf. Rodriguez-Segade
(23) zjistil, Ze 33 % pacientd s diabetem 1. typu a 56 % pa-
cientd s diabetem 2. typu mélo signifikantné zvy¥enou séro-
vou hladinu IgA, IgG byly zvySeny méné asto a IgM byly
snfZeny. Za moZnou pfi€inu abnormdlnfch hladin imunoglobu-
lin poklddaji autofi neenzymatickou glykaci imunoglobulind,
kterd miize ovlivnit jejich funkce a metabolicky obrat. Podob-
n¢ zjistil vy38{ hladiny IgA u pacientd s diabetem 2. typu
i Eguchi (24), ktery tento jev vysvétluje &astou subklinickou

slizni¢n{ infekcf nebo poruchou clearance IgA. K podobnym
ndlezdm jako pfedchozf{ studie dospé&l i Ardawi (25), ktery
zjistil u pacientd s diabetem obojtho typu nejvyrazng&jif zvyse-
nf IgA, které korelovalo s vy¥f'glykovaného hemoglobinu jako
ukazatele dlouhodobé kompenzace diabetu. Koncentrace IgG
byla v této studii u pacientd zvySena, koncentrace IgM byla
niZ3{ ve srovndn{ s kontrolnfm souborem zdravych osob. Rov-
néZ Cheta (26) zjistil u pacientd s diabetem 1. i 2. typu zvy-
Seni IgA, ktery v3ak nevykazoval kvalitativnf zmény na rozdil
od IgG, ktery u ¢4sti pacientd mé&l omezenou schopnost inhi-
bovat aktivitu ,,pfirozenych zabfjeé¢d* — NK bunék. Na druhé
strang alg¢ byly publikovany préce, ve kterych byla koncentrace
sérovych imunoglobulinil u pacientl s diabetem v normé (27).

V oblasti bun&¢né imunitnf odpovédi jsme zjistili u pacientd
se syndromem DN ve srovndnf se zdravymi kontrolnfmi oso-
bami signifikantné vy3¥f potet CD3+ a CD8+ T lymfocytd,
celkovy potet lymfocytl a monocytd v krvi ani subpopulace
CD4+ a pomér CD4+/CD8+ se mezi ob&ma skupinami signifi-
kantng neli3ily. Poruchu bun&&né imunity u pacientd s diabe-
tem 2. typu zjistil napf. Chang (28) — pacienti méli snf?enou
expresi receptoru pro interleukin 2 (IL-2) na T lymfocytech.
Dald{ abnormalitou byla snfZend exprese receptoru pro C3
komplement na monocytech. Ostatn{ ukazatele bun&&né imu-
nity — CD3+, CD4+, CD8+ i pomé&r CD4+/CD8+ T lymfocytd
se nelidily u pacientdl a zdravych kontrol. Produkce cytokinu
tumor-necrosis factoru, ktery stimuluje dal§f imunitn{ odpo-
véd, byla u pacientd zvy3end. Tato studie ukazuje, Ze porucha
funkenich vztahdt mezi monocyto-makrofigovym systémem
a T lymfocyty miZe byt pfi¢inou snfZené imunitni odpovédi
u pacientd s diabetem i pfi normdlnfch poétech T lymfocytd
a jejich subpopulaci. Tento typ imunitn{ odpovédi se viak
uplatiiuje pfedevdfm u intraceluldmich patogend, jako jsou
mykobakteria, plfsn& apod.

Za jednu z moZnych pf{€in snfZené bun&&né imunitn{ odpo-
vé&di u pacientd s diabetem je pokldddna i autooxidace mono-
cytd pti zvySené produkci volnych kyslikovych radik4ld poly-
morfonukledmimi leukocyty (12). Problematikou funkce poly-
morfoneukledrnich leukocyt u pacientd s diabetem a syndro-
mem DN jsme se zabyvali v jiné prici, kde jsme ale zvySenou
produkci volnych kyslfkovych radik4ld méfenou pomocf oxi-
dativnfho vzplanutf nezjistili (18).

Poruchou imunitnich funkcf u pacientii s diabetem se zaby-
vala fada studif v souvislosti s periodontidou — napt. Fontana
(29) zjistil vy33f pom&r CD4+/CD8+ u pacientd s diabetem
a periodontidou neZ u zdravych kontrol, ostatn{ vy3etfované
parametry — produkce volnych kyslfkovych radik4ld polymo-
fonukledrnimi leukocyty, subpopulace T lymfocytd a imuno-
globuliny se v obou skupinédch neliily. Studie upozoriiuje na
moZnost zmé&n imunologickych buné&énych funkcf na lok4ln{
tkafiové tirovni — v periodontédlnich 1ézich. Podobnou tdvahu
1ze aplikovat i na situaci ve studii, kde pacienti i pfi nehojicich
se lézich na nohou nevykazovali vyrazné zmény ve smyslu
deficitu bun&&né &i protildtkové imunity v krvi.

Z4v&rem miZeme shrnout, Ze naSe studie neprok4zala vyraz-
ny deficit ve sledované bun&&né a protildtkové imunitnf odpo-
vé&di u pacientd s chronickou bakteridln{ infekci diabetickych
ulceraci. Systémov4 odpovéd na z4dnét ale u t&chto pacientd
nebyla ptli§ vyraznd, coZ mdZe souviset s nedostatednou akti-
vac{ imunitnfch mechanizmfl, a odpovid4 chronicit® infekce
a obtiZnému hojen{ ulceracf u t&chto pacientl. V dal¥f fazi
vyzkumu je vhodné porovnat adekvétnost imunitn{ odpovédi
u pacientfi se syndromem DN a srovnat ji se skupinou osob
s ulceracemi bez diabetu, a posoudit podrobn&ji funké&nf vzta-
hy mezi imunitnfmi a z4nétlivymi parametry.
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CRP - C-reaktivnf protein

DN - diabetickd noha

Ig -~ imunoglobulin

IgA - imunoglobulin A

IgG . - imunoglobulin G

IgM - imunoglobulin M
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ASSESSMENT OF SPECIFIC RESISTANCE TO INFECTION IN PATIENTS
WITH DIABETIC FOOT

A. Jirkovska, V. Fejfarova, J. Hosov4, J. Kalanin, I. StfZ, and J. Skibové. Institute for
Clinical and Experimental Medicine, Prague, Czech Republic

The immune system, evolved as a defense against bacterial infection, may be an
important factor for the outcome of a foot infection. Aims: To assess the presence of
chronic inflammation and specific immune responses, both humoral and - cellular in
patients with diabetic foot (DF) infection. Patients and methods: 34 patients treated
over one month for an infected DF in our foot clinic (mean age 54 + 8 years, mean
duration of diabetes 20 + 9 years, mean HbAlc 8.8 + 1.5%) were matched with 27
healthy subjects. All patients were without clinical signs of acute deep foot infection and
without critical leg ischemia. The inflammatory response was assessed by white blood
cells count and C-reactive protein (CRP), humoral immune responses were assessed by
immunoglobulins (Ig) and cellular immunity was evaluated by monocyte and
lymphocyte counts and T lymphocytes subpopulations. Results: Patients with DF
compared with healthy controls exhibited the laboratory signs of infection — significantly
increased serum white blood cells count (7.6 % 2.1 vs 6.4 + 1.3 .10°/, p < 0.01) and

-neutrophil count (4.6 = 1.8 vs. 3.8 £ 0.9 . 10”1, p < 0.05) and significantly increased

CRP (7 = 12 vs. 2= 6 mg/], p < 0.01). Patients with DF did not differ significantly from
heéalthy controls in IgG and IgM levels, only IgA was significantly higher in the group of
patients (3.5 £ 1.6 vs. 2.7 = 1.1 g/l, p < 0.05). No difference in serum monocyte and
lymphocyte counts was present. The patients with DF compared with healthy controls
had significantly more CD3+ T cells responsible for taking the antigen recognition
signal inside the cell (76 + 8 vs 71 = 10 %, p < 0.05) and suppressor/cytotoxic CD8+.T
cells (32 £ 11 vs. 26 = 10 %, p < 0.05). Other populations-of lymphocytes (CD4+ helper
T cells), CD4+ /CD8+ T-cell ratio and natural killer (NK) cells did not differ between
patients with DF and healthy controls. Conclusions: Patients with chronic bacterial foot
infection and laboratory signs of inflammation exhibited-only small changes in the
specific immune response in comparison with healthy su\bjccts. Supported by grant of
Ministry of Health IGA No. 5223-3 o
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vykonu bylo pozorovano zvy$enfinzulinémie v periferni krvi |

ve srovnan( s vychozimi hodnotami {(p=0,002). Statisticky
vyznamné HI pfetrvéavala i mésic po TIPS (p=0,005). Hod-
noty C-peptidu se vyznamné neménili ani v jaterni Zile ani
v periferni krvi v &ase. PFi vySetfovan( IR nedoslo k statisticky
vyznamnym zmé&nam 1 tyden a 1 mésic po TIPS. 1.den po
TIPS doslo ke zvy$eni IR (p=0,01). Pfi hodnoceni jednotli-
vych skupin diabetik( a nediabetikl byla vyraznéjsi IR u
nemocnych s DM (pram. M=1,7mg/kg/min) neZ u nemoc-
nych bez DM (3,7mg/kg/min){p=0,03). Nezaznamenali
jsme signifikantnizmény IR v ase u jednotlivych skupin.
Kompenzace DM nebyla ovlivnéna TIPS. Hodnoty glyké-
mie nalaéno pfed TIPS a 1 mésic po TIPS byly srovnatelné.

Z4avaér: Po TIPS doslo ke zvySeni hladiny inzulinu
v periferni krvi, diky snizené inzulinové clearance v jatrech.
| pfes hyperinzulinémii, ktera pfetrvavala 1 mésic po vyko-
nu nedosio ke zhor8enl insulinové rezistence. Kompenza-
ce diabetu nebyla ovlivnéna TIPS.

Podporovéno grantem IGA MZ CR NA 4558-3 a
CEZ:J13/98:1115000083.
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SYMPTOMATOLOGIE DIABETES MELLITUS U NEJMEN-
SicHDETI

M. Dvora&kova, S. Prihové, V. Rékosnikova, J. Lebl
Klinika détf a dorostu 3. LF UK a FN Krdlovské Vinohrady,
Praha

Cil: Recentni analyzy prokazaly, Ze v Ceské republice
stoupé podil déti, u kterych se diabetes mellitus 1. typu
projevi jiZ v prvnich letech Zivota (Cinek et al, Diabet Med,
2000, 17 [1], 64-9). U téchto déti nemusf byt manifestace
diabetu spojena s klasickym pfiznakovym souborem, ob-
vyklym u $kolékd a adolescentu. Podcenéni nékterych pro-
jevil nemoci mtZe byt diivodem opoZdéné diagn6zy, a tim
také t&z8iho inicidlniho metabolického rozvratu. Formou
dotaznikové akce mezi rodii pacientl jsme proto analyzo-
vali priméarni symptomatologii diabetu u nejmensich déti.

Charakteristika souboru a metodika: Rodite 37 déti
s diabetem meliitus 1. typu, ktery se manifestoval ve véku
0-6 let, byli poZadani o vypInéni strukturovaného dotazni-
ku. Do souboru nebyly zafazeny déti s ndhodnym (presym-
ptomatickym) nalezem hyperglykémie. Vypinény dotaznik
vrétili rodiée 33 déti (19 chlapci, 14 divek; navratnost do-
tazniku 89 %). U 11 z nich se diabetes manifestoval ve
véku kojeneckém &i batolecim (0-3 roky; medidn 2,1), u 22
déti ve véku predskolnim (3-6 let; median 4,6). Dotaznik
byl zaméfen na udaje o prvnich pfiznacich nemoci, o faso-
vé prodlevé mezi prvnimi projevy a stanovenim diagnézy a
o podtu lékard, ktefi dité vy3etfili pfed rozpoznanim nemoci.

Vysledky: U déti ve véku 0-3 roky si rodie nejcastéji
vimali ndpadné polydipsie (91 %), déti se v&tinou hlasily
o piti i v noci (64 %). Projevy polyurie zaznamenalo 73 %
rodi¢u, z nich polovina v podobé ndpadné &asto mokrych
plenek (déti ve véku do 18 mésict) a polovina ve formé
sekundarni enurézy (d&ti ve véku 1,5-3 roky). Pouze u 36 %
déti rodice registrovali ibytek hmotnosti. U 27 % déti doSlo
pfed stanovenim diagn6zy-k projevim Kussmaulova dy-
chéani au 18 % ke zvraceni, u tdchto détf byla tedy diagnéza
stanovena aZ ve fazi klinicky vyznamné ketoacidézy.

Ve vékové skupiné 3-6 let se jiz soubor inicidlnich pfi-
znaku vice podobal klinickému obrazu u starSich déti.
Mezi prvnimi projevy diabetu dominovala polyurie (95
%). doprovazena u 50 % déti sekundarnfi no¢ni nebo i
dennf enurézou. Projevy polydipsie registrovalo 91 % rodi-
&0, u 68 % déti spojené s pitim v noci. 77 % déti bylo na-
padné& Gnavnych, u 68 % déti rodiCe registrovali Gbytky
hmotnosti. 45 % déti si stéZovalo na bolesti bfiska a odmi-
talo jidlo. 32 % déti pred stanovenim diagnézy zvracelo a
9 % namahavé dychalo, tyto déti tedy dosahly klinicky vy-
znamného stupné ketoacid6zy.

Casova prodleva mezi prvnimi pfiznaky a rozpoznanim
nemoci &inila ve skupiné 0-3 roky 14 dni (median; rozmezi
1-45), ve skupiné 3-6 let 18,5 dne (median; rozmezi 1-150).
Déti vidéli pfed rozpoznanim cukrovky nejcastéji 2 Iékari
(median; rozmezi 1-5).

Zavéry: Diky (zkému kontaktu s ditétem rodice nejmen-
Sich dé&ti spolehlivé rozpoznavajl nékteré priznaky, obvykle
je v8ak nevnimajl jako moZné projevy diabetu. Pro lékafe
prvniho kontaktu je dleZity poznatek, Ze projevem poly-
urie mdZe byt napadné asta potfeba ménit mokré plenky
(ve véku do 18 mésicu), resp. sekundarni noéni, pfipadné i
denni enuréza (mezi 18 mésici a 6 roky)..Polydipsie se
nejéastdji projevi noéni touhou ditéte po piti. Ubytky hmot-
nosti a ndpadna Unavnost jsou astéji patrné az u pfed-
Skolnich dé&tf. TéméF u tFetiny détf ve véku O-6 let je diagné-
za stanovena aZ ve fazi klinicky vyznamné ketoacidézy.

Studie byla podporena vyzkumnym zamérem MSM

111200001.

Autofi dékuji za spoluprdci rodindm diabetickych déti,

které pomohly shroméZdit analyzované ddaje.
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IMUNOLOGICKE ABNORMALITY U PACIENTU SE SYN-
DROMEM DIABETICKE NOHY A JEJICH VZTAH K CHRO-
NICKEMU ZANETU

%A Jirkovska, J. Kalanin, |. Stfiz, J. Skibovéa

stitut klinické a experimentdini mediciny, Praha

Diabetes meliitus je Fazen podle WHO k sekundarnim
imunodeficitnim onemocnénim.

Cilem préace bylo posoudit kvantitativn{ i kvalitativni
zmény vybranych imunologickych parametr( u pacientl
se syndromem diabetické nohy a posoudit jejich vztah
k parametr(m chronického zanétu.

Metody: Do studie bylo zafazeno 35 pacientd s diabetes
mellitus (1. typ-4 pacienti, 2. typ - 31 pacienttl) s primé&rmym
vikem 5619 let, HbA1¢ 8,71 1,6 %, BMI 3017 kg /m?. Kon-
trolni skupinu tvofilo 28 zdravych dobrovolinikl se srovnatel-
nym v&kem i pohlavim. Z imunologickych a zanétlivych
parametr(i jsme sledovali nasledujici ukazatele - krevni ob-
raz a diferencialni rozpo&et, FW, CRP, hladiny imunoglobuli-
nt IgA.lgG.igM. C3 a C4 slozky komplementu, hladiny cir-
kulujicich imunokomplext (CIK), subpopulace lymfocytu.
Vysledky studie byly statisticky zhodnoceny pomoci nepé-
rového t-testu a neparametrického Mannova-Whitneyova
testu.

Vysledky: U pacientt se syndromem diabetické nohy
byly nalezeny signifikantn& vy$si hodnoty markert zanétu:
FW (41/72 vs.9/22 mm, p<0,001), CRP(6£11vs.2t2
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hg/l. p<0,05) , leukocytd (7,721 vs. 6,6+2,1 x10°/V,
»-‘ 0,05) a neutrofilti (4,711,9 vs 3,9+1,7 x10%/1,p<0,05)
Bproti kontrolni skuping. Hladiny lymfocyti a monocyty se
hezi skupinami signifikantnd neligily. Z imunologickych
normalitjsme nalezli u pacientl se syndromem diabe-
ftké nohy signifikantné vy33i procento CD8+ T (cytotoxic-
)lymfocytd (331 13 %vs. 25+ 10%, p<0,01). Jednot-
subpopulace lymfocytt CD3+, CD4+,CD 16,56+ (NK
bufiky), CD3/69,CD69+ se vyznamné neliily mezi sle-
dovanymi skupinami. Imunoregulaéni index CD4+/CD8+
byl u pacientl signifikantn& niz3i (1,640.8 vs. 2,11 0,9,
| p<0.05), coz muze svédéit pro ur&itou poruchu obrany-
: schopnosti, &i pouze pro pritomnost chronického zandtu.
Byla nalezena pozitivni korelace CD4+/CD8+ imunoregu-
" laéniho indexu's HbA1¢. Pii hodnoceni hladin imunoglobu-
. lind jsme nalezliu diabetik( signifikantné vy3si hladiny IgA
" (35%16vs.2,410.9 g/\.p<0,01)algG( 12,915,2vs.
" 10,8+ 2.8 g/l p<0,05), safimco Riadiny IgM se u pacientl
se syndromem diabetické nohy vyrazng nelisily od hodnot
~ zdravych dobrovolnikd. Nebyly prokézany zmény v koncen-
tracich C3 a C4 sloZek komplementu (C3:1.2+0.3vs.
11+0,2 g/1,NS; C4:0,2vs.0.2 g/1. NS ) mezi sledovany-
mi skupinami. Hladiny CIK byly u pacient signifikantné
elevovany (43129 vs. 28+ 18U, p<0,05). Zavér: Stano-
vené imunologické parametry u pacient(i se syndromem
diabetické nohy byly spiSe modifikovany chronickym z&-
nétem neli vyraznou poruchou imunitniho systému.
Préce podporovéna grantem IGAMZCR & NB/6323-3.
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DIAGNOSTIKA DIABETICKEJ ENDOTELOPATIE POMO-
COU MOLEKULOVYCH MARKEROV

P.Galajda, A.D. Blann', L Sutarik, L Dulikova, M. Ochod-
nicky, M. Mokari

| internéd klinika, JLF UK Martin, Slovenskd republika
1HHaemostasis Thrombosis Vascular Biology Unit, Univer-
sity of Birmingham, England

Diabeticka endotelopatia sa rozdeluje na v&asnu akti-
véaciu endotelu, ktora predchéadza vzniku cievnych kompli-
kécii a pozdné poSkodenie endotelu, pritomné pri zlej me-
tabolickej kompenzécii alebo mikroangiopatii. Tieto Stadia
endotelopatie mdZeme rozli$it pomocou endotelovych
markerov, ktoré zahrfiujad markery aktivacie endotelu ako
von Willebrandov faktor (VWF) a markery po$kodenia en-
dotelu ako trombomodulin (TM). Vztah VWE a ™
k aktivacii, resp. po§kodeniu endotelu sme overovali na
novom modeli vy3etrovania funkcie endotelu, kde sme po-
uzili cely pupoénik ako lahko dostupnu kokultaru. PouZili
jsme dve priblizne rovnako dihé dasti pupoénika ziskane-
ho ihned po pérode. Kanylovali sme umbilikainu vénu, kto-
ri sme preplachli 150 mi fyziologického roztoku (FR) za
(i&elom odstranenia zvySkov krvi v cieve. Do uzavretého
venédzneho systému sme aplikovali aktivadny roztok trom-
binu (10 1U/ml) alebo poskodzujlice roztoky detergentu
(Tween 2 %) alebo elastazy v réznych koncentraciach, ako
kontroiny roztok sme poutili FR. Systém bol inkubovany
30 mintt pri 37 st. C, potom sme merali koncentraciu VWF
a TM v supernatante a pogitali ich celkové mnoZstvo na
cm pupodnika. KaZdy experiment bol vykonany na 10 pupo-

&nikoch. V tychto experimentoch sme zistili, Ze k zvy$eniu
hladin VWF dochédza pri aktivacii endotelu trombinom
(5.85%1,67 vs. 4,21%+1,39 miU/cm, p <0,01), ako aj pri
jeho poskodenf detergentom (5.06+1,79vs. 3,37t 1,29°
miU/cm, p=0,0023). Cglkové mnoZstvo TM v superna-
tante sa vyznamne zvysilo len pri poutiti detergentu
(69,01£39.1 vs. 3,08+1,42 ng/cm, p=0,0005). Hladiny
VvWE v&ak rézne reagovali na poskodenie endotelu elasta-
zou. Tento experiment sme konfrontovali s nadimi klinic-
kymi §tadiami. U chorych s DM2 bez cievnych komplikécii
s normélnymi hladinamiTM a dobrou metabolickou kont-
rolou (n = 22) sme potvrdili vyznamne zvy$ené hladiny
VWF oproti kontrolnému siboru (n=17)(1,3310,39 vs.
1,0110,27 IU/ml, p=0,006), ktoré korelovali s hladinami
C-peptidu, markerom sekrécie inzulinu (r=0,680, p<0,01).
U tychto chorych sme potvrdili aj inverznt korelaciu medzi
hladinamivVWFaTM (r=-0,32,p <0,01), &o je typické pre
aktivaciu endotelu zapalovymi cytokinmi. Obdobne ako
v nasej experimentéinej stadii sme u &asti chorych (33 %)
s mikroangiopatioua zvySenymi hladinami TM potvrdili nor-
malne hladiny vWF.

Z4ver: PrirozliSovan( v&asnej a pozdnej diabetickej en-
dotelopatie doporu€ujeme pouZit kombinaciu endotelovych
markerov, kde zvy$ené hladiny VWF pri norméalinych hod-
notach TM svedgia pre aktivaciu endotelu, vzostup hladin
TM je charakteristicky pre poskodenie endotelu.

22, .

LEPTIN A VYVOJ KETOGENEZEV PRUBEHU DLOUHO-
DOBEHO HLADOVENI U OBEZNICH DIABETIKU 2. TYPU
J. Hilgertova, 8. Svatina, M. Matoulek, T. Haas, M. Halu-
zik, J. Skrha

JIl. interni klinika 1. LF UK, Praha

Uloha leptinu v etiologii obezity a ispé3ného hubnuti
nenf doposud jasn4. Je viak znamo, Ze mnoZstvi plazma-
tického leptinu koreluje se stupném adipozity, a Ze leptin je
&Astednd regulovan inzulinem.

Cilem na3f studie bylo monitorovat snizovani hladin
leptinu a inzulinu b&hem dliouhodobého totélniho hlado-
vanf ve vztahu k tvorbé ketolatek a poklesu hmotnosti
obéznich osob s diabetem 2. typu oproti obéznim bez
diabetu a hledat asociaci mezi zménami sledovanych
parametri..

Soubor pacient( tvofilo 9 kontrolnich obéznich osob (5
sen a 4 mu3i) s po&atednim BMI 39,9+8,2kg.m?a9 osob
s kompenzovanym diabetem 2 typu(7 Zena 2 muZi)s BMI
44,46 + 7,6 kg.m? na potatku hiadovky. Oba soubory se
signifikantn& neliSily vékem (52 vs. 48 let), potaten( séro-
vou hladinou leptinu ( 33,21 12,0 vs. 33,7+ 17.4 ng.mt"),
inzulinu (25.4% 11vs.33,7£ 16,5 pU.mt") ani B-hydroxy-
butyratu (0,26 £ 0,14 vs. 0,311 0,20 mmol.t"). Pacienti
podstoupili 14dennf pobyt na klinice za i&elem kontrolova-
né redukce vahy pfi totalnim hladovéni. Jednotlivé para-
metry byly sledovény 1., 2., 3.,6.a 12.den pobytu.

Maetody: Sérovy leptin byl stanoven ELISA kitem firmy
BioVendor, inzulin RIA kitem firmy Cis, ketolatky reprezen-
tované B—hydroxybutyrétem (BOHB) fluorimetrickou meto-
dou a paraleiné elektrochemickym senzorem Precision Xtra
firmy MediSense. -
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k rozvoji vaskularnich komplikaci u pacienty s diabetes
mellitus (Karahan et al. 2001). Jini autofi ve svych stu-
diich prokazali poruchu inzulinové sekrece, inzulinovou
rezistenci a gluk6zovou intoleranci vlivem pf¥itomné al-
terace metabolismu Mg, Mn, Cu a Zn (Park et al. 1986,
Baly et al. 1984, Paolisso et al. 1989).

Existuje fada studil, které zkoumaly stav a metabo-
lismus .mikronutrient(” u pacientt s diabetes mellitus.
Rema a spol. prokazal, Ze oxida&ni stres, jenZ miZe byt
také zplsoben nedastatkem antioxidant( (vitaminu C
a E) u pacientl s diabetem, pUsobil chronické postiZeni
tkani oxidaénim stresem. Prokazal sniZenou aktivitu
antioxida¢niho systému zejména u pacientl s pozdni-
mi komplikacemi diabetu. Tomuto postiZeni{ je moZné
zabranit vhodnou suplementaci vitaminem C a E (Rema
1995). U pacientu s diabetes mellitus 2. typu byl v jiné
studii prokazan deficit vitaminu B6 a relativni zvy$en{
hladin vitaminu A a C oproti zdravym kontrolam; celkové
procento pacientl s deficiencemi vitaminti (B1, B2, B6,
A) a vybranych prvkl (Zn, Fe) bylo vy$§i oproti zdravé
populaci (Havivi 1991). Dle Nota a spol. (Noto et al. 1983)
byla prokazana vy$$i koncentrace Cu a nizsi koncentrace
Zn v séru pacientl s diabetes mellitus v porovnani se
zdravymi kontrolami. Pacienti s pozdnimi komplikacemi
diabetu maéli signifikantn& vy$3i hladiny Cu v porovnan{
s pacienty bez pozdnich komplikacl. Autofi studie vy-
slovili hypotézu, Ze pfi poruSe metabolismu mastnych
kyselin potencujfl po nékolika letech vysoké hladiny
médi vyskyt diabetickych mikro i makrovaskulopatii.
Koncentrace Mg se ve studii Nota a spol. vyznamné
neliSily mezi skupinou pacientl s diabetem a kontrolni
skupinou. Studované parametry nekorelovaly signifi-
kantné ani s kompenzaci diabetu (HbA1c, glykemii),
ani s davkami inzulinu. Studie Karahana a spol. taktéZ
prokéazala sniZzené sérové koncentrace zinku u pacientt
s diabetes mellitus. Oviem pomér Cu/Zn byl zvySeny
u studované skupiny pacientl a hladiny sérové Cu se
signifikantné nelisily oproti parametrim zdravych dob-
rovoinikl. U diabetickych pacient(l s vaskularnimi kom-
plikacemi pozitivné koreloval pomér Cu/Zn s aktivitou
Cu,Zn superoxiddismutazy. Dle autorl mlZe deficit zinku
iniciovat aktivaci PMN bunék, a tim pfispivat k rozvoji
vaskularnich komplikacf (Karahan 2001).

Cu a Zn jsou soucéstf antioxidaéniho systému, jenZ je
tvofen mimo jiné enzymy Cu, Zn- superoxiddismutazou,
Zn,Se- glutathionperoxidazou. Tyto enzymy zprostfedko-
vavaji odstrafiovani ROI a sniZujf tak riziko rozvoje ate-
rosklerézy (Diplock AT 1988, Uchimura K et al. 1999).
Studované aktivity obou enzymi se vyznamné neliSily
mezi skupinou pacient( s diabetem a kontrolni skupinou
(Walter et al. 1991). AvSak Nath (Nath et al. 1984) ve své
studii popsal redukce aktivit cytoplasmatické i mitochon-
dridini superoxiddismutazy, které vedly ke zvyen{ hladin
superoxidovych anionti produkovanych PMN buiikami
u pacientl s diabetes mellitus ve srovnani se zdravymi
kontrolami. Snizen4 aktivita téchto enzym(i byla spojena
s poklesem koncentracf Cu a Zn v PMN bufikach.

Na imunitni funkce m4 z prvkd nejvétsi vliv Se, Cu,
Zn a Fe, z vitamin( pak vitaminy A, C, E, B6, B12 a ky-
selina listova (Beisel 1982). Nedostatek nebo i nadbytek
stopovych prvkl (Mn, Cu, Zn, Se) a Fe mize redukovat

imunitni funkce. Deficit n&kterych vitaminu, pfedevs§im
vitaminu C a E, vede dle studil provedenych in vitro k
poskozeni syntézy protein( a DNA, k poskozeni regulace
bunéé&né proliferace a k poruse zrani imunitnich bunék
(Gross et al. 1980). -

Malnutrice vitamin( a stopovych prvki muizZe vést
k porucham imunity na nékolika trovnich (Chandra
1997). P¥i deficitu zminénych latek nachazime poruchy
proliferace lymfocyt(. Bylo pozorovano zpomaleni vy-
zravani T-lymfocyt, snizenf poctu subpopulaci CD4+ a
CD8+ T-lymfocytl, déle byla nalezena i redukce B-lym-
focytl produkujicich protilatky. Byly zaznamenany i
zmény nespecifického imunitniho systému, a to snizené
koncentrace a aktivity vétSiny ¢asti komplementu a poru-
chy fagocytézy (Chandra 1997). Ke zlep$eni imunitnich
funkci jako napft. testu pozdni precitlivélosti, proliferace
lymfocytl pfi odpovédi na antigeny a mitogeny dochazi
po suplementaci pacienti nékterymi vitaminy a stopo-
vymi prvky (Bogden et al. 1995).

Imunologické abnormality zaviseji na typu deficitni-
ho nutrientu, na interakci s ostatnimi nutrienty, na tizi
deficitu daného nutrientu, na pfitomnosti infekce a na
véku pacienta. Poruchy imunitnich funkci pfi zméné me-
tabolismu vitamin( a stopovych prvk( byly zkoumany i
v souvislosti s diabetem.

VYZNAM VYBRANYCH VITAMINU A PRVKU S UZKYM VZTAHEM
K IMUNITNIMU SYSTEMU U DIABETES MELLITUS

Vitamin E:

Vitamin E, znamy jako tokoferol, patfi mezi hydrofob-
nf vitaminy. Tento vitamin je sloZen z a, B, y subfrakci,
z nichZ nejrozsifenédjsi je alfa tokoferol. Vitamin E se re-
sorbuje z gastrointestinainiho traktu, lymfou je pfenasen
do organismu chylomikrony. V krvi je vazan na beta-pro-
teiny. Vitamin E je obvykle skladovan ve v§ech tkanich,
coZ zabrariuje rozvoji hypovitaminézy po dlouhou dobu.
Fyziologicka sérova koncentrace je 16-36 ug/dl, denni
potieba vitaminu E je 10-20 mg. Je zndmy svym anti-
oxida&nim tcinkem - zabrafiuje starnuti a nadorovému
bujeni inhibicl oxidace zakladnich bunéénych struktur
toxickymi ROIL. Kromé antioxidaénich G&inkd ma i aéin-
ky roborativni - podporuje rist a metabolické pochody
organismu. Rozpoznani deficitu vitaminu E je umoZnéno
uréenim poméru sérové koncentrace vitaminu E a séro-
vé koncentrace lipidd, protoZe pfi hyperlipoproteinemii
se fale3né zvySuje koncentrace vitaminu E, ktery se ve
zvy$ené mite vaZe na lipoproteiny.

Nedostatek vitaminu E vede k neurologickym obti-
Zim typu areflexie, zhor$eni propriocepce a zhorSeni
vibraéniho ¢iti. Dale dochdzi k poru$e permeability cév
a k porucham plodnosti.

Deficit vitaminu E zpUsobuje vimunitnim systému reduk-
ci butikami zprostfedkované imunity - snizuje se odpovéd
B a T lymfocytl na mitogeny. TaktéZz dochazi k redukci pro-
dukce imunoglobulinti (Gross et al. 1980). Suplementace
vitaminem E zlepSuje stav imunity, a tim vede k redukci
infek¢nich komplikacf (Girodon et al. 1999).

Pacienti s diabetem 2. typu maji vétsi sklon k rozvoji
pfedCasné aterosklerézy, proto je u nich studium defi-
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citu vitaminu E pfedmétem z4jmu fady studii. Suple-
mentace alfa tokoferolem sniZuje LDL oxidabilitu, ale
neovliviiuje glykaci LDL &4stic (Devaraj et al. 2000-a.).
Po suplementaci alfa-tokoferolem klesala monocytarn{
produkce ROI a interleukinu 1, déale klesaly cirkulujict
solubilni buné&né adhezivni molekuly u pacient( s di-
abetem 2. typu (Devaraj et al. 2000-a). Suplementace
alfa tokoferolem vedla u pacientl s diabetem 2. typu
ke sniZeni hladin CRP a interleukinu-6 produkovaného
monocyty (Devaraj et al. 2000-b).

Snizeni zanétlivych parametr po suplementaci vitami-
nem E u pacient( s diabetem by se mohlo uplatnit v pre-
venci pred€asné aterosklerézy (Devaraj et al. 2000-b).

V nas$i studii nebyly prok&zény u pacientl se syndro-
mem diabetické nohy signifikantni zmény v koncentra-
cich vitaminu E ani v hladinach jeho subfrakci v porov-
nani s kontrolni skupinou zdravych osob (40,1 + 13,8
vs.35,56 + 11 ug/dl; NS) (Fejfarova et al. 2002).

Vitamin C:

Hlavni dlohou vitaminu C, ktery fadime mezi hydrofilni
vitaminy, je antioxida&ni role. Vitamin C ma schopnost
redukovat prvky v mnoha enzymech a odstrafiovat volné
radikaly. Déle hraje velmi dilezitou roli v metabolismu
pojiva - kolagenu (Yue 1990). Celkovy obsah vitaminu
C v téle je 1,5-3 g, normadlni sérova hladina je 29-86
mg/dl, pficemz denni davka by méla &init zhruba 75
mg. Zdrojem vitaminu C je &erstva zelenina, ovoce,
jatra, ledviny.

Deficit vitaminu C je uréen poklesem sérovych hiadin
vitaminu pod hodnoty niz§i nez 11,4 mmol/I (Johnston
1998). Nedostatek vitaminu vede k poruse endotelu,
jejimZ vysledkem je zvy$end fragilita kapilar. Ta se
klinicky projevi hemoragickymi komplikacemi, napf.
perifolikularni hemoragii, hemoragii retrobulbarnf, sub-
arachnoidalni a intracerebréalni. Dale se deficit projevuje
poskozenim hydroxylace prokolagenu. Nehydroxylova-
ny kolagen poté nemuZe tvofit prostorovou konfiguraci
trojitého helixu, ktera je nutné pro vytvofenl normalni
struktury pojiva. Setkdvdme se s poruchou chrupavek
a vaziva, ktera vede ke zhor§enému hojeni ran, kostnim
abnormalitdm a artralgiim. Nejmarkantnéji jsou patrné

Diabetes mellitus — zvy3en4 glykemie

d+

Porucha buné&ného vychytavani dehydroaskorbové kys. (DHA)
. .

Deficit askorbatu

{

Lokalizované kurdéje Vy33i aktivita Vitamin C a E cyklu.

ROOs xwumm E DHA xom % NAD+
ROOH Vitamin € Askorbt Lipodt NADH

voiné radikaly

(Packer 1993)

Obr. 1: Viiv diabetu na metabolismus vitaminu C a tvorbu voinych
kyslikovych radikald.

pfiznaky deficitu kyseliny askorbové u skorbutu a Méel-
ler-Barlowovovy choroby. Skorbut je provazen vypada-
vanim zubd, zvySenou krvécivosti, tnavou, psych6zami
a sniZzenou odolnosti viigi infekcim. Méeller-Barlowova
choroba se manifestuje v détstvi krvacenim do epify-
zarnich chrupavek a poruchami rastu kosti, coZ vede
k trpasli¢imu vzristu postiZzenych.

Vitamin C ovliviiuje vyznamné i imunitni funkce. PFi
deficitu vitaminu C doché&zi k redukci hladin vitaminu
v makrofazich a PMN bunikach, kde dochazi ke sniZeni
tagocytarni kapacity. Upravu imunologickych abnorma-
lit 1ze vidét po suplementaci vitaminem C (Gross et al.
1980). Mezi glukézou a askorbovou kyselinou dochéazi
ke kompetici pfi membranovém transportu, coZz maze
ovliviiovati produkci volnych kyslikovych radikéali viz obr.
€.1 (Pecoraro et al. 1987, Packer 1993). Pfi déletrvaijici
hyperglykemii navozené clampovymi technikami byly na-
lezeny signifikantnf zm&ny chemotaxe mononuklearnich
i PMN bunék, které korelovaly s poklesem vitaminu C v
burikach.Tento vysledek prokazuje, Ze akutni hypergly-
kemie mdZe vést k intracelularnimu deficitu kyseliny as-
korbové v leukocytech a po$kozovat tak akutnf zanétlivou
reakci u pacientl s diabetem (Pecoraro et al. 1987).

V nadi studii jsme prokazali signifikantn& snffenou
koncentraci vitaminu C u pacient se syndromem diabe-
tické nohy v porovnani se zdravymi kontrolami (567 + 21
vs. 74 £ 22 mg/dl; p<0,01) (Fejfarova et al. 2002). Akkus
a spol. popsali ve své studii sniZené hladiny vitaminu C a
zvySené poskozenf leukocytl oxida&nim stresem u paci-
entl s diabetes mellitus 2. typu v porovnani se zdravymi
kontrolami (Akkus et al. 1996). TaktéZ Stankova a spol.
prokazali i niz&( hladiny vitaminu C u pacient( s diabetem
1.i 2.typu v porovnéni se zdravymi kontrolami. Hladiny
vitaminu C nekorelovaly signifikantné s HbA 1¢ &i glyke-
mifl na la&no (Stankova et al. 1984). Ve studii Sinclaira a
spol. byly prokazany niZ§i plazmatické hladiny vitaminu
C u pacientt s diabetes mellitus v disledku pFitomnosti
diabetu nikoli v disledku sniZeného pfijmu vitaminu C
potravou (Sinclair 1994). NiZ3i hladiny vitaminu C u pa-
cientt s diabetes mellitus potvrdil i Ali a spol., pfi¢emZ
pacienti s jiZ manifestovanymi pozdnimi komplikacemi
maéli niz8i hladiny neZ pacienti bez komplikacl. V&asna
suplementace pacient(: vitaminem C podle autor( studie
muze zpomalit rozvoj mikrovaskularnich komplikaci (Ali
1989).

V jiné studii bylo prokazano, Ze dekompenzovani
pacienti s diabetem mohou mit vy$${ riziko rozvoje de-
ficience vitaminu C neZ pacienti dobfe kompenzovanf,
jelikoZ hladiny vitaminu C negativné korelovaly s HbA1¢
(Yue 1990). Schorah et al. nenalezl signifikantnf rozdily
v koncentracich vitaminu C mezi pacienty s diabetes
mellitus 1. a 2. typu (Schorah et al. 1988).

Selen:

V burikach hraje selen roli pfi odstrafiovani volnych
kysifkovych radikalu, jelikoZ je souéasti enzymu gluta-
thionperoxidézy, ktery se podfli na rozkladu H202 (Fal-
chuk 1998). Selen je duleZitou komponentou Ué&astnici
se rustu bun&k. Selen poméha ochraiiovat Zivodichy pfed
karcinogennimi latkami a viry. Zdrojem selenu byvajf pro

. lidsky organismus obiloviny a mofské produkty.
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Nizké koncentrace selenu vedou k redukci aktivity
uftkami zprostfedkované imunity, k potlacen( odpovédi
T bunék na mitogeny a antigeny. Deficit selenu zplso-
buje sniZen( fagocytarni aktivity monocytl a makrofa-
gu. Suplementace timto prvkem zlep3uje stav imunity,
a tim vede k redukci infek&nich komplikacl (Girodon et
al. 1999).

(— diabetologié/vy'/iiva
b

Magnezium: - )

Mg je intracelularni prvek, ktery je soudastf vice neZ
t¥ set enzymatickych systému, kde se a&astni tvorby
ATP (Fox et al. 2001). Mg se obvykle vyskytuje v kos-
tech (asi 50 %) a ve svalech, kde pusobi jako relaxans.
pusobi antiarytmicky na myokard, ovliviiuje i koagula&ni
kaskady (lannello et al. 2001). Magnezium na celularni
arovni ovlivituje draselny a vapnikovy transport, ener-
geticky metabolismus a bun&&nou proliferaci (Saris et
al. 2000). Deficit magnezia vede ke zvySené reaktivité
hladkého svalstva a trombocytt (Fox et al. 2001).

Z4asoby magnezia v organismu jsou regulovany gast-
rointestinalnf absorpci a renaini exkreci (lannello et al.
2001). Denni doporugovana davka hoféiku je 100-500
mg, fyziologické hladiny jsou 0.8 -1.2 mmol/\. Pfiroze-
nym zdrojem magnezia jsou zelené &asti rostlin, mié&ne
vyrobky, lusténiny a tvrdé voda.

Magnezium hraje duileZitou roli vimunitnim systému,
jeliko? je kofaktorem enzymu pfi syntéze imunoglobulint,
enzymu C3 konvertazy (ovliviiuje aktivaci komplementu),
dale ovlivisuje bun&tnou adherenci a odpovédi makro-
fagu na lymfokiny. Deficit Mg se projevi v imunitnim
systému abnormalini aktivaci komplementu, nadmé&rnou
produkcf protilatek a zvy3enou citlivosti na alergické sti-
muly. U lidi s hypomagnezemii byl pozorovén zvy$eny
vyskyt chronickych plisfiovych a virovych onemocnéni
(Galland 1988). PFi deficitu Mg dosio k signifikantn&
vy$8i bazalni aktivitd neutrofilt (zvy3ené produkci ROI)
u potkan( s depleci Mg, zvy$ena produkce ROl byla in-
hibovana vysokymi extracelularnimi koncentracemi Mg
(Bussiere et al. 2002).

U pacientu s diabetem je popisovan deficit magnezia
pomérné Lasto, pfitemZ byva sdrufen s inzulinovou rezis-
tenci a vyskytem pozdnich komplikacf (Fox et al. 2001).
K deficitu tohoto prvku pfispivaji zejmeéna hypermagne-
siurie p¥i glykosurii a hyperinzulinemii (De Walk 1999).
Suplementace magneziem vedia ke zlepgeni inzulinové
citlivosti a inzulinové sekrece u pacientt s diabetes mel-
litus 2. typu (De Walk 1999).

Hypomagnezemie se muze podilet na rozvoji neuro-
patie a abnormalni aktivité trombocytt. Tyto abnorma-
lity jsou rizikovymi faktory pro progresi ulceraci dolnich
kon&etin u pacientl s diabetem. V na$( studii jsme ne-
prokazali signifikantnf zmény sérovych hladin hotéiku u
pacientt se syndromem diabetické nohy v porovnani se
zdravymi kontrolami (0,76 £ 0,1 vs. 0,811 0,07 mmol/t;
NS) (Fejfarova et al. 2002) .V jiné studii (Rodriguez et
al. 2001) prokazali snizené hladiny magnezia u pacienty
se syndromem diabetické'nohy v porovnani se zdravymi
kontrolami. 7~

Djurhuus a Schnack prokazali deficienci Mg u pacien-
t0 s diabetes mellitus 1. typu, zejména hufe kompenzo-
vanych (Djurhuus et al. 2001). Suplementace Mg vedla

ke zlep$eni kompenzace diabetu (Schnack et al. 1992).
Djurhuus déle popsal po suplementaci Mg snizeni hiadin
celkového i LDL cholesterolu a apolipoproteinuBu pacientt
s diabetes mellitus 1. typu (Djurhuus et al. 2001).

Méd":

Vice nez 90 % médi je vazano na ceruloplasmin. Spolu
se Zn je Cu vazana v enzymu Cu, Zn-superoxiddismuta-
ze, ktery katalyzuje preménu ROl na peroxid vodiku a
molekulu kysliku (Uchimura K et al. 1999). M&d je dale
soudasti enzymu, které se u&astni Krebsova cyklu. Tento
stopovy prvek je duleity pro tvorbu pigmentu, viasu, pro
spravny vyvoj skeletu a pro krvetvorbu. P¥i krvetvorbé
napomaha méd jelezu pfi vstupu do prostetické skupiny
hemu. Fyziologicka sérova koncentrace je 11-22 umol/I,
denni potfeba je 5 mg. Zdrojem médi jsou obvykle maso,
fudténiny.

Snizené sérové hladiny mé&di byly nalezeny u pacientl
s nefrotickym syndromem, kwashiorkorem, hepatolen-
tikularni degeneraci, Wilsonovou chorobou, u pacientu
s prajmovitym onemocnénim a.s malabsorbci. Lehé&i
deficit médi se projevi poruchou rustu nehtd a vlasu.
1623( pak anémil, psychomotorickbu retardaci a osteo-
pordzou.

V imunitnim systému se nedostatek médi projevi re-
dukci proliferace a funkce monocytd, snizuje se pocet
neutrofilt a T-lymfocytd (Davis etal. 1987).V T-Hymfocy-
tech pak dochézi k abnormalitam jejich funkci - snizené
proliferaci Tlymfa produkci IL-2 (Kelley 1995). Dale de-
ficit médi zplsobuje redukci antioxida&ni kapacity orga-
nismu (ovlivnénim aktivity Cu, Zn- superoxiddismutézy),
ktera muze véstke zvy3eni oxidace LDL cholesterolovych
partikuli (Burkitt 2001).

V nasi studii nebyly prokazany signifikantni zmény
hladin médi u pacientt se syndromem diabetické nohy
v porovnanis kontroini skupinou zdravych dobrovolnikd
(174 £ 49 vs. 15.4 +3.5 umol/!; NS) (Fejfarové et al.
2002). Taktéz Williams neprokézal ve své studii signifi-
kantni zmé&ny hladin médi u pacientd s diabetes melli-
tus (Williams et al. 1995). Nicméné Raz a spol. nalezli
u pacientu s diabetem 1. typu vysSi koncentrace médi
v krevnim séru i v leukocytech (Raz et al. 1989).

Zinek:

Zinek je jednimz dulezitych prvki pro udrzenf funkéni
a strukturalni integrity bunék a tkani (Rudolf et al. 2001).
Zinek je pfitomen ve vétsim mnoZstvi v pojivovych tka-
nich, sitnici, pankreatu a prostaté (Chai et al. 1999).

Zinek je intracelularni prvek. Jeho plazmaticka
koncentrace &ini pouze 100 ug/dl, pficemi 70 %
prvku je vazano na albumin a 02- makroglobulin.
Denni doporugené davka ginni 16 mg. Zdrojem zinku
je maso, floutek.

Zinek ovlivituje reprodukéni, imunologicky a gast-
rointestinalni systém (Prasad 1998). V neurologickém
systému zinek inhibuje vazbu peptidd na neuroreceptory,
podporuje dlouhodobou pamét a napoméahé spravnému
zpracovani optickych signall {Frederickson et al. 2000).
Tento prvek je nepostradateiny pro spravny vyvoj a fun-
govani muzskych pohlavnich organl a pro normalni
embryonalni vyvoj. Zn miZe v organismu ochrafovat
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arachidonovou kyselinu proti oxidaci Fe komplexy, a tim
regulovat metabolismus prostaglandinti a leukotrient.
Dale je zinek schopen zabranit interakci redox-aktivnich
elementt (Fe, Cu) s aktivnimi misty proteind, a tim sni-
Zovat oxidacni poskozeni (Powell 2000).

Z diabetologického hlediska je zinek duleZity pro
rozpustnost inzulinu (Pelikdnova, Bartod 2000). Déle je
zinek dalezitym kofaktorem velkého po&tu metaloenzy-
mu spojenych se syntézou DNA - s replikaci, reparaci a
transkripci (Garfinkel 1986). Apoptézu bunék vyvolanou
zevnimi vlivy blokuje interakci s transkrip&nimi faktory,
kindzami anebo svymi antioxida&nimi vlastnostmi (Ru-
dolif et al. 2001).

Nedostatek zinku se miZe projevit akumulaci odpad-
nich &i toxickych &astic, snizenou produkci proteind, ne-
oplastickymi zmé&nami bunék, urychlenim apoptotické
kaskady a nasledné buné&&nou smrti mnoha bunék
(Garfinkel 1986, Rudolf et al. 2001). V dermatologickém
systému se nedostatek Zn projevuje hyperkeratézami,
alopecii, acrodermatitis enteropathica. Sni2en4 koncen-
trace zinku se projevuje poruchami ristu, hojen( ran,
poruchami funkce pohlavnich organd, malformacemi
mozku, oéi, kosti, srdce.

V imunitnim systému se projevuje nedostatek zinku
snizenou reakci pozdni pfecitlivélosti, niZ3im po&tem
CD4+, vy38im po&tem CD8+ T lymf, redukci aktivity NK
bunék (natural killers) (Beisel 1982). Byla pozorovéana
snizena chemotaxe a ingesce monocyt a PMN bunék
(Beisel 1982).

V na$i studii jsme neprokazali vyznamny pokies
sérovych hladin tohoto stopového prvku u pacientt se
syndromem diabetické nohy (intracelularni koncentrace
nebyly zkoumany) - 12,7 + 3,6 vs. 12,7 £ 2,7 umol/I;
NS (Fejfarova et al. 2002). Naproti tomu Raz a spol.
nalezli signifikantn& sniZzené hladiny zinku v séru a v
leukocytech pacientu s diabetes mellitus 1. typu, které
ale nebyly prokézany u pacient s diabetem 2. typu.
Sérové koncentrace médi a magnezia byly u pacientd
s diabetes mellitus 1. typu zvy$ené (Raz et al. 1989). Wil
liams a spol. ve své studii prokazali signifikantni redukci
hladin zinku v séru u pacientd s diabetem oproti kont-
rolni skupiné&, oviem sérové koncentrace médi nebyly
odli3né (Williams et al. 1995). Pai et al. prokazali nizké
koncentrace Zn v lymfocytech, granulocytech i trombo-
cytech u pacientt s diabetes mellitus 1. a 2. typu (Pai et
al. 1988). Po suplementaci Zn doslo k signifikantnimu
zlep3eni reaktivity T lymfocytl u pacienti s DM 2. typu
(Niewoehner et al.1986). Normalizace extracelularnich
hladin zinku oviem nevedla v jiné studii (Kajanachumpol
et al. 1995) k ovlivnéni jeho intracelularnich hladin. U
pacietl s diabetem bylo pozorovéano po suplementaci Zn
zvySeni CD4+ bunék; potet CD8+ lymfocytd se oviem
nezménil (Kajanachumpol et al. 1995).

Ve studii Gavella a spol. bylo prokadzéano, Ze pfi fy-
ziologickych koncentracich zinku (20 umol/l) in vitro
produkuji PMN bufiky o 20 % méné superoxidovych
aniontl, neZli bez pFitomnosti zinku v médiu. Pokud se
zvysila koncentrace zinku aZ na hodnoty 200 umol/|,
zaznamenali autofi narist produkce superoxidovych ani-
ontl o 40 % oproti kontrolnim PMN buiikam bez zinku
v médiu. Suprese a stimulace produkce superoxidovych
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aniontd PMN burikami byla v této studii zavisla na ex-
tracelularni koncentraci zinku, vztah v8ak nebyl linearni
{Gavella et al. 2000).

Zelezo:

Celkové zasoby Zeleza v organismu jsou podie pohlavi
od 50-70 mmol tzn. 3-4 g (Sulc 2000). Z tohoto mnogstvi
pfiblizné 60-70 % Zeleza je vazano v hemoglobinu, 10-
20 % tvofi tzv. funkéni Zelezo. Mezi tzv. .funké&ni Zelezo”
fadime myoglobin a enzymy obsahuijici Fe - nap¥. kata-
laza. Zbytek Zeleza v organismu (16-30 %) tvofi zasobni
formu Zeleza (ferritin, hemosiderin). Sérova koncentrace
mé &init 9-27 umol/\. Celkova dennf potfeba Fe (cca
10-20 mg) se Fidi ztratami tohoto prvku organismem.
Zdrojem Zeleza pro organismus je maso, jatra, Zloutky,
zelenina. Z imunologického hlediska je d(ileZité, e lym-
foidni buriky vyZaduji Zelezo pro metabolickou aktivitu,
a to pro buné&né dsleni, pfenos elektronl a pro reakce
oxida&ni a redukéni.

Nedostatek Zeleza se typicky projevuje sideropenic-
kou anemil, doch4zi ale také ke snfteni obranyschop-
nosti organismu. V imunitnim systému se sniZuje reakce
pozdni pfecitlivélosti, sniZuje se odpovéd T lymfocytl na
mitogeny, dale se sniZuje produkce lymfokin v aktivova-
nych T lymfocytech; vlivem nedostatku Fe se redukuje
produkce protildtek a taktéZ fagocyt6za PMN bunék
(Beisel 1982) .

V na$i studii nebyly prokazany vyznamné zmény
koncentraci sérového Zeleza u pacientd se syndromem
diabetické nohy v porovnani se zdravymi kontrolami- 15
*+ 5.4 vs. 17,8 £ 4.,8; NS (Fejfarova et al. 2002). V jiné
studii byly nalezeny u pacientt s diabetes mellitus 2.typu
vy$3i hladiny Zeleza v lymfocytech v porovnani s kontroini
skupinou zdravych osob; koncentrace Zeleza nekorelo-
valy s HbA1c (Ekmekcioglu et al. 2001).

ZAVER

Rada studii prokazala, ¥e diabetes mellitus muze
ovlivnit metabolismus vitaminG a stopovych prvki.
V na$f studii pacientd se syndromem diabetické nohy
méli nemocn( signifikantn& niZsi hladinu vitaminu C
v porovnani se zdravymi kontrolami. Ostatn{ stanovo-
vané hladiny vitaminu E a jeho subfrakcf a vybranych
prvkt (hofé&ik, m&d, zinek, %elezo) se u studované
skupiny pacientud signifikantn& nelidily v porovnéani
se zdravou populaci.

U pacientd s diabetem by bylo vyhodné stanovovat
celkové hladiny vitaminu C, E a vybranych prvka (Mg,
Cu, Zn, Fe), abychom odhalili pfipadné deficity téch-
to latek. Nasledna suplementace by mohla ovlivnit
progresi aterosklerézy i mikrovaskularnich komplikaci
¢i poskozeni imunitntho systému. Na z4kladé na$ich
vysledkli miZeme doporuéit pouze suplementaci
vitaminem C u pacient s diabetem a s chronickou
infekci v rdmci syndromu diabetické nohy. Tato su-
plementace by mohla pozitivnim zplisobem ovlivnit
imunitni systém, zejména pak fagocytarni schopnost
makrofagl a PMN bunék, které se nejvice uplatfiuji
v boji proti infek&énim agens.
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patients and diabetic rats. Diabétes Res Clin Pract 1990; 9:
239-244. e e
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The comparison of vitamin and trace element concentrations between patients with the
diabetic foot and healthy subjects. Is there any relation of these ,,micronutrients to the
immune functions of polymorphonuclear cells and LDL oxidability? SRR

V. Fejfarova, A, Jirkovska, H. Malinska, L. Kazdova, J. Kalanin, I. Striz ’

Institute for Clinical and Experimental Medicine, Prague, Czech Republic

Malnutrition of some vitamins (e.g. vitamin E, C), trace elements (Copper-Cu, Zinc-Zn),
Iron-Fe and Magnesium-Mg could result in the impairment of the immune functions and
antioxidant capacity. L
Aims: The aim of our study was to assess the concentrations of vitamin C, subfractions of
vitamin E, trace elements (Cu, Zn), Fe, Mg and their relation to the immune functions and
the LDL oxidability. :
Methods: 42 patients with the diabetic foot were included into the study (mean age 54.9+8
years, diabetes duration 18+8 years, HbA1c 8.8+1.5 %). A control group consists of age- and.
sex- matched 31 healthy subjects. The amounts of vitamin C, E and its subfractions, of the
trace clements- Cu, Zn and Fe, Mg were determined by standard methods. The
PHAGOTEST and BURSTEST (Orpegen Pharma, Heidelberg, Germany) were used for a
determination of the phagocytosis and the respiratory burst of polymorphonuclear (PMN)
cells. The LDL oxidability corresponded inversely to a Lag-time, which was assessed by a
spectrophotometric measurement of conjugated diens.

Results: Significant decrease of vitamin C concentration was found in patients with the dia-
betic foot in comparison with the healthy subjects (57+21 vs. 74+22 mg/dl; p<0.01). The
concentrations of the total vitamin E and it’s subfractions did not differ significantly from
the control subjects (total vitamin E concentrations 40.1+13.8 vs. 35.5+11 ug/dl; NS). No
significantdifferences in concentrations of trace elements, Fe and Mg were found in patients
with the diabetic foot in comparison with healthy subjects (Cu 17.424.9 vs. 15.423.5 umol/],
NS; Zn 12.7£3.6 vs. 12.742.7 umol/l, NS; Fe 15.0+5.4 vs. 17.8+4.8 umol/l, NS; Mg
0.7610.1 vs. 0.81+0.07 mmol/l; NS). No significant correlations between the vitamins and
parameters of PMN phagocytosis and respiratory burst were found in the study groups.
There was found only a significant correlation of LDL oxidability (correlation with Lag-
time) and total vitamin E (r=0.415; p<0.05) in healthy subjects.

Conclusjons: Vitamins, trace elements, Fe and Mg concentrations (with exception of lower
vitamin C levels) in patients with the diabetic foot did not differ significantly from those
found in healthy subjects. No relations of ,,micronutrient* concentrations to phagocytic or
killing activity of PMN cells were observed. The association of vitamin E level and LDL
oxidability was confirmed also in the study groups. This study was supported by grant of
Ministry of Health No. L 17/98:00023001
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Workshop 01: Evolution and d

c peptide libraries are a powerful tool for identifying the
cognized by antibodies and T cells. Choosing the library
e for a particular epitope mapping project is not always

ster illustrates the process of choosing peptide length,
d format (capping groups, tagging) to obtain a peptide
imized for antibody, helper T cell or cytotoxic T cell epitope
r a combination of these applications.

ation of exon 6 interactions of the transcription factor Ikaros

la, K.-P. Nera, O. Lassila. Department of Medical Micro-
wrku Graduate School of Biomedical Sciences, Turku Uni-
nanmyllynkatu 13, 20500 Turku, Finland

an essential regulator of lymphopoietic system in which it is
function by both repressing and activating gene expression.
e encodes seven exons which can be alternatively spliced to
il isoforms with different DNA binding capacities mediated
ternatively spliced N-terminal zinc finger domain. In
 N-terminal zinc fingers isoforms differ in expression of
hich contains a highly conserved region of unknown
atients with acute lymphoblastic leukemia express mutant
forms with specific 30 bp in-frame deletion partially
he fuily conserved core of the exon 6. Ikaros is implicated
in remodelling and can interact with CtBP, Mi-2, class I
nd Sin3 proteins. We used immobilized metal affinity
raphy to separate labelled exon 6 variants from 293 cells
| the possible role of differentially spliced exon 6 in Ikaros

N -

of mono-ADP-ribosyltransferases in human macrophages

t*, M. Friedrich®, F. Haag®, F. Koch-Nolte®, S. Hauschildt®.
it of Immunobiology, Institute of Zoology, University of
pipzig, Germany; ° Institute Jor Immunology, University
pendorf, Germany

s not only a coenzyme but it also serves as a substrate for a
enzymes such as NAD-glycohydrolases (e.g. CD38) and
-ribosyltransferases. We recently showed that CD38 ex-
nd NADase-activity decreased during differentiation of
into macrophages. This might influence substrate avail-
other ectoenzymes such as mono-ADP-ribosyltransferases.
d.ribosyltransferases (ARTs) mediate post-translational
dification by transfering the ADP-ribose moiety from
?mpeciﬁc amino acids on target proteins. So far five
rare: known in mammals four of them (ART1-4) as GPI-
stoenzymes.
red ADP-ribosyltransferase-activity of human monocytes
tto derived human macrophages and found ART-activity
4 in macrophages. This could point to changes in the use
plac. NAD favouring post-translational modification in-
ddation of NAD*. Measuring mRNA expression of the
f Yansferases in macrophages by nested RT-PCR analyses
; ART3 and ART5 mRNA were present. In response
inct regulation of the ART3 mRNA expression was
heiregulation was time-dependent and reached a maximum
ihcubation. In contrast to ART3 mRNA, ART4 mRNA
fed after incubation and was not regulated by LPS. This
udifferent functions of the two enzymes especially at sites

pment of the i system 35

of inflammation. In search of potential extracellular targets of ADP-
ribosyltransferases in vitro labelling with [*?P]NAD and FACS-
analyses were carried out. ADP-ribosylated proteins were only
detected by the labelling technique, indicating that enzyme activity
may be very low in macrophages.

Wwo1.15

Monitoring of immune biomarkers in workers occupationally exposed to
glass fibres

E. Jahnova*, J. Tulinska®, S. Ilavska®, M. Horvathova®, A. Liskova®,
M. Kuricova®, M. Dusinska®, L. Fuortes®, S.A. Kyrtopoulos®.
“ Department of Immunology, Institute of Preventive and Clinical
Medicine, Bratislava, Slovakia; ®College of Public Health, University
of Iowa, lowa City, Iowa, USA; €Institute of Biological Research and
Biotechnology, National Hellenic Research Foundation, Athens, Greece

The aim of the study was biological monitoring of the effects on
immune system in workers occupationally exposed to glass fibres.
Immune and haematological parameters were examined in workers
chronically exposed to glass fibres and factory unexposed control.

Methods: Cellular immunity was determined by phenotypic analysis
of PBMC (CD3, CD4, CD8, CD16+56, CD19 and CD3/HLADR).
Immune function assays-proliferative response of lymphocytes and
phagocytic activity of leukocytes were evaluated in exposed and
unexposed populations. Humoral immunity was evaluated by levels
of immunoglobulins IgG, IgA, IgM, IgE, C3 and component of
complement. Concentrations of interleukins 1, 6, and 8 and soluble
adhesion molecules ICAM-1, VCAM-1, and E-selectin were deter-
mined. Also expression of adhesion molecules CD11b, CD18, DC54,
CD62L and CD49d on leukocytes were measured by flow cytometry.
Expression of activation markers on eosinophils CD25, CD66b, CD81,
HLA DR was assessed.

Results: Phenotypic analysis of PBMC shoved significantly de-
creased expression of markers CD16+ 56 (NX cells) in people exposed
to glass fibres in comparison with factory control. Functional immune
assays displayed significantly elevated proliferative capacity of T cells
basal proliferation of PBMC in people exposed to glass fibres. We
found increased level of soluble adhesion molecule E-selectin and IL-8
in sera of people who manipulated with glass fibres. Exposed
population had significantly increased expression of activation marker
CD66b on eosinophils.

Conclusion: Chronic exposure to glass fibres had immunomodula-
tory effects in occupationally exposed workers. Changes in lymphocyte
subpopulation of natural killer cells in peripheral blood and altered
proliferative activity of lymphocytes indicated possible immune
dysregulation. Findings of increased levels of soluble adhesion
molecule E-selectin, proinflammatory cytokine IL-8 and enhanced
expression activation marker on eosinophils refer to hypersensitivity
and inflammatory status in exposed workers.

This work was supported by the European Union (project no
QLK4-1999-01629).

Wwo1.16

The relationship of vitamin and trace element concentrations with the
immune functions of polymorphonuclear cells and LDL oxidability in
patients with the diabetic foot and in healthy subjects

V. Fejfarova, A. Jirkovska, H. Malinska, L. Kazdova, J. Kalanin, I.
Striz. Institute for Clinical and Experimental Medicine, Czech Republic

Malnutrition of some vitamins (e.g. vitamin E, C), trace elements
(Copper—Cu, Zinc—Zn), Iron—Fe and Magnesium—Mg could
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result in the impairment of thé immune functions and antioxidant
capacity.

Aims: The aim of our study was to assess the concentrations of
vitamin C, subfractions of vitamin E, trace elements (Cu, Zn), Fe, Mg
and their relation to the immune functions and the LDL oxidability.

Methods: 42 patients with the diabetic foot were included into the
study (mean age 54.9 48 years, diabetes duration 18 +8 years, HbAlc
8.841.5%). A control group consists of age- and sex-matched 31
healthy subjects. The amounts of vitamin C, E and its subfractions,
of the trace elements—Cu, Zn and Fe, Mg were determined by
standard methods. The PHAGOTEST and BURSTEST (Orpegen
Pharma, Heidelberg, Germany) were used for a determination of the
phagocytosis and the respiratory burst of polymorphonuclear (PMN)
cells. The LDL oxidability corresponded inversely to a Lag-time,
which was assessed by a spectrophotometric measurement of con-
jugated diens.

Results: Significant decrease of vitamin C concentration was found
in patients with the diabetic foot in comparison with the healthy
subjects (57 £21 vs. 74 422 mg/dl; P < 0.01). The concentrations of the
total vitamin E and its subfractions did not differ significantly from the
control subjects (total vitamin E concentrations 40.14+13.8 vs. 35.5+
11 ug/dl, NS). No significant differences in concentrations of trace
clements, Fe and Mg were found in patients with the diabetic foot in
comparison with healthy subjects (Cu 17.4 +4.9 vs. 15.4 £3.5 umoV/l,
NS; Zn 12.743.6 vs. 12.7+2.7 umol/l, NS; Fe 15.0+5.4 vs. 17.8 +4.8
umol/l, NS; Mg 0.761+0.1 vs. 0.81 £0.07 mmol/l, NS). No significant
correlations between the vitamins and parameters of PMN phagocy-
tosis and respiratory burst were found in the study groups. There was
found only a significant correlation of LDL oxidability (correlation
with Lag-time) and total vitamin E (r =0.415; P <0.05) in healthy
subjects. )

Conclusions: Vitamins, trace elements, Fe and Mg concentrations
(with exception of lower vitamin C levels) in patients with the diabetic
foot did not differ significantly from those found in healthy subjects.
Vitamin concentrations could influence a development of athero-
sclerosis, but vitamins as selected elements did not influence immune
parameters.

Wwo1.17

Earthworm coelomocytes possess antimicrobial and cytotoxic effects
against certain microorganisms and eukaryotic cells

P. Engelmann®, J. Kiss®, B. Kocsis®, E.L. Cooper, P. Németh?®,
@ Department of Immunology and Biotechnology, Faculty of Medicine,
University of Pécs, Hungary; ®Department of Medical Microbiology
and Immunology, Faculty of Medicine, University of Pécs, Hungary;
¢ Laboratory of Comparative Immunology, Department of Neurobiology,
David Geffen School of Medicine, University of California, USA

Backgroud: Invertebrate animals exhibited different defence me-
chanisms against environmental pathogens during the phylogenes.
Invertebrate immunity —similarly to the vertebrates—is composed of
cellular and humoral elements. In earthworms, the cellular functions of
the innate immunity are maintained by different coelomocytes located
in the coelomic cavity. This compartment also contains coelomic fluid
which has many biologically active molecules (lysenin, fetidin,
eiseniapore, coelomic cytolytic factor, cytokines) in it.

Aim: During the last decades the interest was increased in the
invertebrate innate immunity concerning on the humoral factors by
theoretical and practical reason. These natural “antibiotics” (anti
microbial peptides) from different animals can replace some therapeu-
tically used antibiotics to solve the pathogen resistance. Therefore, we
have taken attention to new animal models (like earthworms) with
possible biomedical applications.

p tof the i 1e system

According to the literature earthworm coelomocytes are involved
the antimicrobial defence through humoral factors. In our previo
experiments earthworm defence cells were characterised by differe
immunological techniques (flow cytometry, confocal microscog
immunoserology) using monoclonal antibodies against conserv
mammalian antigen. For the characterisation of the coelomocy
humoral defence molecules some different functional assays were use

Materials and methods: Coelomocytes were isolated from matu
Eisenia foetida earthworms, followed by mechanic and deterge
extraction the supernatants were used for antimicrobial and cytoto
assays. In our experimental system the effect of the coelomocy
extract against the growth of different microorganisms (Escherich
coli, Aeromonas hydrophila, Bacillus subtilis, Candida albicans) wi
tube dilution and on mammalian cell lines with MTT assay we
measured. ’

Results: Antibacterial effect (bacteriostatic) were identified
Gram+ and Gram— bacteria. The growth of B. subtilis and E. c
strains were inhibited by earthworm extract, in contrast extract we
not showed any effect against C. albicans. Using Re mutant strains (
coli D31m4, Salmonella minnesota Re 595, Shigella sonnei Re 435
the activity was more effective because their membrane is defecti
renders them more permeable for a variety of compounds such
antimicrobial agents. By native and SDS-PAGE a fraction was isolat
from the extract which could responsible for this activity. T
cytotoxicity of samples against eukaryotic cell lines was show
different kinetics between coelomocyte extract compared with shol
term coelomocyte culture supernatant (1-2'vs. 2436 h). Against L9
cell line were measured a high sensibility, however, HelL.a and HEp
cell lines showed high toxicity, the effect was slower.

Conclusion: Our data indicate that antibacterial and cytotos
activity is present in earthworms connected to coelomocytes. An
microbial activity were measured on different microorganisms ai
were found bacteriostatic effect and could not detected antifung
activity. Using Re mutant bacteria strains may can characterise t
exact molecular mechanisms of the coelomocyte bacteriostatic activi
Cytotoxic activities were also found against eukaryotic cell lines, whi
indicate high sensibility of the cell lines to the earthworm extra
Identification of molecules responsible for bacteriostatic and cytoton
effect are in progress.

Wwo01.18

Adhesion of macrophages during inflammatory phases of wound heali
in rats

B. Bozic, B. Draskovic-Pavlovic, P. Popovic, M. Colic, M. Katz
novski. Institute of Medical Research, Military Medical Academ
Yugoslavia

Wound healing is one of essential biological processes in whi
macrophages have different roles including effectory, proinflammato
and immunoregulatory. In this study some features and proinflamm
tory activities of cell population from granulation tissue of 3- and:
day full-thickness excisional wound in rats (enriched in macrophy,
content by enzyme digestion and density gradient centrifugation) we
described. In population of macrophages isolated from granulatic
tissue (WM) we detected lower spontaneous and '‘PMA stimulat
adhesion to plastic compared with peritoneal macrophages (PM). Tl
same results were noted with fibronectin coated plastic. Cytofluos
metry analysis of CD11b expression on monocytes (MO), WM
PM showed lower CD11b expression on WM compared with PM
lower expression on MO compared with WM, Lower expression
CD11b molecule on WM compared with PM is probably the basis:
lower WM adhesion to plastic and component of extracellular ma
fibronectin. These results indicate the influence of microenvironmi
factors on the expression of CD11b molecule, as well as lower mat
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2. Zjistit, zda-li se inzulinova senzitivita bdhem hladovéni
zvy3uje nebo sniZuje. ’

Metody: Pacienti: 10 obéznich diabetikl 2. typu (6
muzu, 4 Zeny; BMI 36.98+7.50 kg/m?; v&k 54.5£5.02 let)
lé¢eni PAD nebo inzulinem. Vyloueni byli pacienti s en-
dokrinopatii, Ié&bou betablokatory & ACE-inhibitory nebo
pokud mé&li jiné onemocnénl, kontraindikujici hladovéni.
Po pfijeti do nemocnice byl proveden dvoustupiiovy
(60 and 120 mlU/kg/m?) izoglykemicky hyperinzulinovy
clamp. Potom byli probandi vystaveni 60 hodinam Gpiné
hladovky, pouze neslazené tekutiny ad libitum. B&éhem
hladovky byly & 2 hod. sledovany hladiny energetickych
substratd (glukéza, laktat, mastné kyseliny, 3-hydroxybu-
tyrat), kazdych 12 hod. byl sledovan energeticky vydej a
oxidované Ziviny nepfimou kalorimetrii, hladiny hormonu
a aminokyselin & 24 hod. Po 60 hodinach Uplného hiado-
véni byl k posouzeni zmény citlivosti k inzulinu proveden
druhy clamp uspofadany stejné a na stejné glykemii jako
clamp pfed hiadovénim.

Vysledky: Pacienti ztratili v priméru 2.2+0.47 kg télesné
hmotnosti. Z toho 1.10+0.46 kg tukové hmoty. Inzulinemie
klesla z 18.4618.40 k 8.5£5.12 U/l (P<0.01), zatimco gly-
kemie zustala nezménéna (9.4912.34 vs. 9.84£3.03 mM,
NS). Hladiny volnych mastnych kyselin se signifikantné
nezménily, zatimco hladiny 3-hydroxybutyratu stouply z
0.1740.16 na 0.90+0.30 mM (P<0.05). Celkovy odsun gluko-
zy pfi clampu byl po htadovéni signifikantnd mensi pfi obou
inzulinemiich (pro 60 miU/m#min: 2.62+1.11 vs. 1.91+0.73
mg/kg/min, P<0.05), zejména diky sniZeni oxidace gluk6zy
(0.24+0.12 vs. 0.00+0.01 mg/kg/min, P<0.01). Neoxidativni
komponenta odsunu glukézy pfi 120 miU/m?min fazi clampu
byla po hladovéni nesignifikantné vaétsi.

Zavéry: Akutni hladovéni zhorSuje u diabetikd 2. typu oxi-
daci gluk6zy, zfejmé diky Randieové mechanismu. Naopak
arteficielni hyperinzulinemii navozena syntéza glykogenu
ma tendenci po vy&erpani zasob glykogenu hladovénim byt
vétsi nez pfed hiadovénim.

14.

POROVNANI HLADIN VITAMINU A VYBRANYCH PRV-
KU MEZI PACIENTY SE SYNDROMEM DIABETICKE
NOHY A ZDRAVYMI DOBROVOLNIKY A JEJICH VZTAH
K IMUNITNIM FUNKCIM POLYMORFONUKLEARNICH
LEUKOCYTU

V. Fejfarova, A. Jirkovska, H. Malinska, L. Kazdova,
J. Kalanin, |. Stfiz

Institut klinické a experimentaini mediciny, Praha

Deficity nékterych mikronutrientl jsou popisovéany u
pacientl s diabetes mellitus 1. i 2. typu. Malnutrice: asti
vitaminU (napf. vitaminu C, E), stopovych prvkl (Cu, Zn) a
Fe a Mg muZe vést k poSkozeni imunitnich funkct.

Cilem studie bylo porovnat nalezené koncentrace vitami-
nu C, vitaminu E a jeho subfrakc, stopovych prvki (Cu,Zn),
Fe a Mg u pacient(i se syndromem diabetické nohy a u zdra-
vych dobrovolnikli a dale porovnat vztah ,mikronutrientd”
k imunitnim funkcim polymorfonukleamnich bunék.

Metody: Do studie bylo zafazeno 42 pacientl se syn-
dromem diabetické nohy (primérmy vék 54,9 + 8 let, trvani
diabetu 18 t 8 let, HbA1c 8,8 £ 1,5 %). Kontrolni skupina

byla tvofena 31 zdravymi dobrovolniky, ktefi byli srovnatelni
vékem i pohlavim. Sérové koncentrace vitamin( C, E a sub-
frakcl vitaminu E a koncentrace vybranych prvkd (Cu, Zn,
Fe a Zn) byly stanoveny standardnimi metodami. K ureni
fagocyt6zy a respiraéniho vzplanuti polymorfonuklearnich
bunék byly pouZity testy zaloZené na principu pritokové
cytometrie (Fagotest, Bursttest).

Vysledky: Signifikantné redukované hladiny vitaminu C
byly nalezeny ve skupiné pacientu se syndromem diabetické
nohy v porovnani se skupinou zdravych dobrovoinikd (57
* 21 vs. 74 £ 22 mg/dl; p< 0,01). Koncentrace vitaminu E
a jeho subfrakcl se vyznamné neliSily mezi studovanymi
skupinami (celkovy vitamin E 40,1 + 13,8 vs. 35,5 + 11 ug/dl;
NS). Nebyly nalezeny ani signifikantni odchylky v sérovych
koncentracich vybranych prvk(i mezi skupinou pacientl se
syndromem diabetické nohy a skupinou zdravych dobro-
volnikd (Cu 17,4 £4,9 vs. 154 £ 3,5 umol/t, NS; Zn 12,7 ¢
3,6 vs. 12,7 £ 2,7 umol/l, NS; Fe 15,0+ 54 vs. 17,8 £ 4,8
umol/l, NS; Mg 0,76 £ 0,1 vs. 0,81 £ 0,07 mmol/l, NS). Mezi
studovanymi skupinami nebyly nalezeny signifikantni asoci-
ace mezi hladinami vitamind, vybranych prvk( a parametry
fagocyt6zy a respiracniho vzplanuti polymorfonuklearnich
bunék. .

Zavér: U pacienti se syndromem diabetické nohy byly
nalezeny signifikantné sniZzené sérové hladiny vitaminu C,
av$ak hladiny vitaminu E a jeho subfrakci a dalSich sledo-
vanych prvkl se signifikantné nelisily od zdravych dobro-
volnik(. U pacientl s diabetem Ize pfedpokladat vzajemné
propojené defekty antioxida&nich systému. Pro podrobné;si
analyzu by bylo vhodné sledovat tkanové koncentrace né-
kterych sledovanych parametrd.

Préce byla podporovana vyzkumnym zamérem Minis-
terstva zdravotnictvi ¢. g. 17/98:00023001.

15.

VLIV AKUTNi REJEKCE NA FUNKCI TRANSPLANTO-
VANEHO PANKREATU

T. Havrdova, F. Saudek, P. Bouéek, L. Voska, R. KoZna-
rova, M. Adamec, T. Jedindkova

Centrum diabetologie IKEM, Praha

Uvod: Akutni rejekce (AR) je spolu s chirurgickymi kom-
plikacemi nejtast&jsi pficinou ztraty pankreatického $t&pu
v 8asném potransplantaénim obdobi. Cilem na3i prace
bylo zjistit, do jaké miry se AR projevi na pozd&jsi funkci
transplantovaného pankreatu.

Metody: V obdobi 1994-2002 jsme u 122 dlouhodo-
b& normoglykemickych pfijemcl pankreatu (glykemie
nalatno < 6 mmol/l) vy$etfili standardni intraven6zni
gluk6zovy toleranéni test (0,33g glukézy/kg hmotnosti)
s vypoétem koeficientu asimilace glukézy (K,). Akutni re-
jekce byla diagnostikovana na zékladé klinickych projevl
(které byly ve viech pfipadech dopin&ny histologickym
nalezem) nebo pouze na zakladé histologického nalezu
protokolarn& provadé&nych biopsil pankreatickych $tépa.
K hodnoceni byla pouzita klasifikace AR dle Drachen-
bergové.

Vysledky: V prvnim roce po transplantaci jsme IVGTT
vysetfili u 105 pifjemcl, z nichZ 20 bylo lé¢eno pro rejeke-
ni epizodu. Navzdory normoglykémii nalatno a normainim

22
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abstrakta —

1. SYMPOZIUM MLADYCH ODBORNIKU
V DIABETOLOGII, ENDOKRINOLOGII
A METABOLISMU

kona se: 24.-25. zafi 2004 v Praze (hotel Krystal)
pod zastitou predsedt vybort: CDS a CES

hiavni odborny organizétor: Prof. MUDr. J. Perusiéovd, DrSc.
Diabetologické centrum VFN, 3. interni klinika 1. LF UK Praha

PRUBEH TEHOTENSTVi SKUPINY ZEN S DIABETEM 1. TYPU
Bartaskova D.
Diabetologické centrum, Interni klinika FN Motol, Praha

Uvod: Téhotenstvi Zen s diabetem 1. typu je rizikové. Peri-
natalni mortalita je srovnatelna se zdravou populaci, pfesto
perinatalni morbidita dosahuje 50-85 %. Dité je ohrozeno
diabetickou fetopatii nebo vznikem embryopatie. Vyvoj plodu
je ovlivnén dlouhotrvajici hyperglykemii, zda se ale, Ze etiologie
fetopatie a embryopatie je multifaktoridlni. Podili se na ni té2
hypoglykemie, ketonurie, osmolalita. Prace pfinasi vysledky
terapie diabetu 1. typu skupiny Zen béhem gravidity.

Soubor nemocnych a metodika: Soubor tvofilo 15 téhot-
nych Zen s diabetem 1. typu, které porodily v roce 2002.
Pramérny vék 29,6 (25-37) let, primérna doba trvani diabetu
17.3 (7-27) let. V jednotlivych trimestrech téhotenstvi byl sle-
dovan zplsob terapie diabetu, stuperi kompenzace, pfitomnost
pozdnich komplikaci a jejich vyvoj v priibéhu gravidity. Stabilita
diabetu byla kontrolovana ¢astym monitoringem glykemii, vy-
3etfovanim ketonurie a ketonemie. Ketonemie byla stanovena
pomoci hladiny beta hydroxybutyratu v krvi. Déle byly hodnoce-
ny komplikace téhotenstvi, zpusob porodu a stav novorozence
(pFitomnost fetopatie ¢i embryopatie). Zeny byly vySetfovany
v poradné pro rizikové téhotenstvi a vyvoj plodu byl kontrolo-
van pomoci ultrazvuku. Statistické hodnoceni z davodu malého
souboru nebylo provedeno.

Vysledky: Zadny z novorozencl nemél vrozenou vyvojovou
vadu. Diabeticka fetopatie byla zaznamenana v 86,6 %, pri-
mérna véha plodu 3 3499 (1970 g - 4260 g), porod probéhi
pramérné v 37. tydnu gestaniho véku. 26,6 % porodi bylo
ukondeno planovanou sekci, urgentni sekce bylo zapotiebi
v 13,3 %, 40 % porod( bylo indukovéano a 20,1 % Zen rodilo
spontanné. Pozdni komplikace diabetu nemélo 46,6 % Zen.
53,3 % bylo sledovdno pro diabetickou retinopatii, kterd z0-

stala v téhotenstvi stabilni. Nefropatie s mikroalbuminurii byla

pfitomna u 13,3 % Zen, u 6,6 % z nich presla do proteinurie.
Nové vznikla nefropatie s mikroalbuminurii u 6,6 % Zen. Pri-
mérné hladiny HbA 1C byly pfed téhotenstvim 6,9 % (4,9-8,5),
v prvnim trimestru 6,1 % (4,5-7,5), ve druhém 5,7 %(4,8-7,3)
a ve tfetim 5,9 % (4,3-7,9). Z4dn4 %ena neprodélala zavaZnou

! hypoglykemii ani ketoacidosu. Jedna pacientka (6,6 %) méla
leh&i ketonemii, u 13,3 % zen se v pribéhu celého téhotenstvi

vyskytovala ketonurie.

Zavér: velké procento novorozencti ma znamky diabetické
fetopatie, pfi terapii rychle odeznivaji (nej¢astéji hypoglykemie
a hyperbilirubinemie). Pfesto je tfeba intenzivnéji komplexni
a individualni pédéi o pacientku normalizovat vnitini prostfedi ke
zmirnéni frekvence fetopatie. Pfed graviditou pfitomna diabe-
ticka nefropatie je nejvice ohroZena progresi. Domnivame se,
Ze je treba graviditu peclivé planovat a doporudit ji pacientkdm
ve fazi, kdy komplikace diabetu dosud nejsou pfitomny.

VYZNAM SEBEKONTROLY U NOVE ZHSTENEHO DIABETIKA
2.TYPU

BenesSova R., Kolarova M.

Diabetologické centrum Interni kliniky FNsP Ostrava

UVOD: O nutnosti sebekontroly diabetikd 1. typu &i 2. typu
na inzulinoterapii nikdo nepochybuje. Se vzristajicim vyzna-
mem postprandialnich glykemii jako rizikového faktoru kardi-
ovaskularnich onemocnéni je diskutovana také sebekontrola
diabetik( 2. typu. Pfi edukaci jsme zjistili, Ze pokud se pacient
sam monitoruje, 1épe pochopf vztah dieta - glykemie - fyzicka
zatéZ. Pro nés je pak jeho monitorovani voditkem k dalsi |é¢bé,
kteréd oviiviiuje jak glykemie nalaéno, tak postprandiaini glykemie.

METODIKA: sledovali jsme 19 diabetikG 2. typu, z toho
10 muzi a 9 Zen ve véku 48-80 let, ztoho 14 s nové zjisténym
diabetem a 5 jiZ dfive 1é¢enych (v téchto pfipadech si aZ pfi
sebekontrole pacienti uvédomili nutnost rezimovych opatieni).
Ze 14 nové zjisténych diabetikd jich bylo 7 dale Ié¢eno dietou
, u dalSich b byla zahajena lé¢ba PAD, 1 pacientka byla dale
z PAD pfevedena na inzulin a 1 pacientovi bylo naopak na
zakladé sebekontroly umoZnéno pfevedeni z inzulinoterapie
na terapii PAD. Po 2 mésicich dietni & medikamentézni 1é¢by
doslo ke zlep3eni kompenzace u vSech sledovanych pacientl
(sniZeni jak glykemie nala¢no tak i postprandialni glykemie).

ZAVER: Sebekontrola ma vyznam u diabetikl 2. typu,
kdy pomuZe k lepsdimu pochopeni reZimovych a Ié€ebnych
opatfeni. Tuto 19 &lennou skupinu budeme nadale sledovat,
zda compliance bude lepsi nez v kontrolni skupiné diabetik{
bez moZnosti sebekontroly. Pomoci dotazniku chceme také
vyhodnotit kvalitu Zivota z pohledu pacienta a zpétné ovéfit
nabyté znalosti.

ABNORMALITY SEROVYCH HLADIN VYBRANYCH VITAMI-
NU A PRVKU U PACIENTU SE SYNDROMEM DIABETICKE
NOHY

Fejfarova V., Jirkovska V., Kalanin J., Stfiz I., Kazdova L.,
Malinské H., Skibova J.

Klinika diabetologie, Praha

U pacientl s diabetes mellitus byly popsany abnormality
sérovych koncentraci vybranych vitamin( (vitamin C, E: a- and
y-tokoferol) a vybranych prvki (Cu, Fe, Mg, Zn). Tyto mikronu-
trienty mohou ovlivnit oxidativni déje a imunologické funkce
u pacientl s pritomnou infekci. Cilem studie bylo porovnat
sérové koncentrace téchto faktori u pacienti s diabetes
mellitus 2. typu a se syndromem diabetické nohy, u pacient(
bez pozdnich komplikaci a zdravych dobrovolnikl. Do studie
bylo zafazeno 42 pacientl se syndromem diabetické nohy, 29
pacientl bez pozdnich komplikaci a 31 zdravych dobrovolnikd.
Hladiny vitaminu C byly signifikantné snizeny u pacientt se
syndromem diabetické nohy v porovnani s pacienty bez kom-
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plikaci a zdravymi dobrovolniky (57.1£21.3 vs. 67.6£19.3 vs.
72.2+23.6 umol/|; p<0.01). Signifikantné vyssi sérové hladiny
Cu byly nalezeny u pacientli se syndromem diabetické nohy
(17.4£5 vs. 15.41%3.5 umol/t; p<0.05) a u pacient(l s diabetem
2. typu bez pozdnich komplikaci (17.8+3.4 vs. 15.4%3.5 umol/
I; p<0.05) v porovnani se zdravymi dobrovolniky. Sérové hladiny
Mg byly signifikantné nizZ§i ve skupiné pacient( se syndromem
diabetické nohy (0.75%0.1 vs. 0.81£0.07 mmol/I; p<0.05)
a pacientll bez komplikaci (0.76+0.09 vs. 0.811£0.07 mmol/I;
p<0.05) v porovnani s kontrolni skupinou. Sérové hladiny Zn,
Fe, a- a y- tokoferolu se signifikantné neliily mezi studovany-
mi skupinami. Zavér: U pacientl s diabetes mellitus, zejména
u pacientd se syndromem diabetické nohy, byly nalezeny nizsi
hladiny vitaminu C a Mg a vy3si sérové hladiny Cu. Tyto zmény
mohou mit vztah k oxidoredukénim pochod@m a k imunitnim
funkcim organismu.

VLIV PPAR-c. A INZULINOVA SENZITIVITA

Haluzik M., 2Gavrilova O., 'LeRoith D.

'3. interni klinika 1. LF UK a VFN, Praha, 2 Mouse Metabolism
Laboratory a 3 Diabetes Branch, NIDDK, National Institutes of
Health, Bethesda, USA

Receptory aktivované peroxizomovymi proliferatory (PPAR)
jsou intranukledrni receptory, které ovliviiuji fadu déju véetné
regulace metabolizmu lipid( a sacharid(. Aktivace PPAR-a
zvyiuje v experimentu inzulinovou senzitivitu, zarovef viak byly
publikovany prace svédcici pro podobny ti¢inek tipiného chybéni
tohoto receptoru. Cilem nasi prace bylo siedovat viiv diety s vy-
sokym obsahem tuki {(HFD) na parametry inzulinové senzitivity
u transgennich mysi s Gpinym chybénim PPAR-o (PR-KO).

Podavani HFD vedlo jak u kontroinich, tak u PR-KO mysi
k vyznamnému vzestupu obsahu tuku v organizmu ke zvySeni
sérovych koncentraci inzulinu a sniZzeni hladin adiponectinu ve
srovnani se skupinami krmenymi standardni dietou. Hyperin-
zulinemickym-euglykemickym clampem bylo prokazéano, Ze
podavani HFD vedlo ke snizeni celkové inzulinové senzitivity
(RD - vyjadfené jako celkové vychytavani radioaktivni glukozy)
i inzulinové senzitivity tkanové vyjadiené jako vychytavani radi-
oaktivni glukézy ve svalové (IS sval) a tukové tkani (IS tuk). Rov-
néz jaterni inzulinova senzitivita byla u obou skupin krmenych
HFD vyznamné sniZzena. Mira poklesu inzulinové senzitivity ve
véech tkanich u PR-KO mysi krmenych HFD byla srovnatelna
s kontrolni skupinou krmenou HFD.

WT WT+HFD PR-KO KOiIF'{IFD
RD (pmol/kg/min) 24046 14818 25017 16614
IS sval {umol/kg/min} | 274%27 175118 288+20 183111
IS tuk (pmol/kg/min) | 20.7+2.8 6.6+18 26.316.3 | 10.2%1.6

Uplné chybéni PR-KO neovliviiuje vyznamnym zpGisobem
inzulinovou senzitivitu, ani vznik inzulinové rezistence vyvolané
podavanim diety s vysokym obsahem tukd. Chybéni PPAR-a
v8ak vyznamnym zplsobem ovliviiuje reakci organizmu na hla-
dovéni, a tak mazZe ovlivnit vSechny testy k méfeni inzulinové
senzitivity, pokud jsou provadény po del$im laénéni.

Podskovéni: Studie byla podpofena grantem IGA MZ CR 7429-3.

SEROVE HLADINY VYBRANYCH ADIPOCYTOKINU U PAGIEN-
TEK S MENTALNI ANOREXIi, MENTALNi BULIMIi A OBEZI-
TOU

Housova J., K¥izova J., Anderlova K., KuneSova M.*, Haluzik M.
3. interni klinika VFN a 1. LF UK, Praha

* Endokrinologicky ustav, Praha

Uvod: Cilem na#i prace bylo porovnat sérové hladiny lepti-
nu, solubilniho leptinového receptoru (S-LEPR), adiponectinu,

rezistinu, inzulinu a HOMA indexu u pacientek s poruchami
pfijmu potravy a pacientek s obezitou.

Metodika: Sérové hladiny adiponectinu, rezistinu, leptinu,
S-LEPR a inzulinu byly méfeny komerénimi ELISA a RIA kity
u 10 obéznich Zzen (BMi >40 kg/m), u 10 pacientek s restrik-
tivnim typem mentaini anorexie (BMI <17,5 kg/m), u 10 paci-
entek s mentaln{ bulimii (BMI>17,5 kg/m) a 10 zdravych Zen
odpovidajiciho véku (KS).

Vysledky: U obéznich pacientek byly ve srovnani s KS
zji§tény zvySené hladiny leptinu a inzulinu, naopak byly zjis-
tény sniZzené sérové hladiny adiponectinu (17,65+3,20 vs.
30,03%4,42 ng/ul, p<0,01). U pacientek s mentalni anorexii
byly zjistény sniZené sérové koncentrace leptinu a inzulinu ve
srovnani s KS, skupinou mentalnich bulimic¢ek a obéznich.
Sérové koncentrace adiponectinu byly u pacientek s men-
talni anorexii zvySené jak ve srovnani s KS, tak se skupinou
mentainich bulimicek, tak se skupinou obéznich. Nebyly
nalezeny signifikantni rozdily v sérovych hladinach resistinu
u jednotlivych sledovanych skupin. Sérové koncentrace leptinu
pozitivné korelovaly s BMI u v8ech sledovanych skupin, sérové
hiadiny adiponectinu negativné korelovaly s BMI u vSech sle-
dovanych skupin. Nenalezli jsme Zadny vztah mezi sérovymi
koncentracemi rezistinu a BMI.

Zaver: Sérové koncentrace leptinu a adiponectinu tizce sou-
visi s télesnou hmotnosti resp. % télesného tuku. U sérovych
hladin resistinu jsme tuto zavislost neprokazali. Nase vysledky
svéddi proti pfimému vztahu mezi sérovymi hladinami resistinu
a inzulinovou rezistenci.

Podporeno granty IGA MZCR ¢ 7031-3

PREVALENCE TYREOPATIi U PACIENTU S TUMORY A HY-
PERPLAZIEMI NADLEDVIN - RETROSPEKTIVNi STUDIE
Jiskra J., Smutek D., Limanova Z., Strauch B., Zelinka T.

3. interni klinika 1. LF UK a VFN, Praha

Uvod: V literatufe byly opakovan& popsany piipady
asociace tyreopatii s tumory ¢i hyperplaziemi nadiedvin.
Sonograficky byla popsana nodulizace tyreoidey u 60 %
osob s primarnim hyperaldosteronismem oproti 27 % zdra-
vych kontrol (p<0.0001). Podobné na lli. interni klinice 1.
LF UK bylo pozorovano nékolik pfipadd nahodného zachytu
karcinomu §titné ?14zy u pacientu s primarnim hyperaldoste-
ronismem.

Soubor a metodika: Tyto skutecnosti daly podnét k pro-
vedeni retrospektivni analyzy vyskytu tyreopatii u pacientt
s chorobami nadledvin. Do studie bylo zafazeno 165 osob,
u kterych byly béhem hospitalizace na lll. interni klinice 1. LF
UK od 1.1.1999 do 6.2.2004 diagnostikovany afunkéni nebo
hormonalné aktivni tumory, resp. hyperplazie nadledvin.
U pacientl byl sledovan vyskyt rGznych forem tyreopatii,
diagnostikovanych laboratorné a sonograficky. Vysledky byly
porovnany s kontrolni (vékové srovnateinou) skupinou pacien-
tl s esencialni hypertenzi, u kterych byla patologie nadledvin
vyloucena. Rozdily byly hodnoceny statistickymi testy (32 test,
Fisher(iv pfesny test).

Vysledky: U pacienti s tumory nadledvin bez ohledu na
hormonalni produkci byla néktera z forem tyreopatii zjisténa
u 26,5 % pripadl oproti 13,3 % v kontrolni skupiné {(p=0,028),
u afunkénich tumord dokonce u 29,7 % pripadi oproti 13.3 %
v kontrolni skupiné (p=0,027). U pacient( s tumory a hyperpla-
ziemi nadledvin byla zji$téna i vy$si prevalence tumort $titné
Zlazy (4,85 %) oproti kontrolni skupiné (0,56 %) (p=0,036).

Zavér: Retrospektivné ziskana data naznadila vy88i vyskyt
tyreopatii u pacientd s tumory a hyperplaziemi nadledvin ve
srovnani s osobami s esencialni hypertenzi. K ovéfeni této
hypotézy bude nutna prospekitivni studie s kompletnim sono-
grafickym a laboratornim vySetienim §titné zlazy.

Préce byla podpofena grantem IGA MZ CR NR/8130-3.
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Comparison of microbial findings and resistance to antibiotics between
transplant patients, patients on hemodialysis, and other patients with
the diabetic foot
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Abstract

Infectious complications of the diabetic foot may be influenced by impaired renal function and by immunosuppression therapy. Aims: To
assess differences in microbial findings and resistance to antibiotics between transplant recipients, hemodialysis patients, and other patients
with the diabetic foot. Methods: 207 patients treated in the foot clinic for diabetic ulcers from 12/1998 to 12/1999 were included into this
retrospective study. Patients were divided into three groups (transplant, dialysis, and other patients). Occurrence of individual bacterial species
and resistance to antibiotics was compared between study groups. Results: Study groups did not differ significantly in ulcer grades defined by
the Wagner classification or in the mean number of pathogens per patient. The prevalence of individual microorganisms did not differ between
the study groups. However, the study groups differed significantly in the occurrence of microbial resistance to antibiotics. Transplant patients
had more frequently Staphyvlococcus aureus resistant to oxacillin (P <.01), imipenem (P<.01), co-trimoxazole (P <.01), Enterococcus
species resistant to ampicillin (P <.01), piperacillin (P<.01), and dialysis patients had more frequently Pseudomonas species resistant to
piperacillin ( P<.05) and cefpirom ( P<.05) in comparison with the other two groups. Conclusions: Transplant patients had significantly
more resistant microorganisms in comparison with dialysis and other patients with the diabetic foot. Empiric antibiotic selection based on
general population data should be modified in transplant patients with diabetic foot according to actual susceptibility to antibacterial drugs.
© 2004 Elsevier Inc. All rights reserved.

Kevwords: Diabetic foot infection; Resistance to antibiotics; Transplantation

1. Introduction

Infectious complications of the diabetic foot represent
one of the most common reasons for the hospitalization of
diabetic patients (Urbancic-Rovan & Gubina, 2000). Infec-
tion caused by various bacterial agents impairs vessel blood
flow and leads to tissue ischemia through septic thrombo-
tisation or mechanic compression of microcirculation by
edema (Jirkovska, 2000). Diabetic ulcerations are infected
more frequently by a variety of pathogens than nondiabetic
ulcerations (Hunt, 1992; Lavery, Walker, Harkless, &
Felder-Johnson, 1995; Wheat et al., 1986). Infection present

* Corrcsponding author. Tel.: +420-2-61362150; fax: +420-2-
61362820.
E-mail address: vife@medicon.cz (V. Fejfarova).

1056-8727/04/% — see front matter © 2004 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/51056-8727(02)00276-3

in the diabetic foot must be treated aggressively and
promptly, since it can be limb threatening and in special
groups of patients (e.g. transplant and dialysis patients),
even life-threatening. Infection is the main cause of ampu-
tations in 25—50% of diabetic patients (Criado, De Stefano,
Keagy, Upchurch, & Johnson, 1992; International Working
Group, 1999).

Impaired immune functions, especially polymorphonu-
clear functions, may increase infection incidence in dia-
betic patients. Some factors such as inadequate metabolic
control, presence of diabetic complications (diabetic nephr-
opathy, especially end-stage renal failure), or immunosup-
pressive drugs have a negative influence on immune
functions (Delamaire et al., 1997: Fishman & Rubin,
1998; Johnston, 1997).

Diabetic patients suffering from end-stage renal failure
and those treated by transplantation represent groups at



V. Fejfarové et al. / Jowrnal of Diabetes and Its Complications 18 (2004) 108 112 109

particular risk of infection, foot ulcers, and lower extremity
amputation (Rith Najarian & Gohdes, 2000). The trans-
planted (Barlos, Jirkovska, & Koznarova, 1997) and dialysis
patients are predisposed to foot ulcers due to neuropathy,
impaired immune functions, associated coronary artery
disease (Manske, Wilson, Wang, & Thomas, 1997), peri-
pheral vascular disease (Morrissey, Shaffer, Monaco, Con-
way, & Madras, 1997; Sung, Althoen, Howell, & Merion,
2000), and risk factors such as advanced age and smoking
(Kalker et al., 1996; Sung et al., 2000). Kalker et al. (1996)
have shown that transplanted diabetic patients were at high
risk for foot pathology frequently leading to amputation.
Sinacore (1999) have found a longer healing time of
diabetic foot ulcers in immunosuppressed/transplanted
patients in comparison with nonimmunocompromised
patients. Increased incidence of infection is one the main
causes of the increased mortality of dialysis patients (Ruiz,
Gomez, & Schreiber, 1990).

Patients with end-stage renal failure on hemodialysis and
transplant patients are frequently treated for the diabetic foot
at our foot clinic. The evaluation of differences in microbial
findings and in resistance to antibiotics between these risk
groups and other patients with the diabetic foot may be
important for the selection of an appropriate antibiotic
therapy strategy. The aims of our study were to determine
the differences in the occurrence of individual bacterial
species in swabs from diabetic foot ulcers and in the
resistance to antibiotics between transplant patients, patients
on hemodialysis, and other patients with the diabetic foot
treated at our foot clinic.

2. Patients and methods
2.1. Study population

All outpatients who were treated at our foot clinic for
diabetic foot ulcers over a period of one year (12/1998—
12/1999) and had at least one positive microbial finding from
swabs taken from a diabetic ulcer, were included into this
retrospective study. The first swab was obtained from each
patient during the first visit to our foot clinic; later swabs
were repeated according to the clinical state. They were
taken, if redness, purulent ulcer secretion, and other signs of
infection appeared during treatment. The total number of
patients treated at our foot clinic during the study period was
507. of whom 207 fulfilled the given inclusion criteria. The
remaining 300 patients, who were excluded from our study,
were being treated for another condition, e.g., Charcot osteo-
arthropathy, skin mycosis, diabetic neuropathy, angiopathy,
or underwent a preventive examination only.

Patients with the diabetic foot were divided into three
groups: 21 transplant patients (12 with a kidney and 9 with a
combined kidney and pancreas transplantation; of mean age
50+ 12 years, with diabetes duration of 23+ 11 years, 67%
were Type 1 diabetics), 22 patients on hemodialysis (mean

age 61 £ 12 years, diabetes duration 21 +9 years, 27% Type
1 diabetics), and 164 other patients (without end-stage renal
failure; mean age 6313 years, diabetes duration
17 + 10 years, 15% Type 1 diabetics) with foot ulcers. There
was a significantly longer mean diabetes duration (P<.001)
and a higher number of Type 1 diabetic patients (P< .0 in
the group of transplant recipients in comparison with the
other two groups.

The Wagner classification was used for the comparison
of the diabetic foot ulcer characteristics (Pittet et al., 1999).
The following distribution of Wagner grades was found:
Wagner 1 — 22%, Wagner 2—48%, Wagner 3 —24%, and
Wagner 4 — 6% of patients with the diabetic foot. No
significant differences in the occurrences of Wagner grades
were found between the study groups.

2.2. Evaluation of microbial findings and resistance o
antibiotics

Swabs were obtained from lower layers or deep tissue of
the ulceration after local debridement. They were put
immediately into transport media and sent to the Department
of Microbiology. The individual bacterial species in positive
swabs were determined by standard microbiological meth-
ods (Isenberg, 1985). Microorganisms were categorized by
Gram staining: gram-positive microorganisms included Sta-
phylococcus aureus, coagulase-negative staphylococci,
Streptococcus, Enterococcus, and C orynebacterium species,
while gram-negative microorganisms included Enterobac-
teriacae (fermentative microorganisms) such as Escherichia
coli, Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter, and Proteus
species, and gram-negative oxidative microorganisms such
as Acinetobacter and Pseudomonas species.

Microbial resistance to antibiotics was tested by sets of
antibiotics composed on the basis of previous analysis of
resistance at the Institute for Clinical and Experimental
Medicine and upon the recommendations of the National
Reference Laboratory on Antibiotics, National Institute of
Health, Prague, Czech Republic. Microbial resistance to
different types of antibiotics was determined semiquantita-
tively by disc diffusion susceptibility (Courvalin, 1996;
Reese & Betts, 1996). Minimum inhibitory concentration
(MIC) was evaluated only in special cases by microdilu-
tion testing in microplates or by using the I-test with
various antibiotic concentrations (Urbaskova, 1999). For
the comparison of microbial resistance to antibiotics
between the study groups, we tested the pathogens occur-
ring most frequently, i.e., Staphylococci, Enterococcus
species, and the pathogen most important clinically, the
Pseudomonas species, which generally require intravenous
antibiotic treatment.

Testing for an individual microorganism in a patient
was considered positive, if it had been found at least once
in swabs from the diabetic ulcer during the observation
period. Similarly, the pathogen was considered resistant to
the antibiotic, if there was a proof of resistance at least
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once during the study period. Microbial findings and
bacterial resistance were assessed in all patients. The
average number of pathogens per person was compared
between the study groups.

2.3. Statistical analyses

Data analyses were performed using BMDP software
{PC 90). Descriptive data are presented as mean+S.D.;
differences between transplant recipients, dialysis, and other
patients with the diabetic foot were determined using one-
way ANOVA test and the chi-square test in contingency
tables. P<.05 was considered as statistically significant.

3. Results

Parameter of metabolic control (HbAlc) did not differ
significantly between transplant patients, patients on hemo-
dialysis, and other patients with the diabetic foot (7.93+
3.02% vs. 7.93+£2.07% vs. 8.19 +£1.97%, respectively; NS).

A total of 593 microorganisms were found in all
positive swabs taken from all diabetic patients. No sig-
nificant difference in the mean number of pathogens per
one patient was found between the transplanted, dialysis,
and other patients with the diabetic foot (2.8 vs. 2.0 vs. 3,
respectively; NS).

The study groups differed significantly in the occurrence
of gram-positive bacteria, which were 80% (35) in dialysis
patients compared with 62% (36) in transplant patients and
63% (310) in other patients with the diabetic foot (P <.05).

Table 1 compares the occurrences of individual pathogens
in the study groups. We did not find significant differences in

Table 1
A comparison of incidence of evaluated pathogens between transplant
recipicnts, patients on hemodialysis, and other patients with the diabetic foot

Prevalence of evaluated pathogens in the observed groups

Transplant ~ Dialysis ~ Other

patients patients patients

Evaluated pathogens (n=21) (n=22) (n=164) '
Total number of 58 44 491

detected pathogens
S. aureus 21% 25% 21% NS
Staphylococcus 22% 27% 20% NS

coagulase ncgative
Enterococcus species 10% 21% 12% NS
Streptococcus specics 4% 5% 7% NS
Corvnebacterium specics 5% 2% 3% NS
Escherichia coli 5% 9% 9% NS
Klebsiella species 9% 2% 6% NS
Enterobacter species 9% 2% 6% NS
Citrobacter species 2% - 2% NS
Proteus specics 5% 2% 6% NS
Acinetobacter species 3% - 3% NS
Pseudomonas specics 5% 5% 5% NS

n: number; NS: not significant.
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Table 2
A comparison of S. aureus antibiotic resistance between transplant recipients,
paticnts on hemodialysis, and other patients with the diabetic foot

Prevalence of S. aureus resistance to selected antibiotics in the observ-
ed groups

Transplant ~ Dialysis  Other

Different types paticnts paticnts  patients
of antibiotics (n=21) (n=22) (n=164) P
Number of 12 11 102

detected S. aureus
Oxacillin 75% 55% 32% <.01
Amoxicillin/clavulanate 58% 36% 29% NS
Imipenem 60% 9% 16% <.01
Piperacillin 56% 33% 35% NS
Cefpirom 60% 27% 26% NS
Co-trimoxazole 82% 22% 29% <.01
Erythromycin 75% 36% 38% <.05
Ciprofloxacin 55% 36% 36% NS
Clindamycine 67% 27% 37% NS
Gentamycine 58% 27% 28% NS
Ticarcillin/clavulanic acid  38% 17% 26% NS
Vancomycin 0% 0% 0% NS

n: number; NS: not significant.

their occurrence between the groups. An almost identical
spectrum of bacterial species was found in transplant and
dialysis patients as in patients with the diabetic foot without
end-stage renal failure. S. aureus (21%), coagulase negative
Staphylococci (21%) and Enterococcus species (13%) were
the most prevalent bacterial species in all study groups. The
prevalence of clinically relevant gram-negative bacteria did
not exceed 9% in the study groups. Citrobacter and Acine-
tobacter were the least prevalent species.

The resistance of S. aureus (isolated in 21% of all
positive swabs) to antibiotics is shown in Table 2. It shows
a significantly higher resistance of S. aureus to oxacillin,
imipenem, co-trimoxasole, and erythromycin in transplant
patients in comparison to the dialysis and other patients with
the diabetic foot.

The second most frequent pathogen appearing in ail
groups of patients with diabetic ulcers was the coagulase
negative Staphylococcus. Its resistance to antibiotics did not
differ significantly between transplant patients, patients on
hemodialysis, and other patients with the diabetic foot.

Table 3 shows a significantly higher resistance of the
Enterococcus species to ampicillin, piperacillin, and ticar-
cillin/clavulanic acid in transplant patients and to ampicillin/
sulbactam and ticarcillin/clavulanic acid in dialysis patients
in comparison with the other two study groups.

The resistance to antibiotics of the Pseudomonas species
was high in all patients with the diabetic foot, especially
resistance to gentamycine (26% of all Pseudomonas spe-
cies), piperacillin (26%), ciprofloxacin (32%), cefoperazon
(31%), and cefpirom (23%). All Pseudomonas bacteria in
dialysis patients were significantly more resistant to piper-
acillin (100% vs. 33% vs. 19%; P<.05) and cefpirom
(100% vs. 0% vs. 16%; P<.05) compared with the trans-
planted or other patients with the diabetic foot, respectively.
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Table 3

A comparison of Enterococcus specics antibiotic resistance betwcen
transplant recipicnts, paticnts on hemodialysis, and other patients with the
diabetic foot

Prevalence of Enterococcus species resistance to selected antibietics in the
observed groups

Transplant Dialysis Other

patients patients  patients

Diffcerent types of antibiotics  (n=21) (n=22) (n=164) P
Number of detected 6 9 61

Enterococcus species
Ampicillin 40% 25% 2% <.01
Ampicillin/sulbactam 0% 33% 0% <.01
Amoxicillin/clavulanate 0% 0% 2% NS
Piperacillin 50% 0% 2% <.0001
Ticarcillin/clavulanic acid 50% 60% 12% <.01
Ciprofloxacin 83% 67% 56% NS
Vancomycin 0% 0% 2% NS
Tetracycline 50% 43% 1% NS

n: number; NS: not significant.

Analysis of statistical data concerning the incidence and
resistance to antibiotics of other gram-negative pathogens
such as Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter, or Acineto-
bacter was not performed due to the small number of
isolates in the study groups.

4. Discussion

The aim of our study was to compare microbial findings
in diabetic ulcers and their resistance to antibiotics in
transplant recipients, patients on hemodialysis, and other
patients with the diabetic foot.

Infection of diabetic ulcers was frequently caused by
mixed flora. On average, 2.9 pathogens were isolated from
the diabetic foot ulcers in the observed group. However,
no significant differences in the mean number of micro-
organisms per patient were found between transplanted,
dialyzed, and other patients with the diabetic foot. The study
of Lavery et al. (1995) has shown the presence of a higher
number of bacterial organisms in diabetic ulcers in compar-
ison with nondiabetic wounds: on average, 2.6 pathogens
were found in their study in infected soft tissue lesions of
patients with diabetes mellitus and only 1.3 pathogens were
found in nondiabetic patients. As has been shown by Wheat
et al. (1986), the presence of several microbial agents might
cause a rapid progression of soft tissue infection, even if the
ulcers are infected by pathogens considered to be opportun-
istic bacteria under physiological circumstances.

The majority of diabetic ulcers are superficial ulcers,
which are usually colonized by aerobic gram-positive
microorganisms (Caputo, Cavanagh, Ulbrecht, Gibbons, &
Karchmer, 1994). Deeper foot lesions, especially those
which are limb-threatening, are infected by polymicrobial
flora including gram-positives, anaerobes, and gram-nega-
tives (Jones, Edwards, & Finch, 1984; Joshi, Caputo,
Weitekamp, & Karchmer, 1999; Lipsky & Berendi, 2000).

Gram-positive bacteria predominated in the swabs from
diabetic ulcers in our study. S. aureus, coagulase-negative
Staphylococcus and Enterococcus species were the micro-
organisms found most frequently in all groups of patients.
Similarly to our data, Pittet et al. (1999) have shown that
Gram-positive microorganisms were the most frequently
isolated pathogens from diabetic ulcers.

The basis of therapy of infected diabetic ulcers is
antibiotic treatment, which arrests or reverses the progres-
sion of infection (Pecoraro, Reiber, & Burgess, 1990).
However, the results of studies evaluating antibiotic usage
in the treatment of the diabetic foot are inconsistent, even
Chantelau et al. (1996) did not find any significant differ-
ence in the ulcer healing time of similar diabetic foot ulcers
in patients treated by antibiotics in comparison with those
treated without antibiotics.

The choice of antibiotic therapy is empirical or is guided
by the sensitivity of the encountered bacterial microorgan-
isms. Empirical antibiotic therapy should be consisted from
antibiotics active against staphylococci and streptococci or
from broader-spectrum agents if gram-negatives or anae-
robes are expected in diabetic ulcers (Lipsky. 1999). In our
study, no significant differences were found in the occur-
rence of individual microorganisms between transplanted,
dialyzed, and other patients with the diabetic foot. On the
other hand, our results showed significant differences in
microbial susceptibility to antibiotics tested between the
study groups. Higher resistances to antibiotics of the S.
aureus and Enterococcus species were demonstrated in the
transplant recipients. A significantly higher resistance to
antibiotics of the Pseudomonas species was found in the
dialysis patients compared to the other two groups.

Day et al. (1997) and Tentolouris et al. (1999) have
shown a higher risk of developing a methicillin-resistant S.
aureus infection in patients with the diabetic foot. This
resistant pathogen was present especially in patients after
repeated or prolonged hospitalizations. Wood (2000) dem-
onstrated that the Enterococcus species was a frequent
finding in patients who had been repeatedly treated with
antibiotics. Enterococcus species are considered to be
antibiotic-resistant opportunistic pathogens.

Prolonged hospitalization and long-term or repeated
antibiotic treatment of other infectious complications
(e.g., respiratory or urinary infection) may lead to a
selective antibiotic pressure. This mechanism could be a
possible cause of the high bacterial resistance of some
pathogens, especially S. aureus, in the transplant recipients
in our study.

In conclusion, a similar occurrence of different bacterial
agents was found in transplanted, dialysis, and other
patients with the diabetic foot in our study, but a higher
bacterial resistance to the tested antibiotics was observed
in the transplant recipients in comparison with the other
two groups. Our data showed that oxacillin, co-trimoxa-
zole, erythromycin, and piperacillin are not suitable for the
antibiotic treatment of diabetic foot ulcers in the transplant
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recipients. However, ciprofloxacin and ticarcillin/clavulanic
acid could be recommended for the therapy due to the
lower resistance to these antibiotics in transplant patients.
Vancomycin is indicated in serious infections. Our data
suggest that empiric antibiotic treatment based on data
from the general diabetic population should be modified in
transplanted patients with the diabetic foot due to the
higher occurrence of resistant bacteria in these patients.
It requires that antibiotic therapy should be more fre-
quently guided by actual swab findings and microbial
susceptibility to antibiotics.
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Infectious complications of the diabetic foot may be influenced by impaired renal function
and by immunosuppression. AIM: To establish differences in microbiologic findings
(MF), duration of antibiotic therapy (AT) and resistance (AR) among transplant recipients,
hemodialysis patients, and other patients treated for the diabetic foot in our foot clinic.
METHODS: MF (identification by species), number of pathogens, AR, duration of AT
were evaluated in all patients treated in a foot clinic over a period of 1 year and had
positive swabs. The patients were divided into 3 groups: transplant patients (n=21, mean
age 50.1x12.2 years, diabetes mellitus duration 23.4+10.5 years), dialysis patients (n=22,
61£12.2 years, 21.148.8 years) and other patients (n=164, 63.4£12.9 years, 17£9.9 years).
MF were compared among the three patient groups. RESULTS: A significant difference
among groups was only found in diabetes mellitus duration, while the other evaluated
characteristics such as HbAlc, occurrence of Charcot’s osteoarthropathy, ischemic foot,
previous defects and ulcer depth did not reveal any significant differences. The most
frequent MF occurring in swabs of all studied groups were S. aureus (21.1%), S.
epidermidis (21.1%) and Enterococcus species (12.8%); we did not find any differences in
the incidence of MF among groups. A significantly higher occurrence of Gram-positive
organisms, and a significantly lower occurrence of Gram-negative organisms only were
found in dialysis patients compared with other groups. AT duration did not differ among
the patient groups. We observed significant differences in the AR of pathogens among the
studied groups: transplant patients had higher AR in S. aureus, Enterococcus species,
Enterobacter species and in Proteus species; dialysis patients showed higher AR in
Enterococcus species and in Pseudomonas species compared with the other patient groups.
CONCLUSION: No significant differences were demonstrated both in the incidence of
organisms and in the duration of antibiotic treatment among transplant recipients, dialysis
patients, and other patients with the diabetic foot. Significant differences among the
studied groups were observed in the antibiotic resistance of pathogens, with the most
resistant organisms found in the group of transplant patients.
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Vliv rezistentnich patogenti a ostatnich
rizikovych faktora na ¢etnost amputaci
dolnich koncetin u pacienta se
syndromem diabetické nohy

Fe,]farové v.! , Jirkovska A. Skibova J.1 , Petkov v.2
!Klinika diabetologie Centra dxabetologle Institutu klinické a experimentdln{ mediciny Praha,
pi-ednosta prof. MUDr. T. Pelikdnov4, DrSe.
20ddslenf klinické mikrobiologie Instxtutu klinické a experimentalnf medicfny Praha, pt‘ednosta
MUDr. V. Petkov .

Souhrn

Amputace u pacientii s diabetes mellitus tvoif vétsinu netraumatickych amputaci v Ceské repub-
lice. Vy##f po&et amputaci u pacientli 8 diabetes mellitus je zpisoben nejen vy#$im vyskytem
ischemické choroby dolnich kondetin a diabetické neuropatie, ale jednou z hlavnich p¥iéin ampu-
taci je i piitomnost infekce. Cilem nasf studie bylo stanovit vliv rezistentnich patogenii ve stérech
z ulceraci na &etnost amputaci dolnich kondetin u pacientu s diabetes mellitus. Metody: Ve dvoule-
té retrospektivni studii bylo hodnoceno 191 pacientli se syndromem diabetické nohy lééenych
v podiatrické ambulanci IKEM, Byl stanoven vyskyt ischemické choroby dolnich kondetin, osteo-
myelitidy a pfitomnost viech grampozitivnich i gramnegativnich rezistentnich patogenii ve sté-
rech z ulcerace. Rezistence byla definovand jako necitlivost ke viem ordlnim antibiotikum. Byl
porovnén vyskyt rezistentnich patogeni (zejména rezistentnich stafylokoki) u pacientii po ampu-
taci s vyskytem téchto patogeni u pacientd bez amputace. Vysledky: 50/191 (26 %) pacienti ve
sledovaném obdob{ podstoupilo amputaci, z nich% 44/50 (88 %) mé&lo nizkou amputaci, tj. pod tarzo-
metatarzdln{ virovni, a 6/50 (12 %) mélo vysokou amputaci, tj. nad tarzometatarzdlni irovni.
U 53/181 (29 %) pacientil s diabetickymi ulceracemi byly nalezeny ve st&rech rezistentni patogeny.
Pacienti po amputacich méli signifikantné vice rezistentnich mikroorganisma oproti pacientiim
bez amputact - 24/42 (57 %) vs. 29/139 (21 %); p < 0,001. Rezistentni kmeny stafylokoku byly naleze-
ny u 38/181 (21 %) pacientl, pFi¢emZ amputovani pacienti méli v porovndni s neamputovanymi
pacienty signifikantné vice rezistentnich kmeni stafylokoki ve stérech z ulceraci - 18/42 (43 %) vs.
20/139 (14 %); p < 0,001. Signifikantné& vyséi procento ischemické choroby dolnich kondetin - 79 %
(38/48) vs. 60 % (81/136); p < 0,05 a osteomyelitidy - 89 % (33/48) vs. 13 % (18/140); p < 0,001 - bylo
nalezeno u pacientii po amputaci oproti neamputovanym pacientim. Zdvér: Pfitomnost patogeni
rezistentnich k perordlnim antibiotikiim v diabetickych ulceracich, zvldsté pFfitomnost rezistent-
nich kmen stafylokoku, byla signifikantné vys$i u amputovanych pacient\ se syndromem diabe-
tické nohy v porovnini s pacienty bez amputace.

Kii¢ova slova: Syndrom diabetické nohy - Amputace - Infekce diabetickych ulceraci

Summary: Fejfarovi V., Jirkovska A., Skibova J., Petkov V.: Association Between the Presence of
Resistant Pathogens, other Risk Factors and Frequency of Amputations in Patients with the
Diabetic Foot

Patients with diabetes mellitus undergo more amputations due to peripheral vascular disease,
neuropathy and especially to infection requiring long-lasting antibiotic therapy than non diabetic
patients. The aim of our study was to assess the association between the presence of resistant
pathogens presented in diabetic ulcers and the frequency of lower limb amputations. Methods: 191
diabetic patients consecutively treated for the diabetic foot in our foot clinic were included into
two years retrospective study. Peripheral ischemia, the presence of osteomyelitis and the inciden-
ce of all Gram positive and negative resistant pathogens (defined as resistance to all oral antibio-
tics) especially of resistant Staphylococcus species presenting in diabetic foot ulcers were
determined. Results: 50/191 (26 %) patients underwent amputation, of whom 44/60 (88 %) had mi-
nor and 6/50 (12 %) had major amputations. 53/181 (29 %) patients with diabetic foot ulcers had
resistant pathogens in their defects. Amputated patients had significantly more resistant microor-
ganisms than patients without amputations - 24/42 (57 %) vs. 29/139 (21 %); p < 0.001. Resistant
Staphylococcus species were found in 21 % (38/181) of all patients. Patients with amputations had
significantly more resistant Staphylococcus species in comparison with patients without amputa-
tions - 18/42 (43 %) vs. 20/139 (14 %); p < 0.001. Significantly higher incidence of peripheral vascu-
lar disease - 79 % (38/48) vs. 60 % (81/136); p < 0.05 and osteomyelitis - 69 % (33/48) vs. 13 % (18/140);
p < 0.001 - were found in patients with amputations in comparison with patients without amputa-
tions. Conclusion: The presence of pathogens resistant to all oral antibiotics and especially of
resistant Staphylococcus species was significantly higher in diabetic patients with lower limb
amputations in comparison with patients without amputations.

Key words: Diabetic foot - Amputation - Diabetic foot infection
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Uvod

Syndrom diabetické nohy je definovdn dle
WHO jako infekce, ulcerace a/nebo destrukce hlu-
bokych tkdni nohy spojen4 s neurologickymi ab-
normalitami a s riznym stupn&m ischemické cho-
roby dolnich konéetin (2). Syndrom diabetické nohy
je jednou z nejzdvaZnéj§ich p¥¢in morbidity u pa-
cientl s diabetem a velmi &asto vyZaduje dlouhodo-
bou hospitalizaci (8, 24). Navzdory intenzivnf tera-
pii doch4zi ¢asto u t&chto pacientid k amputacfm
dolnich koné&etin (8).

Z fady studif vime, %e u pacientd s diabetes
mellitus dochdzf ast&ji k amputacfm v porovnén{
s pacienty bez diabetu prav& vlivem vysitho vysky-
tu diabetické neuropatie a vys¥tho vyskytu ische-
mické choroby dolnich konéetin (5, 7, 32). Nizké
amputace dolnich konéetin jsou indikovany u pa-
cientl s diabetes mellitus k odstran&nf gangrény,
k odstran&n{ infikované tk4né a ke korekci deform-
it nohou (2). Vysoké amputace jsou indikovény
u pacientl pro progredujic{ ischemickou nekrézu,
septicky stav pfi syndromu diabetické nohy, ktery
nelze zvrétit konzervativni terapif, nebo pro vyraz-
né progredujici klidové bolesti, které nelze Fesit
cévnim revaskularizaénim zdkrokem, které neod--
povidajf na analgetickou terapii a které nelze fesit
nizkou amputacf (2). Vysoké amputace u pacientit
s diabetes mellitus jsou sdruZeny s vysokou morbi-
ditou a mortalitou a se snfZenou kvalitou Zivota (2,
23). Existuje mnoho rizikovych faktord, je? predis-
ponuji pacienta k amputacim, k nejzédvainéjifm
patii infekce ran (4, 10). Rezistence patogent na
perordlni antibiotika zhor§uje podstatn& moZnost
ambulantni{ 16&by ulceraci a mohla by proto ovliv-
nit i vyskyt amputacf dolnich kon&etin u pacientt
se syndromem diabetické nohy.

Cflem na3f studie bylo posoudit vliv p¥tomnos-
ti viech grampozitivnich i gramnegativnich rezis-
tentnich patogeni, zejména rezistentnich stafylo-
kokd, na vyskyt amputacf u pacientd se syndro-
mem diabetické nohy.

Soubor nemocnych a metodika

Soubor nemocnych
Ve dvouleté priifezové retrospektivni studii
bylo hodnoceno 191 pacientd, kte¥{ byli oSetfeni na

podiatrické ambulanci IKEM v obdobf 12/1998 -
11/1999 pro syndrom diabetické nohy a ktetf mali
pozitivni kultivalnf nélezy ze stdru z diabetickych
ulceracf. Charakteristiku souboru zobrazuje tabul-
ka 1. U téchto pacientt byl d4le sledovan vyskyt
amputacf{ v obdobf 1/1999 - 12/2000. .

Metodika

U v8ech pacienti 1éengch pro syndrom diabe-
tické nohy v podiatrické ambulanci IKEM byl sle-
dovdn vyskyt rezistentnfch grampozitivnich
i gramnegativnich patogeni, zejména pak rezis-
tentnich stafylokokd ze sté&ri z diabetickych ulce-
racf. Za rezistentnf mikroorganismy byly povaZo-
vény ty, které byly necitlivé ke viem perordlnfm
antibiotikim. Citlivost & rezistence k peroralnim
antibiotikim je v klinické praxi dilezit4 z diivodu
uréen{ ambulantn{ antibiotické terapie syndromu
diabetické nohy. Rezistence patogent k perorsl-
nfm antibiotikiim omezuje moZnost ambulantn{
16¢by pacienti se syndromem diabetické nohy.

V rdmci dvouleté studie jsme sledovali vliv p¥{-
tomnosti rezistentnich patogeni na &etnost ampu-
tacf u pacientil se syndromem diabetické nohy.

Pacienti zafazenf do studie byli rozd&leni do
dvou skupin - na skupinu pacientt bez amputace
ve sledovaném obdobf a na skupinu pacientd s am-
putacemi dolnich kon&etin. Vyskyt rezistentnfch
patogend, zejména rezistentnfch stafylokokuy,
u pacientd bez amputacf byl porovnén s vyskytem
t&chto baktérif u pacient s amputacemi. Déle byly
ve studii hodnoceny nédlezy ischemické choroby dol-
nich konéetin a osteomyelitidy u sledovanych pa-
cientd.

Mikrobidint ndlezy:

U pacientii zafazenych do studie byly odebrény
stéry z hlubokych tk4nf ulceracf dolnfch konéetin
po lokélnfm debridgementu. St&ry byly odebrany
do Amiensova transportntho média a ihned byly
dopraveny do mikrobiologické laboratore IKEM.
Materiél ze st&rd byl aplikovén na pevné pudy (p¥.
Endova pida, krevnf agar, Sabouraudova ptda)
pro urlen{ pHtomnosti mikroorganismu. Poté byl
zbyly materidl vloZen do Zivného bujénu. Za 24
hodin po pomnoZen{ bylo provedeno op&tné rozoé-
kovan{ na pevné pidy. Specifikace patogeni byla
provedena standardnfmi metodami (17).

Tab. 1. Zskladnf charakteristika souboru.

Polet pacientd zafazenych do studie 191 (21 % pacientd - Diabetes mellitus 1. typu)
V&k (roky) 62+13

HbAlc (%) 8,1£22

Trvén{ diabetes mellitus (roky) ) 18x10

Zsvainost diabetické ulcerace hodnoceno stupném dle Wagnera* 21209

. stupefi - povrchové ulcerace v epidermis, dermis
- stupefi - diabetick4 ulcerace dosahujfcf vaziva, Slachy

. stupefi - gangréna prstd, &4sti nohy
. stupeti - gangréna celé nohy

v OO

- stupefi - hlubok4 diabetick4 ulcerace - postihuje hluboké mékké tkdnd, &asto pfftomna osteomyelitida
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Kultiva¥nf nélezy jsme rozdalili do 2 velkych
skupin - na grampozitivnf a gramnegativn{ bakte-
rie. Grampozitivn{ & gramnegativnf bakterie byly
déle rozélendny do jednotlivych subpopulaci pato-
gent. U jednotlivych mikroorganismi se hodnotily
citlivosti k danému spektru antibiotik, které byly
uréeny dle vyskytu antibiotické rezistence v IKEM
a dle doporudenf N4rodni referenéni laboratofe an-
tibiotik Statnfho zdravotniho dstavu, Praha. Citli-
vost mikroorgdnismi byla stanovena diskovou di-
fuzni metodou (9, 25). U n&kterych patogent byla
stanovena minimadln{ inhibi¢n{ koncentrace pomo-
cf diluénich mikrometod (30).

Detekce ischemické choroby dolnich koncetin:

Ischemické choroba dolnich kongetin byla dia-
gnostikovéna pomoci neinvazivnich metod {dopple-
rovské vySetFenf tepenného Fetisté nebo méfen{
transkutdnnfho kysliku (TcPO,) na dolnich konée-
tinach (18)] nebo invazivnich metod (angiografie).
Ischemickd choroba dolnich konéetin byla defino-
véna jako pitomnost dopplerovskych indexd niZ-
sich ne? 0,8 nebo hodnot TcPO, niZ8ich neZ 30 mm
Hg & zévainych aterosklerotickych nalezenych pii
angiografii dolnich kondetin.

Osteomyelitis:

Osteomyelitidu jsme prokézali dle klinickych
nélezt (defekt Wagner 3, flegména, pistél jdouct ke
kosti) a rentgenologického vysetfeni (23).

Amputace:

Amputace byly rozdéleny do 2 skupin - na nizké
(pod tarzometatarzéln{ drovni) a vysoké (nad tar-
zometatarz4lni drovnf).

Statistické zpracovdni:
Data byly zpracovédny pomoci T-testu a parové-
ho Mann-Whitneyova testu v programu BMDP.

Vysledky

Ze 191 pacientt se syndromem diabetické nohy
do3lo k amputaci dolnich kongetin u 50 nemocnych
(26 %). U 44 pacientd byly provedeny nizké ampu-
tace (88 %), 6 pacientt (12 %) z 50 amputovanych
pacientt podstoupilo vysokou amputaci [pouze u 2
pacienti doslo k amputaci ve stehné (1 %)]. Pted

provedenim amputace mé&li pacienti defekt dolnich
kondetin v praméru 7,7 = 7,5 mésice a pozitivita
st&rd byla pred amputaci v praméru 7,1 = 7,4 mé-
sice.

U pacienti se syndromem diabetické nohy, kte-
 byli oSet¥eni b&hem sledovaného obdobi v nasi
podiatrické ambulanci, byly nalezeny rezistentni
patogeny (rezistentni ke viem perordlnim antibio-
tikiim) alespofi v 1 pifpadé u 29 % (53/181) vech
pacientd. Rezistentni kmeny stafylokoku byly na-
lezeny u 21 % (38/181) vSech pacientl se syndro-
mem diabetické nohy.

Zjistili jsme rovnéz vysoky vyskyt grampozitiv-
nich patogeni rezistentnich na Oxacillin, ktefi byli
nalezeni u 64 % (109/171) pacienti se syndromem
diabetické nohy.

Prokézali jsme signifikantn& vy8sf vyskyt re-
zistentnich patogend u pacientd po amputaci (tab.
2). U 57 % amputovanych pacientd byly nalezeny
rezistentn{ patogeny oproti 21 % neamputovanych
pacienti (p < 0,001).

Amputovani pacienti méli pfed vykonem signi-
fikantn& vice polyrezistentnich kmeni stafylokoki
v diabetickych ulceracich neZli pacienti bez ampu-
tace - ve 43 % vs. ve 14 %; p < 0,001,

Porovnali jsme taktéZ i vliv pfitomnosti gram-
pozitivnich patogent rezistentnich na Oxacillin na
incidenci amputacf u pacientd se syndromem dia-
betické nohy. Prokdzali jsme signifikantné vy3si
vyskyt Oxacillin rezistentnich grampozitivnich
mikroorganismt u amputovanych pacienti oproti
neamputovanym pacientim.

Ze viech pacientd s amputacemi mélo 46,5 %
pacientd zhojenou jizvu po amputaci na konci sle-
dovaného obdobf, u 53,5 % pacientt jest& nedoSlo
ve sledovaném obdob{ k dplnému zhojenf amputac-
ntho pahylu. Ze véech amputovanych pacientd mu-
selo 69 % pacientd podstoupit reamputaci - v&tsi-
nou pro neuspokojivé hojeni po amputaci & pro
nové vzniklou diabetickou ulceraci. Pfevdzna vét-
ina reamputaci byla provedena pod tarzometatar-
z4lIn{ Grovnf.

Kromé p¥tomnosti jednotlivych patogeni infi-
kujicich diabetické ulcerace jsme sledovali i jiné
faktory, které mohou ovlivnit vyskyt amputaci
u pacienti se syndromem diabetické nohy.

ICHDK byla prokdzéna celkem u 65 %
(124/191) pacientt se syndromem diabetické nohy.
ICHDK se vyskytla u 79 % (38/48) amputovanych

Tab. 2. Vyskyt rezistentnich mikroorganismit na perorélnf antibiotika u amputovanych a neamputovanych
pacienti se syndromem diabetické nohy

Typ rezistentnich patogenl Vyskyt rezistentnich Vyskyt rezistentnich Statisticka

patogent u amputovanych patogent u pacientii bez vyznamnost
pacienti amputace ‘

Rezistentni grampozitivni 24/42 (57 %) 29/139 (21 %) p < 0,001

a gramnegativni patogeny

Polyrezistentni Staphylococcus 18/42 (43 %) 20/139 (14 %) p < 0,001

aureus .

Oxacillin rezistentni ) 32/38 (84 %) 77/133 (58 %) p<0,01

grampozitivni patogeny
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pacienti oproti 60 % (81/136) neamputovanych pa-
cientl (p < 0,05).

Ve studii jsme také sledovali vyskyt osteomye-
litidy, jeZ muZe byt jednou z p¥&in amputacf. Os-
teomyelitida byla nalezena u 27 % (51/188) vSech
pacient se syndromem diabetické nohy. Signifi-
kantn& vy38{ vyskyt osteomyelitidy byl nalezen
u amputovanych pacienti v porovnéni s neampu-
tovanymi pacienty - u 69 % (33/48) oproti 13 %
(18/140) pacienti; p < 0,001.

Diskuse

Syndrom diabetické nohy je &asto invalidizujfci
komplikaci onemocnéni diabetes mellitus. Kvalita
tivota pacientl s chronickymi ulceracemi neni
uspokojivd, ale pokud u pacienta dojde k vysoké
amputaci, je kvalita Zivota vyrazné snf¥ena (23).

Infekce diabetickych ulceraci miiZe va%né& ohro-
zit dolni konédetiny pacientti s diabetes mellitus
(10). Hlubok4 infekce diabetickych ulceracf nebo
gangréna &4sti dolnich konéetin jsou jednou z hlav-
nich pF¢in aZ 85 % amputaci (4), pfi¢em% zvySeny
vyskyt amputaci byl pozorovdn hlavné& u hlubo-
kych infekei zpisobenych gramnegativnfmi pato-
geny, anaeroby nebo polymikrobidlnf flérou (14).
Kromé jiZz zmin&nych patogent jsou diabetické ul-
cerace &asto infikované Staphylococcus aureus,
ktery miiZe také zap¥idinit vys¥f vyskyt amputaci
dolnich konéetin u pacientt se syndromem diabe-
tické nohy (22). Doposud nebyl sledovdn vyskyt
antibiotické rezistence mikroorganismd u amputo-
vanych diabetickych pacientt.

V literatufe bylo popséno nékolik faktord, kte-
ré zvySuji riziko amputaci dolnich konéetin u pa-
cientt s diabetes mellitus. Rizikovymi faktory am-
putaci dolnich konéetin jsou dle Selbyho droven
kompenzace, trvani diabetu a systolicky tlak (28).
Poskozena noZni biomechanika, omezend kloubn{
pohyblivost a kostni deformity jsou rovn&Z &asto
spojeny se zvySenym rizikem ulceraci a amputac{
(1, 6). Dal&im rizikovym faktorem je rendln{ insu-
ficience, kterd zhor&uje hojeni diabetickych ulcera-
¢i (12) a miZe vést ke zvySenému vyskytu amputa-
cf u pacienti s ledvinovou nedostatednost{ (24).
Dalsimi faktory, které predisponujf pacienty k ne-
uspéchu konzervativni terapie diabetickych ulce-
raci, jsou pFedchozi hospitalizace pro syndrom dia-
betické nohy, hlub&f ulcerace, vy3si t&lesn4 teplota,
kterd je zndmkou progrese infekce, d4le pitomnost
nizkych hodnot (< 30 mm Hg) transkut4nniho kys-
ltku (13, 15, 24, 27). Ischémie zhorguje hojen{ redu-
kovanou dod4vkou kysliku, Zivin, solubilnich me-
didtord, které jsou zapojené v reparaénich proce-
sech (6).

V nasf studii jsme prok4zali, Ze rezistentnf pa-
togeny a zejména klinicky zdva?né infekce zpiso-
bené rezistentnimi stafylokoky vyznamné ovliviiu-
j{ incidenci amputaci dolnich koné&etin u pacientt
se syndromem diabetické nohy. Zjistili jsme signi-
fikantng vy8f vyskyt rezistentnich patogeni k pe-

rordlnim antibiotiktiim, d4le signifikantn& vyssi vy- *
skyt polyrezistentnich stafylokokt a Oxacillin re-
zistentnfch grampozitivnich patogenti u amputo-
vanych pacient v porovnéni s neamputovanymi
pacienty se syndromem diabetické nohy.

Dle na8ich zku8enost{ je proto nutné u pacientt
se syndromem diabetické nohy provddét stéry
z diabetickych ulceraci a zji¥tovat citlivost patoge-
nu k antibiotikiim. Cilena antibiotick4 terapie je
kauz4lni p¥i 16¢b& syndromu diabetické nohy hlav-
né& u pacientd s hlub&fmi diabetickymi ulceracemi,
které mohou byt spojeny s vyskytem flegmény &i
osteomyelitidy a které nereagujf na empirickou
1é¢bu. Pri adekvatnf antibiotické terapii ve spréav-
ném dédvkovéni dochdz{ k redukei lokdlnich a sys-
témovych projevi infekce dolnich kondetin, coZ
vede ke zlepZen{ hojen{ diabetickych ulceracf (29).
Problémem je oviem nejen rezistence patogeni
k riznym antibiotikiim, ale i prinik antibiotik sa-
motnych do tkdni dolnfch konéetin zejména p¥i
ischémii, ischemické nekréze nebo pii edému
vzniklého infekef m&kkych tkéni (31).

Dal8imi faktory, které ovliviiovaly vyskyt am-
putacf{ u pacientd s diabetem v naSem souboru,
byly ischemick4 choroba dolnfch konéetin a osteo-
myelitida. Prokdzali jsme signifikantng zvySeny
vyskyt ischemické choroby dolnich kongetin a os-
teomyelitidy u amputovanych pacientd v porovna-
nf 8 pacienty bez amputaci.

Amputacfm dolnich konéetin u pacientt s dia-
betes mellitus 1ze zabrdnit edukaci a efektivn{ 16¢-
bou syndromu diabetické nohy (3, 26). ZlepSend
péce o dolnf konéetiny a edukace diabetik mohou
sniZit procento amputacf a% 0 50 - 75 % (19, 20, 21).
DuleZitd z klinického hlediska je hlavné edukace
rizikovych skupin podiatrickych pacientd, zejména
pacient s chronickou rendlnf insuficienci & po
transplantaci (11). P¥i edukaci rizikovych pacientt
bylo prokdzéno signifikantnf sni¥en{ rizika rozvoje
prvni diabetické ulcerace (8) a sniZen{ rizika am-
putaci dolnich konéetin.

Prevenci amputaci{ je konservativni terapie
diabetickych ulceraci & osteomyelitidy zaloZend na
raciondlnf parenteralnf & ordlnf aplikaci antibiotik
(24). PFi 16¢be diabetickych ulceracf antibiotiky je
nutné pfredchédzet rozvoji rezistence patogend.
Vhodné je proto 1é¢it antibiotiky spiSe hlubs{ dia-
betické ulcerace - Wagner 3, 4, 5 (16), volit antibi-

. otika &inn4 proti zjist&énym patogentim a eventu-

4lné& v&as rozhodnout o parenterélni aplikaci anti-
biotik. Prevencf rozvoje rezistence patogent k roz-
liénym antibiotikiim je omezen{ pouZivan{ antibio-
tik umoZitujicich pfenos rezistentnfch gend mezi
patogeny, dile zabrdnénf vyselektovani rezistent-
nich patogeni a zabran&nf odstranéni p¥irozené
mikrobidln{ fléry (33). K vyznamnym epidemiolo-
gickym opatfenim, kterd zabranuj{ nap¥. vyskytu
rezistentnich stafylokoku, pat# pouZfvan{jednors- -
zovych pomicek a materidlu p¥i pfevazech diabe-
tickych ulceraci v odd&lenych prostoréch. Omezeni
pfenosu infekce persondlem je umo#né&no zejména
pouifvdnim jednordzovych rukavic, dislednou ste-
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rilizacf ndstrojd, odstranénim infikovaného odpa-
du apod.

Zivérem mbizZeme shrnout, Ze dle vysledkd nasf

studie nejen zndmé faktory jako osteomyelitida
a ICHDK, ale i pFitomnost rezistentnich patogenu,
zejména rezistentnich kmentd stafylokokii, muaze
vést ke zvySenf incidence amputaci u pacienti se

byt v&as ptevedeni na parenterdlnf antibiotickou
terapii dle citlivosti nalezenych patogeni. Problé-
mem v3ak zlistdvd dlouhodoby klinicky efekt této
1é¢by. Proto z naseho hlediska je nejdiilezit&jsi pre-
vence rozvoje bakteridln{ rezistence.

Prace byla podporovana grantem IGA MZ CR

syndromem diabetické nohy. Proto by pacientiméli NB 5323-3/1999.
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43. Association between the presence of resistant pathogens and frequency of amputations
in patients with diabetic foot.
V.Fejfarovi, AJirkovsk4, P.Bou&ek, J.Skibovi
Institute for Clinical and Experimental Medicine, Prague, Czech republic

Patients with diabetes mellitus undergo more amputations due to peripheral vascular disease, |
neuropathy and infection requiring long-lasting antibiotic therapy than non diabetic patients,
The aim ofomstudywastoassmtheassociationbetwemthepr&senceofmistam
pathogens and the ‘frequency of lower limb amputations. Methods: Our retrospective study
included 191 diabetic patients consecutively treated for diabetic foot in a foot clinic from
12/1998 to 12/2000. Swabs were obtained from deep tissue after local debridement. Bacterial
flora was examined by morphological and biochemical tests; antibiotic resistance was
analyzed by disc diffusion susceptibility. The incidence of resistant pathogens (defined as
resistance to all oral antibiotics) and especially of resistant Staphylococcus species presenting
in diabetic foot ulcers and the frequency of new amputations during the study period was
determined. Peripheral ischemia was assessed by clinical examination and by non-invasive
vascular testing. Diagnosis of osteomyelitis was based on clinical signs, positive bacterial
cultures from deep tissue and x-ray changes. Results: 50/191 (26%) patients underwent
amputation, of whom 44/191 (23%) patients had minor and 6/191 (3%) had major
amputations. 53/181 (29%) patients with diabetic foot ulcers had resistant pathogens in their
defects. Amputated patients had significantly more resistant microorganisms.in swabs from
uleers than patients without amputations (57% vs. 21%, p<0.001). Resistant Staphylococcus
species were found in 21% (38/181) of all patients. Patients with amputations had
significantly more resistant Staphylococcus species in comparison with patients without
amputations (43% vs. 14%, p<0.001). Significantly higher incidence of peripheral vascular
disease (79% vs. 60%, p<0.05) and osteomyelitis (69% vs. 13%, p<0.001) was found in
patients with amputations in comparison with patients without amputations. Conclusions:
The presence of pathogens resistant to all oral antibiotics and especially of the clinically
important resistant Staphylococcus species was associated with amputations in patients with
diabetic foot. This study was supported by grant IGA No.5223-3 of The Czech Ministry of
Health.
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Results: Compared with controls, diabetes caused a mean
27% decrease in epithelial closure rate. The delay in wound
closure at day 6 and day 12 (shown in the table) was
reversed by topical Propolis. Wound volume did not differ
across the groups and the impaired tissue macrophage
infiltration in diabetic wounds was not altered by Propolis.
In contrast, persistent neutrophil infiltration observed at day
12 in diabetic rats, was abolished by Propolis.

Epithelial Wound Macrophage  Neutrophil

closure (mm/  volume (number/field) (number/

day) (mm?) field)
Control  0.37+0.05 3.22+0.13  1.4940.09 0.2240.19
Diabetic  0.27+0.05* 3.86:0.21 0.25+0.14* 1.33+0.81*
Control  0.43+0.06 3.36£0.71  0.89+0.39 0.17+0.17
+Propolis
Diabetic  0.34+0.06 3.98+1.25 0.33£0.25*  0.2310.19
+Propolis

* p<0.05 different from untreated control values

Conclusion: This data indicates for the first time that a
single application of Propolis has utility in accelerating
ulcer healing rate in diabetes. As neutrophil infiltration is
normalised, its mechanism may be through anti-inflamma-
tory actions. This result and the established safety profile of
Propolis provide a rationale for studying topical application
of this agent in a clinical setting.

Supported by Innovative grant from JDRFI
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Prospective randomized controlled study of non-ischae-
mic diabetic foot ulcers dressed with Hydrofiber®
containing ionic silver or calcium alginate dressings

E. Jude', J. Apelqvist®, M. Spraul®, J. Martini*;
'Department of Diabetic Medicine, Tameside General
Hospital, Ashton-Under-Lyne, United Kingdom, 2Depart—
ment of Endocrinology, Malmo University Hospital,
Malmo, Sweden, 3Diabetologie, Mathias Hospital, Rheine,
Germany, *Service Diabetologie & Endocrinologie, Hopital
de Rangueil, Toulouse, France.

Background and Aims: Diabetic foot ulcers (DFU) risk
infection and impaired healing, placing patients at risk of
lower extremity amputation. Debridement and dressings are
required for DFU care. Hydrofiber® dressings retain more
absorbed wound fluid and bacteria than alginate dressings
and with ionic silver, persistently kill local pathogens. A
prospective, multi-center study compared clinical efficacy
and safety of AQUACEL® Hydrofiber® dressings contain-
ing ionic silver (AQ*) to those of calcium alginate (CA**)

dressings used within regimens to manage out-patients ¥ith
Type 1| or 2 diabetes and neuropathic or neuro-ischadnic
Wagner Grade 1 or 2 DFU.

Materials and Methods: Patients were randomly assi,ned
to similar protocols including off-loading, AQ or CA
primary dressings and secondary foam dressings for
8 weeks or until healing. Assignment was stratifiec bY
baseline antibiotic use (Antibiotic) or non-use for the sudy
ulcer, reflecting baseline clinjcal ulcer-related infectiot OF
its risk. Primary efficacy measures were healing outcoti€s.
Safety was measured as adverse events.

Results: AQ and CA groups were comparable at basetn€.
Both groups improved on all ulcer healing outcomes. he
time to healing was 53 days for AQ ulcers and 58 day~ for
CA ulcers. AQ ulcers reduced in depth nearly twicv as
much as CA ulcers did (2.5 mm versus 1.3 mm; p=0J4).
AQ subjects also experienced more overal] ulcer impreVve-
ment and less deterioration (p=0.06), accentuated in the
Antibiotic subset (p=0.02). The safety profiles of ot
groups were similar.

Conclusion: A regimen including AQ significantly wut-
performed one using CA on ulcer depth reduction. this
study reports the first significant clinical effects « 2
primary wound dressing containing silver on DFU heaMg-
Product Notations:

*AQ, AQUACEL® Hydrofiber® dressing with 1.2% seqic
silver (AQUACEL and Hydrofiber are registered trade-
marks of E. R. Squibb & Sons, L.L.C., Princeton, NJ,
USA)

**CA, Algosterile™ calcium alginate dressing (Algostetile
is a trademark of Les Laboratoires Brothier, S.A., Pafis-
Nanterre, France); DFU, Diabetic foot ulcers

Supported by ConvaTec, a Bristol Myers Squibb compe’y
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The association of resistant staphylococcus aureus atd
the rate of lower limb amputations in patients with the
diabetic foot

V. Fejfarova', A. Jirkovska!, J. Skibova!, V. Petkov?;
'Diabetes Center, *Department of Microbiology, Institte

for Clinical and Experimental Medicine, Prague, Czvéch
Republic.

Background and Aims: The progression of infection n#dY
contribute to lower limb amputation (LLA) in risk patietits
with the diabetic foot. Microbial resistance complical€s
further outpatient treatment of diabetic foot infection and
may accelerate the progression of infection leading !0
amputations even if patients could be treated by IV
antibiotics during hospitalization. The aim of our study
was to assess the association of resistant StaphylococtHs

) Sprinper
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i

Aureus (S.Aureus) and the rate of LLA in patients with the
diabetic foot,

Methods: A total of 191 patients with diabetic foot ulcers
and positive swab cultivation, whose were treated in our
foot clinic from 12/1998 to 11/1 999, were consecutively
included into our study. The frequency of amputation was
observed during a two-year period. Bacterial findings were
established by cultivation of swabs taken from diabetic foot
ulcers after local debridement. Microbial sensitivity to
antibiotics was tested by sets by sets/using panels/batteries
of antibiotics composed composed/developed on the basis
of previous analysis of resistance at IKEM and by the
recommendations of the National Reference Laboratory on
Antibiotics. Microbial sensitivity to different types of
antibiotics was determined semij- quantitatively by disc
diffusion susceptibilityl0,(10,Courvalin, 191196; Reese,
1996). The occurrence of S.Aureus resistant to betalactam
antibiotics was observed. Osteomyelitis (OM) was diag-
nosed by X-ray and laboratory markers of infection.
Peripheral arterial disease (PAD) was detected by non-
invasive methods (Doppler indexes<0.8, TcPO2 <30 mmHg)
or angiography. Surgeons indicated LLA, if acute progres-
sion of infection or ischernia developed in the study patients.
Results: 50 patients (26%) underwent LLA (50/191; 44
patients had minor and 6 patients had major LLA) and 141
patients (74%) had no LLA during the observed period.
16.5% of all diabetic patients were shown to have resistant
S.Aureus. Moreover, a higher occurrence of this pathogen
was found in swabs of amputees *before LLA compared
with patients not undergoing LLA (33% and 11%);
p<0.001. Based on Stepwise Logistic Regression, resistant
S.Aureus (OR 4.34; CI 1.6-12.1), together with other
factors such as OM (OR 15.4; C1 6.2-38.0) and PAD (OR
3.21; 1.1-9.2) were independent important risk factors
associated with the rate of LLA. In addition, resistant S.
Aureus was significantly associated with LLA especially in
patients without OM (p=0.003; OR 7.1).

We conclude that not only OM and PAD but also the
presence of S.Aureus resistant to betalactamsmicro may
species could increase the incidence of LLA in patients
with the diabetic foot, particularly those without OM.
Supported by MZO 0002300
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Change in bacteriological analysis and in susceptibility
to antimicrobial agents in diabetic foot infections

M. C. Collina', D. Pitocco', L. Mancini', T. Musella',

A. Manto!, F. Zaccardi', C. Fabiano!, M. Galli?,

S. Caputo', G. Ghirlanda';

'Internal Medicine, 2Orthopedics, Catholic University,
Rome, Italy.

@ Springer

Diabetologia (2006) 49:[Supp11]1_7
—_—

Background: Infection is the primary problem requirg
hospital admission of the patients with diabetic foot ang
is the main reason of amputation. Aim of this study ig
perform a bacteriologic analysis on lesions of diabe
outpatients with foot infections in order to characterize ¢
pathogens more frequent, the variability of their prevalen,
in ten years (from 1995 to 2005) and to tegt tl
susceptibility to antimicrobial agents commonly used,
Methods: Were analyzed 100 cultures taken from
following sources: ulcers, abscesses, cutaneous bullae, boy
or soft tissue specimens. They were placed in steri
transport containers Portagerm (Bio-Merieux) and prompt]
delivered to the clinical microbiology laboratory and wey
processed aerobically and anaerobically

Results: Staphyloccus aureus showed the highest prev:
lence (50%) and this was significantly increased -
compared to the prevalence observed ten years befor
(20.6%). Pseudomonas aeruginosa showed the same trep
with a prevalence of 23.2% against 8.7% at the fir
observation.The prevalence of streptococci show a nc
significant decrease (18.7% vs 21%). Furthermore w
found a significant increase of polimicrobial infection
(56.2 vs 48.6%) Regarding the susceptibility to th
antimicrobial agents tested teicoplanin, vancomicin, line
zolid and cotrimoxazol showed a 100% of susceptibilit
against staphyloccus aureus infection but teicoplanin had .
lower MIC (<1,4). Ciprofloxacin with a percentage of 80%
seems to be the most active against gram-negative
Imipenem showed the higher appearance of resistence, i
was active only in 50% of infections

Conclusion: This study show that in 10 years there is
change in the prevalence of pathogens and in thei
susceptibility to antimicrobial agents with a significan
increase of polymicrobial infections linked to the .appear-
ence of mulit-resistent pathogens as Staphyloccus aureus
and Pseudomonas aeruginosa. Furthermore teicoplanin
seems to be an anti-microbial agent of first choice in the
treatment of Staphyloccus aureus infections,

PS 100

Glycation and advanced glycation endproducts

1131

Cellular events and signaling pathways activated by
AGE-albumin interaction with the aortic endothelium
L.-D. Popov, M. Simionescu;

Vascular Dysfunction in Diabetes, Institute of Cellular

Biology and Pathology “N. Simionescu”, Bucharest,
Romania.
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Is there any dilference between micrsscopic and culture myeotic findings from
hyperkeratosis and diabetic foot ulcers?

N Feifarova, AL Jirkovskd, RL Bém. L Masavd, | Skibova

Diabetes Center, Institute for Clinical and Lxperimental Medicine, Pragie, Crech
Repubiic

-
Mycosis may influence developnient of ulcers i patients with the diabetic foor
however myeotic diagnostic procedure could be a problem. The aims of our study
were o compare pueroscopie and culture myeotic findings taken frony hypercoratosis
and ulvers i pationis with the diabetie {ool. Metheds: Twe
r:mimm;wzii& 2&;)» 2 diabetes methines (mean age 39 4+ 7.8 vears, disbetes durstion

3

by patients with

lx s lody HBATC 5.5 0 2% BMI 304 1 4 kem ™), whose were conseruiively
treated in foot fcimv for chronte dinhetie foor sivers from 112122004, were included
It our *mdy, Ixcluston criteria were peripheral arteval disease, detected
pomunodelieil, and organ ransplantation. Samples from hyperkeratosis and uleers
were fuken to determine myeotic agents. Mycotic microscopic findings were
determmed by immunofluorescent microscopy with blancophor, myeotic cultures
were performed on Sabouraud agar with chloramophenicol to suppress bacterial
growth, Sabouraud agar with i?&k)&%i“ﬁ;‘ihm‘lii‘ui and xijﬁ:ii‘,}w,‘ﬁmi@ was used o

suppression of saprophytic flora growih: this method is designated for desmatophytes
dawm nations. We o compared  maich  of  microscopic and  cudture myeotic
examinations performed In samples twken from hyperkeruosis and by the same wav from

foat ulers i the same patient. Finally, matches of microscopic and adture myveotic findings
from hyparkeratosts and vleers were compared. Results: There was no significant match
of microscopic and culnwe mycotic findings performed from both byperkeratosis
(955 CT=0.33-0,77; NS and oot uleers {9590 10.13-0.87, NS, Mycobe culture
agents tound i aleers were ditferent from those Tound w hypurkeratosis in the same
patient; there was no signilicant match i both fiadings (NS). Positive microscopic
mycotic Badings were present in 19720 (93%) and 20020 (100%) patients from
hvperkeratosss and fool uleers, ctively, The miost fregquent mvenlic agents
FTHCTOACOMH ;aii\ determined bath from hyperkeratosis and !wi 5 were candides (93%,
‘é

and 1% rospe and septe fibres 125% and

VURTHICTIVY k! Positve

avgcotic cultures wore Jound w HO20 (3070 patients o ii}«;kiix&.m%nm‘\ and ondy m
720 {35%) paticnts i ule e mog E?‘iixﬁ.iij}ii ofic agents defected by cultures
as from hyperkeratosis as from nowepathic uleers were wzzd des (40% and 7%,
respeetivelv and dermsatophvies £30% and 43%, mgxmw . In conclusion: Based

on owr data. there is no agreement of microscopie and culture myeotic findings
performed as from hyperkeratosis as from uleers. Moreover myeotic culture agents
found i uleers differed from those detected in hyperkeratosis in the same patient, {1
recommended o perform myeotic cultwre from hoth hyperkeratosis and ulcers m
patient with the diabetic foot (o plan optimal treatment.

This study was supported by the Institute for Clinicad and Expevimental Mediciav

AL 023007
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Cil: Endotelialni dysfunkce patii mezi &asné komplikace
obezity a diabetu. Jednim z moZnych etiopatogenetickych
propojeni téchto nemoci je porusena endokrinni funkce tuko-
ve tkané. Cilem nasi prace bylo zjistit vliv nizkokalorické diety
(VLCD) na vybrané cirkulujici parametry endotelialni dysfunkce
u obéznich Zen a posoudit Glohu adipocytarnich hormont
adiponectinu a rezistinu v tomto procesu.

Metody: Sérové koncentrace E-selektinu, sSICAM-1, sVCAM-
1, PAI-1, matrix metalloproteazy-9 (MMP-9), myeloperoxidazy
(MPO), adiponektinu a rezistinu byly méfeny pomoci Lincoplex
a ELISA kit u dvanacti obéznich zen (BMI 45,7 £ 6,7 kg/m2)
pfed a po tfitydenni nizkokalorické dieté (VLCD)} a u dvanacti
zdravych Stihlych Zen Zen (BMI 24+4,3 kg/m2) odpovidajiho
véku.

Vysledky: BMi a sérové koncentrace E-selektinu, sSICAM-1,
PAI-1 a rezistinu byly signifikantné vy$si u skupiny obéznich Zen
pred VLCD nez u kontroini skupiny (23,74 + 10,81 vs. 9,13+4,7
ng/mi, 138,3+71,99 vs. 77,791£28,6 ng/ml, 42,87+14,76
vs. 32,45%6,23 ng/ml, 6,48+2,42 vs. 4,26%1,26, 45,7+6,7
vs. 241 4,3, p<0.05). Sérové koncentrace adiponectinu byly
naopak signifikantné nizsi u skupiny obéznich Zen ve srovnani
s kontrolni skupinou (14,23 £4,91 vs. 21,64 +£9,42). Vlivem
VLCD doslo k signifikantnimu pokiesu BMI a E-selektinu,
soucasné bylo zaznamenano snizeni hladiny celkového chole-
sterolu a narist hladiny HDL. Neby!l prokazan vyznamny rozdil
sérovych koncentraci VCAM-1, MPO a MMP-9 mezi skupinou
obéznich zen a skupinou zdravych kontrol ani ovlivnéni hladin
téchto parametrd VLCD. Stejné tak nebyly nizkokalorickou
dietou ovlivnény koncentrace adiponektinu a rezistinu.

Zavér: NaSe studie ukazuje, Ze i kratkodoba dietniintervence
maze pozitivné ovlivnit nékteré cirkulujici parametry endoteli-
alni dysfunkce. Toto ovlivnéni neni zprostiedkovano zménami
hladin adipocytarnich hormon( adiponectinu a rezistinu.

Podporovano grantem 8302-5, 7782-4 a VZ MZCR
64165
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HYPERGLYKEMIE PRI KONTINUALNOM MONITOROVANI
GLUKOZY, ICH HODNOTENIE A DIFERENCIALNA DIA-
GNOSTIKA

V. Donicova', M. Pallayova?, V. Doni&?

'Internd a diabetologicka ambulancia Kosice

2Ustav fyzioldgie LF UPJS Kogice

Pozadie problému: ZvySené hodnoty glykemii namerané
glukometrom neodzrkadluju ich skuto¢né vzostupy a trva-
nie. Metdéda kontinuélneho monitorovania glukozy (CGMS)
umozhuje odkryt glukometrom nepoznané vzostupy glykemii
a zarovefi dovoluje vypocitanim plochy pod krivkou {AUC) kvan-
tifikovat ich rozsah. Pri diferenciainej diagnostike sa stretdvame
najCastejSie s hyperglykemiami zapric¢inenymi nedostatoénym
inzulinovym krytim sacharidov, posthypoglykemickou hypergly-
kemiu zapri¢inenou rebound fenoménom, alebo nadmernou
dévkou korekénych sacharidov. Dalej stresovou hyperglykemi-
ou, Dawn fenoménom a Somogyiho fenoménom. Pritom pre
sprévnu lieCbu je dblezité poznat pri¢inu a rozsah hypergly-
kemie. Ciel: Analyzou CGMS glykemickych kriviek zistit vyskyt
hyperglykemii, vyhodnotit ich pri¢inu, vztah k hypoglykemiam,
ich cirkadianne rozloZenie a trvanie.Vyhodnotit prinos CGMS
pri Gprave lieCby postudenim zmeny HbA1c.

Pacienti a metddy: 43 zle kompenzovanych diabetikov
(DvektSD: 23,47+11,33r.; JHbA1c 8,91£0,88% na intenzi-
fikovanej inzulinovej lie¢be (liT) sme vySetrili metédou CGMS
(& trvania 97,67128,44h). Pacienti si viedli zaznam o prijme
potravy, inzulinu, fyzickej aktivite, strese a priznakoch hypogly-
kemie. Ziskané Gidaje sme komplexne vyhodnotili, identifikovali

hyperglykemie (> 7,8mmol/| trvajica > 10 min) a hypogly-
kemie (< 3,bmmol/I trvajica > 10 min) a &iselne vyhodnaotili:
pocet hyperglykemii, ich trvanie, Casové rozloZenie, stupen
a navaznost na hypoglykemie. Porovnali sme HbA 1¢ pred a po
3 mesacnej lie€be modifikovanej na zakiade CGMS.

Vysledky: Pomocou CGMS sme ziskali 51 390 hodndt
glukdzy u 43 pacientov. Z celkovej dizky monitorovania
4294,14 hodin pacienti stravili 1666 hodin v hyperglykemii
(38.8 % cCasu). Celkové trvanie hyperglykemie podas dfia
{od 7-22. hodiny) tvorilo 33,7 % z denného monitorovania
(5.5 hod/pac/den), ale no¢na hyperglykemia predstavovala
az49,8% z no¢ného Shodinového monitorovania (4hod/pac/
noc). Pocet hyper- a hypoglykemickych exkurzii bol 10406
(D242 /pacient). Z nich podet hyperglykemii predstavoval
9761. Z toho bolo pocas dna 23 % a pocas noci 15,8 %. Naj-
viac dennych hyperglykemii sa vyskytlo medzi 7. a 10. hod
(18,2 %)amedzi 13.a 16. hod (15,9 %). Viac ako 85 % dennych
hyperglykemii bolo> 10 mmol/|, takmer 30 % hyperglykemii
bolo > 15 mmol/L.

NajCastejSou pri¢inou hyperglykemii bola diétna chyba

"a nedodrzanie asového odstupu podania inzulinu pred jedlom.
75 % posthypoglykemickych hyperglykemii (>15 mmol/I) bolo
zapri¢inenych ,nadlieCenim “ hypoglykemie a 20 % posthypo-
glykemickych hyperglykemii .rebound” efektom. U 4 pacientov
sme zachytili Dawn fenomén. Po 3 mesiacoch od realizacie
CGMS a uprave liecby klesol HbA1¢cz 9,56 %+ 1,48 na 8,86 %
+1,38 (p=0,021).

Zavery: V naSom subore 4 3 pacientov najcastejSou priinou
hyperglykemie bola diétna chyba a nedodrzanie ¢asového
odstupu podania inzulinu pred jedlom a pri posthypoglykemic-
kych hyperglykemiach nadmerna davka korek&nych sacharidov.
Pocet hyperglykemii podas noci bol nizsi, ale trvali az 50 %
¢asu spanku. ,Stresovd” hyperglykemia mala tendenciu vracat
sa k norme aj bez korekcie inzulinom. Kazdé meranie CGMS
malo vyznam pre jednotlivého pacienta pri zmene jeho liecby,
¢o viedlo k signifikantnému poklesu HbA 1¢ v celej skupine zle
kompenzovanych diabetickych pacientov.

18.

MYKOTICKE INFEKCE U PACIENTU SE SYNDROMEM
DIABETICKE NOHY

V. Fejfarova, A. Jirkovska, R. Bém, M. KfiZova, V. Sindels-
fova, |. Masova, J. Skibova

Centrum dfabetologie, IKEM, Praha

Mykotickd agens mohou pfispét ke vzniku diabetickych
ulceraci a mohou zpomalit proces jejich hojeni. V literature
existuje malo (daju tykajicich se vyskytu mykotickych agens
v diabetickych ulceracich. Cilem nasf studie bylo porovnat
vyskyt mykotickych agens z oblasti hyperkeratéz a spodiny
ulcerace, zjistit shodu mikroskopickych a kultivacnich vySetfeni
mykdz a porovnat kultivaéni mykotické nalezy z hyperkeratéz
a spodin ulceraci. Metody: Do studie bylo zafazeno 27 paci-
entl s diabetickymi ulceracemi stupné Wagner 2-3 (prdmérny
vék 58,1 £ 7.6 let, trvani diabetu 14,6 £ 10,5 let, primérny
HbA1c 6,1 £ 2,1% a BMI 30,3 £ 3,8 kg.m-2), ktefi byli [éCeni
v podiatrické ambulanci IKEM v obdobi 11/2004-5/2005.
PFi vstupu do studie byly odebrany od vSech pacient( vzorky
tkani z hyperkeratoz a spodiny ulcerace po iokainim debride-
mentu. Mykézy byly mikroskopicky vySetfeny pomoci imu-
nofluorescence s blankoforem. Kultivace mykotickych agens
byly provedeny na Sabouraudové agaru s chloramfenikolem
a cykloheximidem. Vysledky: P¥i statistickém zhodnoceni mik-
roskopickych a kultivaénich nalezt si vysledky obou metod vza-
jemné& neodpovidaly (p<0,001). Kultivagné byly pozitivni vzorky
pfitomny u 48 % (13/27) hyperkeratéz a u 28 % (7/25) spodin
ulceraci. Nej¢astgjdimi kultivatné nalezenymi agens byly jak
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v hyperkeratézach, tak na spodiné ulcerace Candida sp. (19 %
a 24 %, respektive) a Dermatophytes sp (22 % a 12 %, respek-
tive). Podobné nélezy byly zachyceny i s odstupem 1 mésice.
Nebyla nalezena signifikantni konkordance kultivaénich nalez(
z hyperkeratéz a ze spodiny ulcerace (95%CI=0,37-0,75,NS)
u téhoZ pacienta. Zavérem lze shrnout, Ze jsme nezjistili shodné
mykotické nalezy pfi mikroskopickém a kultivaénim vySetieni
ani shodné nélezy kultivaci ze vzorkd hyperkerat6z a spodin
ulceraci u téhoz pacienta. Pro dalSi terapeuticky postup je proto
vhodné hodnotit kultivaéni nalezy jak ze vzork( z hyperkeratéz,
tak ze vzorkd odebranych ze spodiny ulcerace.

Tato studie byl podporovdna grantem |[KEM (MZO
00023001).

19.
POLYMORFISMY GENU PRO ANTIOXIDACNI ENZYMY PRI
DIABETES MELLITUS

M. Fleka&, J. Skrha, J. Hilgertova, Z. Lacinova

3. interni klinika 1. LF UK a VFN v Praze

Uvod: Oxidaéni stres je jednim z patofyziologickych
pochodd, které jsou zapojeny do vzniku a rozvoje cévnich
komplikaci. Vyznamnou ulohu zde hraji antioxidaéni enzymy,
jejichZ geny jsou povazovany za jedny z mnoha kandidatnich
genll pro rozvoj cévnich komplikaci diabetu. Cilem asociaéni
retrospektivni studie pfipadd a kontrol bylo dokazat vztah
mezi mutacemi genl pro vybrané enzymy a diabetes mellitus
a cévnimi komplikacemi. Sledovany byly paraoxonaza (PON 1),
superoxidismutazy (SOD 1, SOD2) a kalalaza (CAT).

Metodika: Do studie byli zafazeni nemocni s diagnézou
DM 1.i 2. typu (dle WHO) z Diabetologického centra 3. interni
kliniky v celkovém poctu 256 osob (63 DM 1. typu, 193 DM
2.typu, 178 DM bez diabetické angiopatie, 78 se diagnostiko-
vanou angiopatii). Doba od stanoveni diagnézy DM byla 1317
let, vék 5218 let, glykemie nalaéno 9.6+2.8 mmol/I, HbA1c
7.1£1,5 %. Druhou skupinou byly zdravé kontroly v poétu 110
(vék 4119 let, glykemie nala¢no 4,85+ 0,56). Material byl
ziskdan odbérem periferni krve, uréené k izolaci DNA z plné
krve pomoci DNA izoldtoru, nasledné byla provedena PCR
a restrikéni analyza. Fragmenty byly po elektroforetické sepa-
raci vizualizovany UV kamerou barvenim etidium bromidem.
Zaroven bylo ziskano sérum ke spektrofotometrickému stano-
veni enzymové aktivity.

Vysledky: Sérova PON1 aktivita byla signifikantné nizsi
ve skupiné s DM (114,8 nmol/min/ml séra (23,0-290,8))
v porovnani se zdravymi jednotlivci (192,6 nmol/min/ml séra’
(80,1-414,5)), P<0,05, pficemz nebyl statisticky signifikantni
rozdil mezi DM 1. a 2. typu a diabetiky s/ bez cévnich kom-
plikaci. Déle byla zjiSténa asociace mezi genotypem PON1
v pozici L65M a Q192R a sérovou aktivitou PON1 u zdravych
i diabetik(l (vysoka u LL, nizkd u MM v pozici 55 a vysoka
u RR, nizka u QQ v pozici 192 genu pro PON1). Byly zjisteny
statisticky signifikantni rozdily v zastoupeni jednotlivych alel
kédujici oblasti PON 1 gendi (nikoli promotorové) mezi zdravy-
mi a diabetiky a v kodujici oblasti genu SOD2 (P<0,05), nikoli
SOD1 a CAT. Dale bylo zji§téno, Ze u diabetik( 2. typu byla
horsi kontrola diabetu (posuzovana die HbA1c) asociovana
s genotypem MM v pozici 55 PON1 (tedi i nizkou PON1
aktivitou) a QQ v pozici 192 PON1, podobna zji§t&ni nebyla
nalezena u SOD ani CAT.

Zavér: Uvedené vysledky dokladaji, Ze redoxni imbalance
nalézana u pacientd s diabetes mellitus, je kromé zvysené
produkce ROS (pfi hyperglykemii, hyperinzulinemii a zvysené
hladiné volnych mastnych kyselin) také vysledkem snizené
schopnosti nékterych komponent antioxida&ni obrany orga-
nismu (PON1), kterd mizZe byt geneticky determinovana a byt

jednou z pFi¢in zodpovédnych za neuspokojivou kompenzaci
choroby a rozvoj cévnich komplikaci.

Prdce byla podpofena VZ: MSMO0021620807.

20.

SPECIFICKY ZPUSOB ZOBRAZENI| INTRAHEPATALNE
TRANSPLANTOVANYCH PANKREATICKYCH OSTRUVKU
P. Girman, J. K¥iz, Z. Berkova, *D. Jirak, E. Dovolilova, T. Kob-
las, K. Zacharovova, *M. Héjek, F. Saudek

Laboratof Langerhansovych ostravkd, Centrum diabetologie
IKEM., Praha,

*Oddéleni experimentaini magnetické rezonance, IKEM, Praha

Uvod: Zna&eni pankreatickych ostrivk superparamagne-
tickou latkou pfedstavuje dosud jediny efektivni zptisob, jak
neinvazivné zobrazit transplantované ostriivky pomoci magne-
tické rezonance. Relativni nevyhodou zGstava delsi kultivaéni
doba a nizka specificita metodiky. Cilem prace bylo navrhnout
alternativni zplsob znac&eni ostrivk( a zobrazit takto oznadené
ostrivky pomoci magnetické rezonance v podminkach in vivo
a in vitro.

Metodika: Tisic vysoce purifikovanych ostriivk( ziskanych
z potkana kmene Lewis bylo kultivovdno s primarni mysi proti-
latkou proti nepolymorfni determinanté potkanich MHC antige-
nd 1.tfidy (mouse |gG1 anti-rat RT 1A antibody) v kultivaénim
médiu CMRL 1066 po dobu 1 hodiny a poté dal3i hodinu
v médiu obsahujici paramagnetické mikrogastice potazené
protilatkou proti mySimu imunoglobulinu (rat anti-mouse
IgG 1 antibody). Takto ozna&ené ostrlivky byly transplantovany
standardni technikou do porta!niho fecisté. Jako pfijemce jsme
pouzili syngenni potkany kmene Lewis s Gmyslem vylougit
odhojeni ostrivka. V in vitro podminkach byla jatra pFijemch
do 5 min od transplantace explantovana a vy$etfena pomoci
magnetické rezonance (n=5). V kontroini skupiné byla vy3et-
fena jatra zdravych zvifat (n=4). Pfijemci v in vivo experimentu
byly rozdéleni do 2 skupin. Prvni skupinu tvofila zdrava zvifata
s transplantovanymi nezna¢enymi ostrivky (n=6). Potkan{im ve
druhé byly transplantovany ostrivky znadené paramagneticky-
mi ¢asticemi Dynabeads (n=8). MR vySetfeni bylo provedeno
na pristroji 4.7 T Bruker Biospec, pFijemci byl vy3etfovani 1x
tydné po dobu 6 tydnl. Zobrazeni bylo provedeno pomoci
gradientové echo sekvence, v osmi fFezech o tloustce 2 mm
a rozliSeni 256x256 pixeld.

Vysledky: Nativni ostriivky nebylo moZné odlisit od jaterni
tk&né pfi in vivo experimentech obr. 1. Znadené ostrivky se
zobrazily jako hypointenzivni plochy o velikosti 0.1-3 mm?
difuzné v celych jatrech, a to jak pfi in vitro {obr. 2), tak pfi in
vivo experimentu (obr. 3).

Obr.1,2a3

Zavér: Navriend metodika znageni ostriivk(i paramag-
netickymi mikrocasticemi pfedstavuje vice specifickou
alternativu znaceni poskytujici stejné kvalitni obraz pfi vyrazné
kratSi dobé kultivace. K ovéfeni metabolického efektu paramag-
netickych &astic bude nutno doplnit stimulaéni testy a testy
na diabetickych zvifatech. Potencionalni nevyhodou z(istava
relativné vétSi rozmér ¢astic a pouiti cizorodé bilkoviny.
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BAKTERIALoNi A MYKOTICKE INFEKCE
U PACIENTU SE SYNDROMEM DIABETICKE NOHY

MUDr. Viadimira Fejfarova, doc. MUDTr. Alexandra Jirkovska, CSc.
Centrum diabetologie, IKEM, Praha

U diabetickych pacientt, ktefi jsou lé¢eni pro syndrom diabetické
nohy, se setkdvame s ulceracemi nebo s destrukei tkdni nohou spoje-
nou s neuropatif a s riiznym stupném ischémie. Velmi ¢asto je soucdsti
syndromu diabetické nohy infekce,™ kterd miaze v krajnich piipadech
vést az k hospitalizaci pacienta.”? Nejcastéjsimi divody hospitalizaci
jsou flegmona dolni koncetiny (DK), progrese infekce, vedouci k roz-
voji hluboké ulcerace, kterd je ¢asto spojena s osteomyelitidou, a vihka
gangréna nebo septicky stav. ‘

Infekce ovliviuje zejména lokdln{ nalez na DK. Septické tromby jsou
schopny poskodit pritok perifernimi cévami a vést tak k tkafiové isché-
mii. Vlivem infekce ddle dochazi k otoku perifernich tkani, ktery na-
sledné zpasobi mechanickou kompresi mikrocirkulace.” Z uvedenych
diivodit je nutné zacit 1é¢bu pacientil se syndromem diabetické nohy
vzdy v¢as a razantng, abychom predesli ohroZeni DK a v nékterych pii-
padech i ohrozZeni Zivota, zejména u rizikovych skupin pacienti (trans-
plantovani, dialyzovani).

infekce a ulcerace (obr. 1)

V diabetickych ulceracich je velmi ¢asto pfitomen vét3i pocet patogenii
ve srovnani s nediabetickymi ranami.-® Doposud nebyly provedeny
studie zkoumajici vyskyt patogenti v diabetickych ulceracich u rizikové
populace nemocnych, a proto jsme uskutecnili studii, ktera se pokusi-
la stanovit rozdily ve vyskytu jednotlivych mikrobialnich agens a ur¢it
rozdily v jejich antibiotické rezistenci mezi transplantovanymi, dialyzo-
vanymi a ostatnimi pacienty se syndromem diabetické nohy.?”

Do studie bylo zafazeno 21 transplantovanych, 22 dialyzovanych
pacientii a 164 ostatnich nemocnych se syndromem diabetické nohy.
V nasi studii nebyly mezi sledovanymi skupinami nalezeny signifikantni
rozdily v primérném poctu patogenti na 1 pacienta. Signifikantné vyssi
pocet grampozitivnich patogenti se vyskytoval ve skupiné dialyzova-
nych nemocnych v porovnani s transplantovanymi a ostatnimi pacienty
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se syndromem diabetické nohy
(80% vs 62% vs 63 %, respektive
p < 0,05). Prevdina vétdina pato-
genil patfila do skupiny grampo-
zitiveich mikroorganismd, z nichz
byly nejcastéji pritomny Staphylo-
coccus aureus, Staphylococcus koa-
guldza negativni a skupina entero-
kokii (celkové 53-73 % patogend).
V mensim procentu byly nalezeny
gramnegativni agens zastoupené
prevainé Escherichia coli, klebsie-
lami a pseudomonddami (celkove
16-20%).7

Blize byla specifikovana i citli-
VOS.t l.)ak'teru l.(JedHOtthm t).lpum Obr. 1. Flegména pravé dolni koncetiny
antibiotik. Mlkroorgamsm)' izolo- pacienta se syndromem diabetické nohy
vané u transplantovanych pacienta )
byly rezistentnéjdi ke viem anti-
biotikiim (zejména k oxacilinu, ampicilinu, imipenemu, piperacilinu,
timentinu, cotrimoxazolu a erythromycinu) v porovndni s ostatnimi
skupinami. Ve viech skupinich zistavala vétsina patogenii citlivé k van-
comycinu. Na zdkladé¢ nasich vysledka nedoporu¢ujeme u transplanto-
vanych nemocnych se syndromem diabetické nohy zminéna antibiotika
pouZivat. Vhodnymi léky jsou spiSe chinolony nebo ticarcilin/klavula-

‘nét vzhledem k dobré citlivosti mikroorganismt k témto litkim. Van-

comycin zistdva lékem volby u tézkych septickych stavi.”

Infekce a amputace
Vy3si vyskyt amputaci u pacientd se syndromem diabetické nohy v po-
rovnani s nediabetiky je zptisoben vy3§im vyskytem periferni neuropa-
tie a ischemické choroby DK.®' Mezi nejrizikovéjsi faktory amputaci
DK tadime infekci rany"'-'¥ a ischemickou chorobu DK .4
Ambulantné lé¢ime pacienty s infikovanymi ulceracemi peroralnimi
antibiotiky v monoterapii nebo pomoci jejich dvojkombinace. Rezisten-
ce mikroorganismt mdZe vést k omezeni preskripce, a tim k omezeni
moznosti ambulantni 1é¢by pacienta.

V dalsi studii jsme se snazili retrospektivné zhodnotit vztah mezi pti-
tomnosti rezistentnich patogen k perordlnim antibiotikiim a incidenci
amputaci DK u pacienti se syndromem diabetické nohy."*

Ze 191 nemocnych zafazenych do studie podstoupilo amputaci DK
50 pacientd se syndromem diabetické nohy (26 %). 88% z nich mélo
nizkou amputaci a 12 % nemocnych absolvovalo vysokou amputaci. Sig-
nifikantné vice rezistentnich patogent bylo nalezeno u amputovanych
pacienti (57 %) v porovnani s pacienty bez amputace (21%; p < 0,001).
Zvy$ena frekvence amputaci DK byla signifikantné spojena s vyskytem
osteomyelitidy a ischemické choroby DK. Pfitomnost rezistentnich pa-
togen{ k perordlnim antibiotikim zvySovala témér Sestkrat pocet am-
putaci DK (koeficient 1,72, odds ratio 5,58).'%)

Infekce a mykézy (obr. 2)
Infekce muazZe byt zpisobena riz-
nymi patogeny, mezi néz radime
jak grampozitivni, gramnegativni
bakterie, anaeroby, tak i mykotické
agens. U pacientt se syndromem
diabetické nohy se pomérné cas-
to setkdvime s pifitomnosti tinea
pedis a onychomykézy. Tato spi-
$e kozni onemocnéni jsou nejas-
téji zpasobena dermatofytem Tri-  Obr. 2. Mykotické zmény u pacienta se syn-
chophyton rubrum,'® kandidami’? dromem diabetické nohy

a Microsporum sp."'® Infekee, kte-

rd je zptsobena mykotickymi agens, miZe viak ptispét také k rozvo-
ji diabetickych ulceraci. V literatufe existuje pomérné mélo dat, kterd
by zkoumala vyskyt infekce zplisobené mykotickymi agens u pacientt
se syndromem diabetické nohy. Z tohoto diivodu jsme se v nasi studii
snazili zkoumat vyskyt mykotickych agens v diabetickych ulceracich
a porovnat jejich mikroskopické a kultiva¢ni nalezy z tkaniovych vzorkd
odebranych z hyperkeratdz a spodiny diabetickych ulceraci u pacientti
se syndromem diabetické nohy."”

Ve studii byly u kazdého pacienta porovnany mikroskopické a kul-
tivadni nalezy z hyperkerat6zy a spodiny neuropatické ulcerace. V nasi
studii nebyly nalezeny signifikantni shody mikroskopickych a kultiva¢-
nich naleztt ze vzorkd odebranych jak z hyperkeratdz, tak ze spodin
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neuropatickych ulceraci. Zajimavym zjiténim byl pozitivni mykoticky
mikroskopicky ndlez az u 95 % pacient z oblasti hyperkerat6z a u 100 %
nemocnych z oblasti spodiny ulcerace. Nej¢astéj$imi mikroskopickymi
nalezy byly kandidy (95-100 %) a septovana vlakna (25-40 %).

U stejného pacienta byly ¢asto kultivaéné nalezeny odlisné mykotic-

ké agens v hyperkeratézach a na spodiné neuropatické ulcerace. V obou
ndlezech nebyla nalezena signifikantni shoda.

Pozitivni mykotické kultivaéni ndlezy byly ptitomny u 50 % pacien-

tt1 z oblasti hyperkeratéz a pouze u 35% nemocnych z oblasti spodiny
neuropatické ulcerace.

Nejcastéjsimi kultivaénimi mykotickymi agens byly kandidy (40 az

71%) a dermatofyta (30-43 %). Jak mikroskopické, tak kultivaéni my-
kotické nilezy nekorelovaly signifikantné s typem 1é¢by diabetu, mikro-
bidlnimi nélezy a lécbou antibiotiky."?

Zavér

Zavérem lze shrnout, Ze na zdkladé provedenych studii je vhodné
promptné zjistit u pacienti se syndromem diabetické nohy pivod in-
fek¢nich komplikaci, af jiz bakteridlni ¢i mykotické etiologie. Podle
nalezenych agens a jejich zji$téné citlivosti k antibiotikiim ¢i antimyko-
tikim mdZeme u pacientd se syndromem diabetické nohy véas zahdjit
kauzalni terapii infek¢nich komplikaci.

(Studie byly podpoteny vyzkumnym zdmérem MZO: 00023001)
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Ucinnost a komplikace Iéchy
snimatelnymi kontaktnimi fixacemi

u pacientu s neuropatickymi ulceracemi,
akutni Charcotovou osteoartropatii

a neuropatickymi frakturami

V. Fejfarova, A. Jirkovska, M. KfiZova, J. Skibova
Centrum diabetologie, IKEM, Praha piednosta prof. MUDr. Terezie Pelikdnovd, DrSc.

Souhrn: Snimatelna kontakeni fixace (Total Contact Cast - TCC) je vhodnou metodou odlehéeni dolni koncetiny pii 1é¢bé
syndromu diabetické nohy. Ci: Zhodnotit ti¢innost 1é¢by syndromu diabetické nohy pomoci snimatelnych TCC u pacientti
s neuropatickymi ulceracemi, akutni Charcotovou osteoartropatii a neuropatickymi frakturami. Metodika: Béhem sledovaného
obdobi 20 mésicti byly snimatelné TCC aplikovany 27 pacientiim pro chronické neuropatické ulcerace (skupina 1; primérny vék
53,5 + 8 rokd, trvani diabetu 14,8 + 7 rokd, HbA, 8,2 + 2 %), 35 pacientium pro akutni Charcotovu osteoartropatii (skupina 2;
pramérny vék 53,9 + 8 rokd, trvani diabetu 16,6 + 10 rokil, HbA, 8,4 + 2 %) a 12 pacientim pro neuropatické fraktury (skupi-
na 3; pramérny vék 52,8 + 10 rokd, trvani diabetu 14,8 + 12 rokii, HbA,, 8,9 + 2 %). Kritérii hojeni syndromu diabetické nohy
byly pro skupinu 1 Gplni epitelizace defektu, pro skupinu 2 klinické zlep$eni lokédlniho nédlezu véetné poklesu koznich teplot
a/nebo upravy scintigrafickych paramertri a pro skupinu 3 apiné zhojeni fraktury dle RTG. Vysledky: Pacienti s diabetickymi
ulceracemi byli 1é¢eni snimatelnymi TCC v priméru 6 + 4,2 mésice, pacienti s akutni Charcotovou osteoartropatii 5,1 + 4 mési-
ce a pacienti s patologickymi frakturami 3,9 + 2,6 mésice (NS). Signifikantné nejvyssi procento zhojeni za sledované obdobi
20 mésict bylo nalezeno ve skupiné pacientii s neuropatickymi frakturami v porovnani se skupinou pacientt s neuropatickymi
ulceracemi a akutni Charcotovou osteoartropatif (83 % vs 30 % vs 37 %, resp. p < 0,01). Z 19 nezhojenych pacientt s diabeticky-
mi ulceracemi (70 % pacientil s neuropatickymi ulceracemi) dodlo béhem 1é¢by snimatelnou TCC k signifikantnimu zlep3eni lo-
kalniho nilezu u 12 pacientt (velikost defektu 5,6 + 6,8 vs 1,56 + 2 cm’; p < 0,01), u 4 pacient byl lokilni nélez stejny, u 3 do-
$lo ke zhorSeni. Z 22 nezhojenych pacienttl s akutni Charcotovou osteoartropatii (63 % pacientd s akuetni Charcotovou
osteoartropatif) doslo béhem sledovaného obdobi ke zlepgeni klinického stavu a signifikantni redukei rozdilu koznich teplot
obou dolnich koncetin u 19 pacientit (2,74 + 1,3 vs 2 + 1,3 °C; p < 0,05), ke zhorSeni lokalniho nalezu u 3 nemocnych. Ve sku-
piné pacientli s neuropatickymi frakturami nedoslo ke zhojeni u 2 pacientt (17 %). Zdavaznéjsi komplikace, které vedly k ukon-
Ceni terapie TCC, byly nalezeny u 7 pacient ze skupiny 1 (26 %), u 3 pacient ze skupiny 2 (9 %) a u 1 pacienta ze skupiny 3 (8 %):
NS. Zdvér: Snimatelna TCC je vhodnou formou odlehé¢eni dolnich konéetin u pacientil se syndromem diabetické nohy, jelikoz
urychluje hojeni jak u pacientli s akutni Charcotovou osteoartropatii nebo neuropatickymi frakturami, tak i u pacientd s diabe-
tickymi ulceracemi. U pacient( s diabetickymi ulceracemi je vy$3i riziko komplikaci, proto je u nich nutna racionalni indikace.
edukace a peclivé sledovini.

Kli¢ova slova: syndrom diabetické nohy - snimatelné fixace - odlehéent

Zikladem lécby syndromu diabetické
nohy (neuropatickych diabetickych
ulceraci, akutni Charcotovy osteoar-
tropatie) je komplexni terapie spoje-
nd s ucinnou formou odlehéeni dol-
nich koncetin pomoci terapeutic-

kych bot, podpaznich berli, pojizd-
nych vozik a v neposledni fadé 1 sni-
matelnych kontaktnich fixaci (Total
Contact Cast - TCC) [15,27].
Snimatelnd TCC je v nasi republi-
ce dosud nedostate¢né rozsifend me-
toda lécby syndromu diabetické no-

hy, kterd je indikovand u pacientu
s nehojicimi se neuropatickymi ulce-
racemi, s akutni Charcotovou osteo-
artropatii a s neuropatickymi frakeu-
rami. Nejcastéji se TCC pouzivaji pfi
lé¢bé neuropatickych ulceraci [18].
Hlavnim mechanizmem pusobeni
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The effect of removable total contact cast therapy on healing of patients with diabetic foot ulcers, acute Charcot
osteoarthropathy and neuropathic fractures.

Summary: Removable total contact cast (TCC) is one of the appropriate methods used for lower limb off-loading in patients
with the diabetic foot. The aim of our study: To assess the effect of TCC therapy on healing of patients with neuropathic foot
ulcers, acute Charcot osteoarthropathy and neuropathic fractures. Methods: Removable TCC were applied for different indica-
tions during the observed period of 20 month: for chronic neuropathic ulcers in 27 patients (group 1; mean age 53.5 + 8 years,
mean diabetes duration 14.8 7 years, mean HbA,_ 8.2 £ 2%), for acute Charcot osteoarthropathy in 35 patients (group 2; mean
age 53.9 * 8 years, mean diabetes duration 16.6 + 10 years, mean HbA, 8.4 + 2%) and for neuropathic fractures in 12 patients
(group 3; mean age 52.8 10 years, mean diabetes duration 14.8 + 12 years, mean HbA, 8.9 + 2%). Healing criteria for the diabe-
tic foot were; total epithelization for the group 1, clinical improvement of local findings as skin temperature decrease and/or
improvement of scintigraphic parameters for the group 2 and total X-ray healing of fracture for the group 3. Results: Patients
with diabetic foot ulcers were treated by removable TCC for 6 + 4.2 months, patients with acute Charcot osteoarthropathy for
5.1 £ 4 months and patients with pathological fractures for 3.9 + 2.6 months on average (NS). The significantly highest percenta-
ge of completely healed patients during the observed period was found in the group of patients with neuropathic fractures in
comparison with the group of patients with the diabetic foot ulcers and acute Charcor osteoarthropathy (83% vs. 30% vs. 37%,
respectively; p < 0.01). Significant improvement of foot ulcers was found in 12 patients from 19 non-healed patients with diabe-
tic foot ulcers during TCC therapy (ulcer size 5.6 + 6.8 vs. 1.56 + 2 cm?, p < 0.01), 4 patients had the same clinical finding and
local worsening was seen in 3 patients with diabetic foot ulcers. 19 patients from 22 non-healed patients with acute Charcot
osteoarthropathy had improved local findings and significantly reduced skin temperatures during the observed period
(2.74+ 1.3 vs. 2 £ 1.3 °C; p < 0.05), local findings were worsened in 3 patients. Non-healed neuropathic fractures were found
only in 2 patients from this group (17%). TCC complications, which leaded to interruption of TCC therapy, were found in 7 pa-
tients from the group 1 (26%), in 3 patients from the group 2 (9%) and in 1 patient from the group 3 (8%); NS. Conclusion: Remo-
vable TCC is suitable method for lower limb off-loading in patients with the diabetic foot, since this therapy accelerates healing
as of acute Charcot osteoarthropathy or neuropathic fractures as of diabetic foot ulcers. Rational indication, education and regu-
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lar controls are essential for patients with neuropathic foot ulcers, whose have higher risk for development of complications.

Key words: diabetic foot - total contact cast - off-loading

TCC je snizeni vertikdlniho plantar-
niho tlaku jeho rozloZzenim na celou
plochu nohy i bérce a snizeni tfeni.
Kontaktni fixace miiZze napf. sniZit
plantarni tlak (v oblasti hlavicek me-
tatarzil az o 75 %). Dale je kontaktni
fixace schopna sniZit riziko $ifeni in-
fekce pti imobilizaci tkani a kloubti
[14]. Pomoci aplikace TCC dochazi
k redistribuci vertikdlnich tlaka na
planté a k vylouceni maximalnich
tlakt na exponovana mista [18].

Byly publikoviny vysledky studii
porovnavajici ticinnost terapie TCC
v lécbé syndromu diabetické nohy;
napf. hojeni diabetickych ulceraci
bylo pomoci TCC zlep$eno a urych-
leno v porovnani s lécbou provadénou
pomoci specidlni terapeutické obuvi
[7] & specidlné upravenych dlah
a polovi¢nich bot [1].

Ke zhojeni diabetickych ulceraci mi-
ze dojit klidovym rezimem na lazku
nebo odstranénim ptisobeni hmotnos-
ti téla na dolni koncetiny u mobilizo-
vaného pacienta pomoci jinych pro-
sttedkil. TCC umoziuje ambulantni
lé¢bu pacienta, kterd je podstatné lev-

néjsi nezli hospitalizace a pfijatelné;si
pro pacienta. Hospitalizace je finan¢-
né ndro¢na forma terapie syndromu
diabetické nohy, jak bylo prokazano
napf. ve 2 eskych studiich [6,8].
Neuropatie je jako jedna z pozd-
nich komplikaci diabetu spole¢nou
pfic¢inou neuropatickych diabetickych
ulceraci, Charcotovy osteoartropatie
i neuropatickych frakeur [20]. Klinic-
ky obraz dvou posledné zmirova-
nych onemocnéni maze byt znacné
podobny - zarudnuti, otok dolni kon-
Cetiny, abnormality v RTG obraze.
Rozdil spociva piedevsim v lokalizaci
a v mife destrukce kostnich a kloub-
nich strukeur. Podstatou Charcotovy
osteoartropatie jsou v pocatecnim
stadiu mikrofraktury [14]. Stresové
fraktury a ob¢asné ruptury ligament
se objevuji pfi opakovaném zatézo-
vani v kombinaci s demineralizaci
kosti, deformitami a rigiditou klou-
bt [11,22]. Akutni Charcotova osteo-
artropatie i neuropatické frakecury
mohou vést k rozvoji deformaci
a k nestabilité nohy, coz muze byt
Casto pricinou zvy$eného vyskytu ul-

ceraci. Ke stabilizaci procesu a zame-
zeni rozvoje deformit mutze slouzit
aplikace TCC ¢i modifikované spe-
cidlni obuvi [21], pficemZ po 1écbé
TCC dochazi ke zlepseni klinickych
znamek Charcotovy osteoartropatie
(pokles koznich teplot, redukce edé-
mil) i dalsich ukazatelt aktivity one-
mocnéni [12]. Existuje pouze néko-
lik malo studii, které sledovaly tcin-
nost terapie syndromu diabetické
nohy, zejména neuropatickych frak-
tur pomoci TCC [5,24,25].

Cilem nasi studie bylo posoudit
tcinnost lécby syndromu diabetické
nohy pomoci snimatelnych TCC
v nejéastéjsich indikacich pouziva-
nych v podiatrické ambulanci u pa-
cientt s neuropatickymi ulceracemi,
s akutni Charcotovou osteoartropa-
tif a s neuropatickymi frakturami
a zhodnotit vyskyt komplikaci této
terapie v jednotlivych skupinich.

Metodika

Soubor pacientii

Do studie bylo konsekutivné zafaze-
no 74 pacientd, ktefi byli léceni v po-
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Z 22 pacient(i s nezhojenou akutni
Charcotovou osteoartropatii (63 %
nemocnych s akutni Charcotovou
osteoartropatif) doSlo béhem sledo-
vaného obdobi u 19 pacienti ke
zlep$eni klinického stavu a k signifi-
kantni redukci rozdilu koznich tep-
lot na dolnich konéetinach (2,74 +
+13vs2+13 °C;p <0,05) (graf 3).
Pouze u 3 pacientd doslo béhem te-
rapie snimatelnou TCC ke zhor$eni
lokélniho nalezu.

Ve skupiné neuropatickych frak-
tur nedoslo béhem sledovaného ob-
dobi ke zhojeni 2 pacientii - u 1 pa-
cienta bylo zaznamenino zlepSeni
patologického nilezu a u 1 pacienta
doslo béhem sledovaného obdobi ke
zhorseni patologického ndlezu.

Terapii snimatelnymi TCC jsme
v jednotlivych skupindch posuzovali
z hlediska vyskytu komplikaci této
lécby (graf 4). Nejcastéjsi komplikaci
byla zlomenina TCC, kterd se vysky-
tovala v 1. skupiné u 44 % nemoc-
nych, ve 2. skupiné u 57 % pacientti
ave 3. skupiné u 58 % pacientd; roz-
dil nebyl signifikantni. Otlakové ul-
cerace vzniklé z aplikace snimatelné
TCC se vyskytovaly nejcastéji u pa-
cientt 1é¢enych pro diabetické ulce-
race v porovnani s pacienty lécenymi
pro akutni Charcotovu osteoartropa-
tii a pro neuropatické frakeury (30 %
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Graf 3. Vyvoj rozdili kozZnich teplot u 19 pacientii s akutni Charco-
tovou osteoartropatii nezhojenych béhem terapie snimatelnou TCC

ve sledovaném obdobi.

vs 26 % vs 17 %; NS). Ojedinéle se ob-
jevila u nékterych pacientii bolesti-
vost kloubt, a to zejména SI sklou-
beni (3 % nemocnych z 2. skupiny).

Zavaznéjsi komplikace, mezi kreré
patfila progrese osteomyelitidy nebo
zvétSeni hloubky ulcerace a které
vedly k ukonceni terapie TCC, byly
nalezeny celkem u 7 pacientti s dia-
betickymi ulceracemi (26 %), u 3 pa-
cientd s akutni Charcotovou osteo-
artropatif (9 %) a u 1 pacienta ze
skupiny nemocnych s neuropaticky-
mi frakturami (8 %); rozdily nebyly
signifikantni.

Diskuse

V zahranici se TCC vyuzivaji v terapii
diabetickych ulceraci a akutni Char-
cotovy steoartropatie jiz fadu let
[8,25], v nasi republice vSak zkuge-
nosti s touto lécbou doposud publi-
kovany nebyly. V nasi studii jsme po-
suzovali dobu hojeni jednotlivych 1é-
zi i pocet zhojenych pacientt pomoci
TCC a komplikace této terapie. Do-
ba lé¢by TCC se signifikantné nelisi-
la mezi sledovanymi skupinami |
(6 +42vs 51+ 4vs 39+ 26; NS), |
avSak individuilni doba sledovani

byla ve studii variabilni.

A
ulcerace
komphkac1 30 %
30%
progrese
lokélniho zlomenina TCC
nalezu 44 %
26 %

B bolesti
kloubu
39 ulcerace
30%
komphkaa

0 %

progrese
lokélniho
nalezu
9% zlomenina TCC
57 %

C
bez ulcerace
komplikaci 17 %
33 %
progrese'
lokalniho
nélezu
8% zlomenina TCC
58 %

Graf 4. Vyskyt komplikaci pfi 1é¢bé snimatelnou TCC u pacientii s neuropatickymi ulceracemi

(n = 27; A), s akutni Charcotovou osteoartropatii (n = 35; B) a s neuropatickymi frakturami (n = 12; C).
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V nad{ studii doslo ke zhojeni
30 % pacient(t s neuropatickymi ul-
ceracemi v priméru za 6 mésicl.
Laing et al prokazali ve své studii
zhojeni vice nez 80 % ulceraci u dia-
betikii béhem 2mésiéni terapie [18].
Faktorem, ktery mohl zapficinit niz-
ké procento zhojeni diabetickych
ulceraci v nasi studii ve srovnani se
studii Lainga, byl zdvaznéjsi stupen
ulcerace i infekce [18]. Zatimco ve stu-
dii Lainga et al byla vétSina pacientil
s ulceracemi stupné 1 a 2 dle Wagne-
ra, v nasi studii méla vétsina pacien-
tt ulcerace stupné Wagnera 2 a 3.

Ve studii Armstronga et al byla srov-
navina hojivost diabetickych ulcera-
ci pomoci TCC v porovnani se spe-
cidlné upravenymi ortézami (aircast)
a poloviénimi terapeutickymi bota-
mi. Béhem 12 tydnu doslo k signifi-
kantné nejvy$simu procentu zhojeni
diabetickych ulceraci u pacientti 1¢é-
¢enych TCC v porovnani s pacienty
lé¢enymi specialné upravenymi orté-
zami a polovi¢nimi botami (89,5 %
vs 65 % vs 58,3 %) [1]. V téro studii
byli ale pomoci TCC léceni pacienti
s povrchovéjimi ulceracemi oproti
nasi studii. Hojivost diabetickych
ulceraci posuzovali také polsti auto-
#i ve své studii, podle které doslo bé-
hem 2 mésict ke zhojeni 90 % nemoc-
nych. Nicméné rozsah jejich ulceraci
byl podstatné mens{ v porovnani
s nasi studif (necelé 2 cm?) [10].

Jiné studie porovnavaly terapii
ulceraci pomoci TCC s jinymi zptiso-
by odlehéent, coz jsme v nasi studii
nesledovali. Napi. ve studii Arm-
stronga et al se porovnavala G¢innost
TCC, specidlnich ortéz a terapeutic-
ké obuvi na redistribuci tlakit v ob-
lasti paty pomoci pedobarografickeé-
ho vysetfeni. TCC signifikantné vice
redukovala tlaky v oblasti paty v po-
rovnan{ s ostatnimi odleh¢ovacimi
prostfedky [2]. Dalsi studie zkouma-
jici distribuci tlakd na planté proka-
zala, 7e maximélni plantirni tlaky
v piednozi byly viditelné redukovany
pomoci TCC v porovnan s tlaky pfi
chtizi v botich ¢i naboso, a to o vice
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nez 75 % [23]. Oproti Armstrongové
studii tlak lokalizovany v oblasti pa-
ty nebyl signifikantné odlidny po
aplikaci terapeutickych bot & TCC.
V nasi studii jsme pedobarografické
vySetieni neprovadéli.

V Laveryho studii autofi porovna-
vali hojivost ulceraci u pacientti s dia-
betickymi ulceracemi bez a se sou-
Casnou akutni Charcotovou osteo-
artropatii [19]. Signifikantné kratsi
dobu se hojily ulcerace u pacientit
s Charcotovou osteoartropatii, pies-
toze rozsah jejich ulceraci byl signifi-
kantné véts{ v porovnani se skupi-
nou pacienti 1é¢enych pouze pro neu-
ropatické ulcerace. Nicméné tito
pacienti méli kratdi anamnézu neu-
ropatickych defekt(i v porovnéni s pa-
cienty lé¢enymi pouze pro neuropa-
tické ulcerace (18 dni vs 89 dni).
Chronicita ulcerace tady hrala zfej-
mé podstatnou roli. V nasi studii by-
li hodnoceni pouze pacienti s Char-
cotovou osteoartropatii bez ulceraci.

V nasi studii se podafilo zhojit bé-
hem sledovaného obdobi 20 mésicti
37 % pacientt1 s akutni Charcotovou
osteoartropatii v praméru za dobu
7.9 + 3.5 mésictl. Sinacore et al uved-
li ve své studii 100% zhojeni Charco-
tovy osteoartropatie béhem pramérné
2,87 + 1,5 mésict, medin byl 6,73 mé-
sice [25]. Podle lokalizace Charcoto-
vy artropatie se lisila v Sinacorové
studii i doba hojeni pomoci TCC.
Delsi dobu se hojily artropatie loka-
lizované v oblasti stiedni &asti nohy,
paty a kotniku v porovnani s lokali-
zaci v piedni ¢asti nohy. Hojivost
Charcotovy osteoartropatie byla sig-
nifikantné ovlivnéna a prodlouZena
u pacientt, u kterych doslo k pozd-
nimu stanoven{ diagnézy. Rozdil v do-
bé hojeni Charcotovy osteoartropa-
tie v nai studii a studii Sinacora muze
spocivat pfedeviim v jinych krité-
riich hojeni osteoartropatie - Sina-
core pouzival jako kritérium hojeni
pouze klinicky obraz (dstup eryte-
mu, pokles koznich teplot), my jsme
pouzivali také scintigrafickd kritéria
[25].

Utinnost a komplikace 16tby snimatelnymi kontaktnimi fiXaem| s—

Hojeni neuropatickych fraktur by-
lo v nasi studii rychlej$i v porovnani
s délkou hojeni pacientil s neuropa-
tickymi ulceracemi nebo akutni Char-
cotovou osteoartropatii. Pfesto byva
hojeni neuropatickych frakcur obtiz-
n&jsi nezli u béznych frakrur [4].

Problémem pfi pouziti TCC u pa-
cientd se syndromem diabetické no-
hy muze byt zhorSena stabilita pa-
cienta. V nadi studii pouzivime na
zhotovenou TCC specidlné uprave-
nou obuv a ne podpatek jako u kla-
sickych sadrovych obvaza. Lavery et
al prokazali, Ze nestabilita pacienta
byla signifikantné vét3i u nemocneé-
ho s TCC a podpatkem v porovnani
s TCC a botou, se snimatelnou dla-
hou a s polovi¢ni botou [20].

V nas{ studii se pomérné casto vy-
skytovaly méné zavazné mechanické
komplikace, napf. zlomeniny TCC,
a to ve 49 %. Otlaky vznikajici pii lé¢-
bé snimatelnou TCC byly v nasi stu-
dii nalezeny v priméru u 25 % ne-
mocnych. Tyto otlaky vznikaji na pod-
kladé zlomenin TCC ¢& $patné
kompliance pacienta (nenoSeni pod-
paznich berli, aplikace ponozek &i
jiného kryti do TCC apod). Nové
vzniklé otlaky na stejné dolni konce-
tiné byly nalezeny ve studii Dzieciu-
chowicze az u 40 % nemocnych [10].

Zavazné komplikace lécby snima-
telnou TCC nebyly v nasi studii pti-
1i§ frekventované. Progrese lokalniho
nélezu vedouci k ukonéen terapie by-
la zaznamenana pouze v 11 % vSech
piipadi, vétsinou se jednalo o osteo-
myelitidu nebo progresi infekce
a ulcerace. Laing nalez] jako vedle;si
efekt TCC signifikantni zvySeni poc-
tu patogenil v diabetickych ulcera-
cich béhem terapie TCC [18]. Dalsim
vedlejsim nalezem pfi lécbé TCC
miize byt zhoreni mobility kloubt
dolnich konéetin. Napf. Diamondo-
va studie prokdzala, Ze pacienti
s neuropatickymi ulceracemi, ktefi
byli lé¢eni TCC v praméru 72 dni,
neméli zménénu hybnost v subta-
larnich kloubech, ale dorziflexe v ta-
lokruralnim skloubeni byla sniZzena

993




o mnenn UCiNN0St 2 komplikace iétby snimatelnymi kontaktnimi fixacemi

o 1 stuperi [9]. Tuto komplikaci jsme
v nasi studii nesledovali.

Po ukonceni terapie snimatelnymi
TCC ma pacient pouZivat preventiv-
ni obuv pro diabetiky nebo specidlné
upravené ortopedické boty. Prevod
by mél byt pozvolny, abychom zame-
zili reulceracim. Rekurenci neuropa-
tickych ulceraci prokazali Helm et al
ve své studii u 20 % nemocnych beé-
hem nésledujicich 25 meésici po
ukonéeni terapie TCC [13]. Pri¢ina-
mi novych ulceraci v téro studii byly
non-kompliance pacienta, porucha
biomechaniky, vyskyt osteofytii ne-
bo sekvestrii kosti, osteomyelitidy
a vyskyt deformit v rimci Charcoto-
vy osteoartropatie [13].

Lavér

Zavérem miizeme shrnout, Ze vy-
sledky nasi studie podporuji koncep-
ci, ze snimatelnd TCC je vhodnou
formou odlehdeni dolnich koncetin
u pacienttt se syndromem diabetické
nohy. Urychluje hojeni jak u pacien-
ta s akutni Charcotovou osteoartro-
patii, tak s neuropatickymi fraktura-
mi a diabetickymi ulceracemi. Pfed
aplikaci snimatelné TCC je ovsem
nutno zvazit indikaci téro formy lécby
u pacientti s osteomyelitidou a u in-
fikovanych diabetickych ulceraci
s klinicky zavaZznym nalezem. Lécbu
syndromu diabetické nohy pomoci
snimatelné TCC je vhodné fidit ze
specializovanych podiatrickych am-
bulanci pro diabetiky.

Price vznikla za podpory vyzkumného
zdméru MZ CR ¢ vz.: L17/98:00023001.
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Moderni prostredky k fixaci a odlehéeni

diabetické nohy

MUDr. Viadimira Fejfarovéa, Marta Kfizova, doc. MUDr. Alexandra Jirkovska, CSc.,
MUDr. Robert Bém, Jaroslav Pavlii, Centrum diabetologie, IKEM, Praha

Syndrom diabetické nohy je definovan podle
WHO jako infekce, ulcerace a/nebo destrukce hlu-
bokych tkani spojena s neurologickymi abnorma-
litami a rlznym stupném ischemické choroby
dalnich konéetin (Jirkovska, 2000b). Do syndro-
mu diabetické nohy fadime neuropatické ulcera-
ce na dolnich konéetinach, akutni Charcotovu os-
teoartropatii (odvapnéni dolnich konéetin, zbor-
cenfi kostnich struktur a fraktury kosti dolnich kon-
¢etin) &i neuropatické fraktury vzniklé na podkia-
dé& neuropatickych zmén na dolini konéetiné (kon-
senzus). Mechanizmus vzniku syndromu diabe-
tické nohy zahrnuje nékolik faktor(i, mezi né? fadi-
me zejména Spatnou kompenzaci diabetu vedou-
ci k rozvoji diabetické mikro- a makroangiopatie.
Na rozvoji diabetické nohy se pak podili predevsim
diabetickd neuropatie (motoricka, senzorickd
a autonomni) a ischemicka choroba dolnich kon-
¢etin. Dale ke vzniku syndromu diabetické nohy
pFispiva koufeni, rozvoj snizené pohyblivosti klou-
b a infekce. Vlivem zmin&nych faktora dochazi
ke zvy8eni plantarniho tlaku a k poruse kapilarni-
ho pratoku, coZ vede k ischemizaci tkani a k roz-
voji ulcerace (Jirkovska, 2000a). Pfedpokladany
mechanizmus rozvoje Charcotovy osteoartropa-
tie zahrnuje kombinaci téZké periferni i autonomni
neuropatie s opakovanymi mikrofrakturami na z4-
kladé lokd!Ini osteoporézy (Jirkovska, 2001).

Zakladem léEby syndromu diabetické nohy je
kromé lokdIniho osetfeni a lé¢by infekce vhodné
zvolena forma odlehé&eni dolnich kondetin, kterd
odstrani abnormalni tlaky lokalizované na planté
dolnich koné&etin. Odlehéeni plosek dolnich kon-
¢etin vede k urychleni hojeni diabetickych ulcera-
ci nebo k prevenci jejich rekurence (Calhoun et
al., 2002). Urcité formy odleh&eni konéetin jsou
schopny dolni konéetinu stabilizovat v pozadova-
né poloze a sniZit tak riziko $ifeni infekce imobili-
zacitkani a kioub( (Jirkovska, 2001). Typ odlehée-
ni dolni kongetiny je ovéem nutné pFizptsobit jak
véku, tak hmotnosti, aktivité a domacimu prostie-
df pacienta (Calhoun et al., 2002).

Neuropatické, neuroischemické a ischemické
ulcerace, akutni Charcotova osteoartropatie,
chronickd Charcotova osteoartropatie s ulceraci
a neuropatickeé fraktury jsou Ié¢eny rznymi me-
todami odlehéeni, a to tradiénimi nebo alternativ-
nimi modernimi prostfedky.

Mezi tradi¢ni metody odlehéeni dolnich konée-
tin fadime aplikaci specialnich viozek, které slou-
Zi k lokalnimu odlehéeni dolni kon&etiny v misté
ulcerace. VioZky jsou sloZeny z nékolika vrstev

polyuretanovych materialQi, ptiéemz nékteré
z nich jsou zpevnéné korfantem. Vlozky jsou
upraveny antibakteridlné a termomodulaéné. Po-
uZivaji se v obuvi, kters je protetikem zhotovena
pfimo na miru pacientovi.

V nasich podminkach se nejéastgji k odlehéeni
dolni kongetiny pouZivéa terapeuticka, tzv. polo-
viéni bota. Polovi¢ni boty jsou obvykle indikova-
ny k lé¢bé neuropatickych, neuroischemickych
i ischemickych defektt dolnich koné&etin spolu
s podpaznimi berlemi, které pomohou zlepsit sta-
bilitu pacienta. Existuji dva zakladni typy polovig-
nich bot. Rozdélujeme je podle typu podrazky na
poloviéni botu odlehéujici pfedni &ast plosky
a druhy typ, ktery odlehéuje oblast paty (obr. 1
a 2). Tyto boty mohou byt vyrobeny z kiiZze, nic-
méné prefabrikované terapeutické boty jsou zho-
tovovany z mékkych latkovych material(l. Polo-
viéni bota je obvykle dostateéné pohoding, siroka
i pro obvazovy kryci material. Vyhodou poloviéni
boty je jeji snadna udrzovatelnost a jednoducha
aplikace, nevyhodou pak brzké opotfebeni, zhor-
Seni stability téla, bolestivost patefe & kloubd
kontralaterdiIni konéetiny.

Obr. 2

Obr. 1

Zku$enosti s pouZivanim polovi¢nich bot jsou
pomérné rozsahlé nejen v cizing, ale i u nas. V rdz-
nych studiich bylo prokazano, #e poloviéni boty
jsou schopné zhojit 58-96 % diabetickych ulcera-
ci za cca 60-70 dni {Chantelau et al., 1993; Lavery
et al., 2004). Chantelau a spol. srovnavali hojivost
diabetickych ulceraci pomoci poloviénich tera-
peutickych bot a preventivni obuvi. Median doby
hojeni diabetickych ulceraci byl krat$i (70 dni)
v porovnani s dobou hojeni pomoci preventivni
obuvi (118 dni). Pacienti lé&eni dia obuvi byli do-
konce ¢€astéji hospitalizovani pro syndrom diabe-
tické nohy v porovnani s pacienty lé¢enymi polo-
vi¢ni botou (Chantelau et al., 1993). V nasi repu-
blice mame také zkusenosti s aplikaci poloviénich
bot u pacientli se syndromem diabetické nohy,
nicméné lécebné vysledky nebyly doposud publi-
kovany.
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Syndrom diabetické
nohy je definovén podle
WHO jako infekce,
ulcerace a/nebo
destrukce hlubokych
tkani spojend

s neurologickymi
abnormalitami a rliznym
stupném ischemické
choroby dolnich
koncetin. Do syndromu
diabetické nohy fadime
neuropatické ulcerace
na dolnich koncetinach,
akutni Charcotovu
osteoartropatii
{odvapnéni dolnich
koncetin, zborceni
kostnich struktur

a fraktury kosti doinich
kon&etin} i
neuropatickeé fraktury
vzniklé na podkladé
neuropatickych zmén
na doini konéeting.
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Zakladem lécby
syndromu diabetické
nohy je kromé lokdlniho
oSetfeni a l6Chy infekce
vhodné zvolend forma
odleh&enf dolnich
kongetin, kterd odstranf
abnormaini tlaky
lokalizované na planté
doinich konéetin.

Graf 1

Vyskyt komplikaci
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snimatelnymi
kontaktnimi fixacemi
v nasi studii
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Dalsi metodou odleh-
¢eni dolni koncetiny je
pouziti ortézy Walker,
ktera je vyrobena z plastu
vypodloZzeného mékkym
molitanovym materidlem
(obr. 3). PouZiti ortézy
Walker je indikovéno
u pacientl s neuropatic-
kymi a neuroischemicky-
mi defekty a k dolééeni
akutni Charcotovy osteo-
artropatie. Ortézou Wal-
ker se lé¢i i akutni Charcotova osteoartropatie
u pacientd, u kterych je l1é¢ba snimatelnymi kon-
taktnimi fixacemi kontraindikovana. Nicméné ne-
ni vhodné lé¢it véechny pacienty s akutni Charco-
tovou osteoartropatii Walkerem, jeliko? tato orté-
za neni schopna zarugdit stabilitu kloubt a kosti
doini kon&etiny. Vyhodou ortézy Walker je nizka
cena v porovnani se zhotovenim snimatelné kon-
taktni fixace a vyménitelny vnittni kryci material.
Pacienti s Walkerem nepotfebuji oproti pa-
cientdm s kontaktnimi fixacemi absolvovat ob-
sahlou edukaci o noseni ortézy. Nevyhodou je
snadné snimani ortézy a tim horsi compliance pa-
cienta. Proto snahou nékterych autori je zne-
snadnit snimdni ortéz pomoci zasadrovani povr-
chu Walkera.

V nadi republice se ortézy Walker pouZivaji po-
mérné kratkou dobu. Vétsi zkusenosti s jeji aplika-
ci maji v zahraniéi. Armstrong a spol. sledovali ve
své studii aktivitu pacientl lééenych Walkerem.
Pacienti byli pomérné aktivni (hodnoceno kroko-
mérem — primérné 1219 krok(), zajimavym zjis-
t&nim byl i fakt, Ze pa- .
cienti nosili walkerovu
ortézu pouze 60 % dennfi
doby (Armstrong et al.,
2003).

Dalsi, méné obvyklou
formou odlehéeni dolni
kongetiny, je ortéza Air-
Cast (obr. 4). Tato ortéza
je stabilné&jsi v porovnani
s ortézou Walker, pfi-
¢emz se pouziva ke stabi-
lizaci dolnich koncetin
u pacientl, ktef maji
stejnou indikaci k odlehéeni dolni konéetiny jako
pacienti lé¢eni kontaktnimi fixacemi (viz niZze). Na
vyrobu ortézy AirCast se pouziva plastovy mate-
rial. Uvnitf ortézy je mékké vypodloZeni a jsou zde
umistény i zdsobniky vzduchu slouZici k ochrané
celé koncetiny a pulzatilni kompresi nohy ptisobi-
ci 1é€ebné naptiklad na edémy dolnich koné&etin,
Zilni insuficienci. Nevyhodou ortézy AirCast je vy-
soka cena (vy$si neZ jsou naklady na kontaktni fi-
xaci). Klinické zkuse-
nosti s jeji aplikaci u pa-
cientd se syndromem
diabetické nohy jsou
v nasi republice mizivé.
Doposud pouze Lavery
a spol. zverejnili studii
zkoumaijici Gc¢innost od-
lehé&eni oblasti diabetic-
kych viedd pomoci
kontaktnich fixaci v po-
rovndni s komeréné vy-
rabénymi prostiedky.

Obr. 3

Obr. 4

Obr. 5
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Odlehéeni dolnich konéetin pomoci AirCast ne-
dosahovalo takové ucéinnosti jako p¥i noseni kon-
taktnich fixaci (Lavery et al., 1996).

Ortézy se specialnimi vlozkami (obr. 5) jsou in-
dikovany u pacientd k dohojeni diabetickych ul-
ceraci, dohojeni jizev po nizké amputaci, k 1é&bé
pacientd s akutni ¢i subakutni Charcotovou os-
teoartropatii, ktefi nespolupracuji nebo ktefi maji
kontraindikaci aplikace kontaktni fixace. Ortézy
jsou vyrobeny z tvrzenych plastovych materialG
{(polyetylen nebo polypropylen vinylchlorid) a mék-
kého kryti; zapindni ortéz je na suché zipy (velcro).
Vyhodou je zlepseni mobility pacienta, nevyho-
dou je moZny rozvoj otlakovych ulceraci pFi noge-
ni rigidnich ortéz.

V nasi republice dochazi v posledni dobé k roz-
$ifovani aplikace kontaktnich fixaci. Existuji dva
zakladni typy kontaktnich fixaci, a to rigidni (ne-
snimatelné) a semirigidni (snimatelné) fixace.
Kontaktni fixace (TCC = Total Contact Cast) jsou
indikovany u pacientll s neuropatickymi a neuro-
ischemickymi ulceracemi, u akutni a subakutni
Charcotovy osteoartropatie a neuropatickych
fraktur. TCC jsou vyrobeny z tvrdych a pruznych
material(, sadrovaciho obvazu a mékkého filco-
vého kryti (Fejfarova et al., 2005 v tisku). TCC
umoziuje redistribuci vertikalnich tlakd na planté
a vylouceni maximalnich tlakd na exponovana
mista (Laing, 1997), napf. sniZuje tlak v oblasti hla-
vicek metatarzl az o 75 %. TCC redukuje aktivitu
pacienta (méfeno krokomérem; Armstrong et al.,
2001). Nevyhodou TCC je komplikovangjéi aplika-
ce a vy35i hmotnost fixace v porovnani's polovié-
ni botou. Déle mdZe TCC omezovat pacienta pFi
chdzi, myti a ve spanku. Nejvétsi nevyhodou TCC
je moZny rozvoj otlakovych defekt(, zvyseny vy-
skyt mykoz, zhorseni pohyblivosti talokrurainiho
skloubeni, progrese defektu a zejména rozvoj in-
fekce a osteomyelitidy. Nicméné podle nasich
zkusenosti nejsou zavazné komplikace 1écby TCC
tak Casté (graf 1; Fejfarova et al., 2004).

V zahrani¢ni literatufe se midZeme setkat s po-
meérné bohatymi zkusenostmi s Iéébou TCC. Rada
autorl prokézala zhojeni 70-100 % diabetickych
ulceraci pomoci kontaktnich fixaci b&hem 28-68
dni (Myerson et al., 1992; Helm et al., 1984; Lave-
ry et al., 1997, Armstrong et al., 2001, Lavery et
al., 2004). Caravaggi a spol. prokazali zlepgeni
a urychleni hojeni diabetickych ulceraci pomoci
TCC v porovnani s 1é€bou provadénou specidlni
terapeutickou obuvi (Caravaggi et al., 2000). Po-
dobné vysledky nalezlii Armstrong a spol. pfi léé-
bé pacient( s neuropatickymi ulceracemi v oblas-
ti pfednozi a paty pomoci TCC v porovnani se
specialné upravenymi dlahami a poloviénimi bo-
tami (zhojeni 90 % vs. 65 % vs. 58 % pacient(,
respektive; Armstrong et al. 2001; Armstrong et
al., 1999).

Nékteré studie dokonce prokazaly, ze hojivost
diabetickych ulceraci je p¥i pouZiti TCC vy$$i v po-
rovndni s lokalnim pouZitim riznych agens (napft.
ristovych faktorl, nahradnich bioinZzenyrsky
zpracovanych tkani, specialniho kryti (Veves et
al., 2001; Veves et al., 2002; Gentzkow et al.,
1996; Wieman et al., 1998).

Jak bylo zminéno, TCC se vyuZivaji i v léébé
akutni Charcotovy osteoartropatie. Gill a spol.
prokazali, Ze pomoci TCC dochazi ke zlep$enf kli-
nickych znamek Charcotovy osteocartropatie (po-
kles koznich teplot a redukce edémda) i parametr(
zobrazovacich metod (Gill et al., 1997). Rozdily
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v dobé& hojeni Charcotovy
osteoartropatie ovSem za-
visi i na lokalité patologic-
kého procesu, jelikoZ Char-
cotova osteoartropatie lo-
kalizovana v oblasti stfedo-
noZi, paty a hlezna se hoji
déle v porovnani s ptedni
&asti nohy (Sinacore, 1998).

V naéi praxi jsme modi-
fikovali aplikaci snimatel-
nych kontaktnich fixaci podle riznych protetic-
kych metod. Jednou z atypickych forem kontakt-
nich fixaci je fenestrovana kontaktni fixace, ktera
je indikovdna u pacient( s neuropatickymi ulcera-
cemi ke snazsimu lokainimu osetfovani (obr. 6).
Novéji se pouzivé v nasi klinické praxi i kontaktni
fixace modifikovana podle Sarmienteho. Tento

Obr. 6

typ fixace je uréen k odleh-
éeni neuropatickych ulce-
raci v terénu vyraznych de-
formit pfi chronické Char-
cotové osteoartropatii, k od-
lehdeni dolnfch koncetin
s osteomyelitidou tarzal-
nich nebo hlezennich kosti
(obr. 7). Vyhodou této fixa-
ce je zména tézisté prislus-
né kongetiny, které se pre-
souva z oblasti plosky do oblasti kolenniho klou-
bu. Posledni modifikovanou fixaéni metodou ur-
¢enou k odlehéeni neuropatickych ulceraci zej-
ména v oblasti pfednoZi je tvorba plastové fixaéni
obuvi. Nékteré z typ0 obuvi (Mabel shoe, scoich
cast boot apod.) se pouzivaji v omezené mife
v zahranicl.

Obr. 7

Odlehéeni dolnich konéetin u pacienti s neuropatickymi a neuroischemickymi ulceracemi,
akutni a subakutni Charcotovou osteoartropatii a neuropatickymi frakturami je jednim z nejd-
lezitéjsich faktor(i lééby syndromu diabetické nohy. Vidy je ovsem nutno pfi vybéru vhodné

metody odlehéeni dolni konéetiny zohledfovat indikace, ekonomické aspekty, vék a moznosti
pacienta. Veimi diileZité jsou pravidelné kontroly pacienta v podiatrické ambulanci. Kontroly by
mély byt zaméfené nejen na zhodnoceni lokalniho stavu dolni koncetiny, ale i spoluprace pa-
cienta.
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fixaci |

Fejfarovd V, Jirkovskd A, KFiZovd M, Pavli J

Centrum diabetologie, IKEM Praha
Pfednosta: Prof. MUDr. Tereza Pelikanova, DrSc.

V soucasné dobé pfistupujeme komplexné k podiatrické
péCi o pacienty se syndromem diabetické nohy. Lécba syn-
dromu diabetické nohy (1) zahrnuje kompenzaci diabetu,
1é¢bu infekénich komplikaci, chirurgické a radiologické in-
tervence, lokdlni terapii a v neposledni fad¢ vhodnou me-
todu odleh¢eni dolnich koncetin (DK). Odleh¢ovaci techni-
ky napomahaji stabilizaci a 16¢bé& abnormalit DK, jelikoZ
odstrani abnormalni tlaky piisobici na chodidla DK. Ur¢ité
formy odlehCeni jsou schopny stabilizovat DK v poZado-
vané poloze a sniZzit tak riziko ¥ifeni infekce imobilizaci
tkdni a kloubli (2). Tento mechanismus odleh&eni vede
k urychleni hojeni diabetickych ulceraci nebo k prevenci
jejich rekurence. Aviak vZdy je nutné piizplsobit typ od-
leh¢eni v€ku, hmotnosti, aktivité a domicimu prostéedi
pacienta (3).

Rizné metody odleh¢eni DK jsou indikovany podle pfi-
tomné patologie. U pacientil s neuropatickymi & neurois-
chemickymi ulceracemi indikujeme obvykle v prvni fézi
onemocnéni 1éCbu terapeutickou ,,polovi¢ni* botou s odleh-
Cenim pfisluiné ¢asti DK. V nasi republice, podobné jako
v zahranici, je jiZ tato metoda hojn& pouzivana. Aviak hoje-
ni syndromu diabetické nohy neni v porovnani s ostatnimi
metodami odleh&eni DK tak Gsp&sné (4).

Pokud v prvni fazi 16¢by selZe tato metoda terapie, voli-
me jako dalsi moZny prostfedek odlehéeni DK ortézu typu
Walker, Aircast, ,,vakuovou ortézu*“ VACOdiaped nebo kon-
taktni fixaci (§).

V nasi praxi se zabyvame pfedev§im aplikaci kontaktnich
fixaci. V zdkladnich doporucenich mezinarodni skupiny pro
vyzkum a 1éCbu syndromu diabetické nohy (1) je kontaktni
fixace metodou volby v 1é¢bé neuropatickych ulceraci,
akutni a subakutni Charcotovy osteoarthropatie. V nasi re-
publice je indikace 1é¢by kontaktni fixaci omezena zejména
finan¢ni dostupnosti metody, kvalifikaci zdravotniki v po-
diatrické péci a Casovou ndro¢nosti aplikace.

V klinické praxi pfedeviim z ekonomickych davodi po-
uZivame jak pro pacienty s neuropatickymi ulceracemi, tak
pro pacienty s akutni ¢i subakutni Charcotovou osteoarthro-
patii snimatelnou kontaktni fixaci. Jeji velkou vyhodou je

N

ci a dle klinickych studii i urychlené hojeni syndromu dia-
betické nohy (4, 6). U akutni ¢i subakutni Charcotovy oste-
oarthropatie je jednozna¢né indikovano odleh&eni DK po-
moci kontaktni fixace, nejlépe rigidni. Ov§em nevyhodou
terapie rigidnimi fixacemi je fakt, Ze tato 1é¢ba vyZaduje
Casté ambulantni kontroly a velky pocet vymeén fixaci (pfi
kaZdé ambulantni nav§téve).

Mechanismus plisobeni kontaktni fixace spociva v redi-
stribuci vertikalnich tlakii pisobicich na plantu DK a vylou-
¢eni maximdlnich tlakil na exponovana mista (7). Kontaktni
fixace napoméhd i omezeni aktivity pacienta (4). Nevyhodou
kontaktni fixace je komplikovangjsi aplikace a vy$¥i hmot-
nost fixace v porovnani s polovi¢ni botou. Dile miaZe kon-
taktni fixace omezovat pacienta pfi chiizi, myti a ve spanku.
Nejvetsi nevyhodou kontaktni fixace je moZny rozvoj otla-
kovych defektl, zvySeny vyskyt mykéz, zhorSeni pohybli-
vosti talokrurdlniho skloubeni, progrese defektu a zejména
rozvoj infekce a osteomyelitidy. V na$i studii, kterd zkou-
mala vliv 1é¢by snimatelnymi kontaktnimi fixacemi na hoje-
ni syndromu diabetické nohy, se zdvaZné komplikace vedou-
ci k ukonceni této terapie vyskytovaly v 11% pfipadt. Byl
zaznamenan vys3i vyskyt technickych komplikaci jakymi
byly zlomeniny fixaci (49%). Druhou nej¢astéjsi komplika-
ci (25%) 1écby snimatelnymi kontaktnimi fixacemi byly
otlakové ulcerace (8).

DalSimi modifikovanymi fixa¢nimi prostfedky jsou fene-
strovand kontaktni fixace, kterd je indikovéna u pacientd
s hlubsimi neuropatickymi ulceracemi (W3) ke snaz$imu lo-
kalnimu oSetfeni DK (obrédzek 1) a kontakini fixace modifi-
kovana dle Sarmienteho (5). Posledni typ fixace je urden
k odlehCeni neuropatickych ulceraci v terénu vyraznych de-
formit pfi chronické Charcotové osteoarthropatii, k odlehce-
ni DK s osteomyelitidou tarzdlnich nebo hlezennich kosti
(obrdzek 2). Vyhodou této fixace je zména t&Zi’té piislusné
koncetiny, které se pfesouva z oblasti plosky do oblasti ko-
lenniho kloubu.

Nektefi pacienti pfichazeji do nasi ambulance jiZ s velkou
deformitou DK, u které nelze bez korekeni ortopedické o-
perace dospét k normalizaci defigurace kloubu. Abychom
zabranili rozvoji jeSt€ vyrazn&jsich deformit, doporucujeme
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Obr. 3

Obr. 5

Tabulka 1: Typy materidld pouZivanych v tvorbé fixaci

rigidnf

TYPY MATERIALU | NAZEV MATERIALU | FIRMA
Kryci materidly Stockinet 3M, Borken,
Némecko
Cellona Lohmann& Rauscher,
Neuwid, Némecko
Podkladové Cellona Lohmann& Rauscher,
a zacist. materialy Neuwid, Némecko
Roltasoft Hartmann,
Heidenheim,
Némecko
Fixa¢ni materidly | Cellacast-Xtra Lohmann&Rauscher,

Neuwid, Némecko

semirigidni

Scotchcast 3M, Neuss, Némecko
Rhenacast Hartmann,
Heidenheim,
Némecko
Fixa¢ni materidly | Softcast 3M, Santé, Francie

Obr. 4

Obr. 6

odlehcit DK pomoci pojizdného voziku v kombinaci s fi-
xacni dlahou a elastickou bandazi (obrazek 3).

V pfipad€ pacientli s neuropatickymi ulceracemi nebo
s akutni Charcotovou osteoarthropatii a vyraznou obezitou
(BMI 33-35 kg/m?) doporucujeme misto kontaktnich fixaci
aplikaci plastickych ortéz zhotovenych pfimo na miru (5).
Vyhodou specidlnich ortéz je zlepSeni mobility pacienta.
Nevyhodou je moZny rozvoj otlakovych ulceraci pfi noSeni
rigidnich ortéz.

Americti autofi modifikovali odlehéeni DK pomoci orté-
zy Walker. JelikoZ compliance pacientti 1é¢enych touto for-
mou odleh¢eni nebyla pfili§ uspokojiva (pacienti nosili or-
tézu cca 60 % denni doby) (9), zvolili autofi novy zptisob
aplikace ortézy Walker, a to tzv. ,Instant Contact
Cast“(ICC). ICC spociva v aplikaci jiz zminéné ortézy
a v jejim néasledném zasadrovani pfimo na postizené DK
(10).

Zhotoveni fixacnich prostiredku
(dlahy, kontaktni fixace):

Ke zhotoveni vySe zminénych fixa¢nich prostfedki po-
uzivdme materidly kryci, podkladové, zacistovaci a samot-
né fixacni materidly (tabulka 1).

Nejjednodussimi formami fixaci jsou L nebo LU dlahy.
Typ dlahy vybirdme podle miry nutnosti stabilizace defor-
mity DK, kterd vznikla na podkladé osteomyelitidy ¢i vy-
razné zprogredované akutni Charcotovy osteoarthropatie.
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Obr. 7

Obr. 9

Pokud chceme aplikovat L ¢i LU dlahu, je nutné nejprve
oSetfit DK, zejména pak neuropatickou ¢i neuroischemic-
kou ulceraci. Poté aplikujeme na DK puncochovity materi-
al bavinéného charakteru (napf. Stockinet, 3M, Borken,
Némecko). V dalsi fazi se jiz ptiklad4 specialni filcové kry-
ti (Cellona, Lohmann & Rausher, Neuwid, Némecko)
(obrazek 4), které ma v maximdlni mife zabranit rozvoji
otlakovych ulceraci v predispozi¢nich mistech deformit
a prominenci kostnich struktur (kotniky, nart, event. pfedni
hrana tibie). Dale vytvafime platformu ze sadrovaciho ob-
vazu. Nasledné se jiZ pfiklada L dlaha z rigidniho materidlu
(napf. Scotchcast, 3M, Neuss, Némecko), ktera se v nékte-
rych pfipadech pro zvySené zpevnéni dlahy dopliuje
i U dlahou ze stejného materidlu. VZdy je nutné natvarovat
DK do poZadované polohy — fyziologicka flexe v hleznu
(90°) a navozeni fyziologického postaveni kloubti DK.
Dlaha se zafixuje v poZadované poloze pomoci aplikace se-
mirigidniho materidlu (Softcast, 3M, Santé, Francie).
Nasledné je nutné zvolit vhodné vykrojeni dlahy tak, aby-
chom se vyhnuli pfitomnému defektu a abychom neporusi-
li stabilitu dlahy (obrdzek 5). Ve findle upravime prstovou
oblast a okraj dlahy mékkym krycim materidlem tak, aby
ostré okraje neporanily koncetinu.

Dlahy je vzdy nutné aplikovat pfimo po lokdlnim oSetfe-
ni na DK spolu s elastickou bandédzi. Je nutné zdtraznit, Ze
se nejednd o konecné feSeni odlehceni postizené DK (ko-
ne¢nym je plasticka ortéza). Dlaha ve spojeni s odleh¢enim

Obr. 10

pomoci pojizdného voziku je schopna zastabilizovat akutni
fazi onemocnéni a pomuzZe preklenout obdobi pfechodu ne-
moci do chronického stadia.

Zhotoveni rigidni kontaktni fixace je pomérné rychlé
a ne piili§ slozité (obrazek 6). Na jiZ oSetfenou DK aplikuje-
me puncochovity materidl (napf. Stockinet, 3M, Borken,
Némecko). V dalsi féazi se jiz pfiklada specidlni vatové vy-
podloZeni (napf. Roltasoft, Hartmann, Heidenheim,
Némecko), které v maximalni mife zabratiuje rozvoji otlako-
vych ulceraci v predispozi¢nich mistech, kterd jsou charak-
teristickd tenkou vrstvou kiiZze a podkoZi a prominenci kost-
nich struktur (viz vySe). Na takto pfipravenou DK nato¢ime
rigidni materidl (napf. Scotchcast, 3M, Neuss, Némecko) ta-
kovym zptsobem, Ze okopirujeme pfesné povrch téla. Tvar
fixace se snaZime uzpusobit fyziologickému postaveni DK
(fyziologické postaveni kloubti DK a flexe v talokrurdlnim
skloubeni 90°). V posledni fazi se tvaruje prstova oblast fi-
xace pomoci mékkého kryciho vypodloZeni.

V nasi republice se v posledni dobé nejcastéji rozsituje
aplikace snimatelnych kontaktnich fixaci (8, 11). Existuje
jiz fada zahrani¢nich studii jak americkych (4,12-14), tak
evropskych (15), které jednozna¢né prokazuji vyrazny be-
nefit 1é¢by kontaktnimi fixacemi na hojeni syndromu diabe-
tické nohy.

Zhotoveni snimatelné kontaktni fixace probihd v néko-
lika etapédch (11). V prvé fadé€ je nutné u pacientii s neuro-
patickymi ulceracemi oSetfit vied pomoci lokédlniho debri-
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dementu a na povrch ulcerace vloZit vhodné lokalni kryti
(obrazek 7; 11). Abychom docilili maximalniho odleh&eni
dané ulcerace, aplikujeme do okoli defektu silné filcové
vypodloZeni (Cellona, Lohmann and Rausher, Neuwid,
Némecko), které vytvarujeme podle plosky nohy, velikos-
ti a pozice defektu (obrazek 8). Na takto pfipravenou DK
se natahuje punCochovity materidl (napf. Stockinet, 3M,
Borken, N&mecko) a nésledn& specidlni filcové kryti
(Cellona, Lohmann and Rausher, Neuwid, Némecko) (ob-
rdzek 9). Stability snimatelné fixace je docileno aplikaci
rigidnich materidli ve formé& dlah. Na plantu DK se apli-
kuje klasicky saddrovy obvaz. Dale se pfiklada k plosce DK
a na zadni plochu lytka dlaha z rigidniho materialu, ktera
je ve tvaru pismene L (napf. Scotchcast, 3M, Neuss,
TCC je aplikace semirigidniho materidlu (Softcast, 3M,
Santé, Francie). Ten musi kopiroval povrch DK a zafixo-
vat jej v poZadované poloze, a to v 90° dorzalni flexi
v hlezennim kloubu. Obvykle se materiil nata¢i na DK ve
2-3 vrstvach. Ke konci zhotoveni fixace je upravovana
prstova oblast fixace tak, aby se vytvofil dostate¢ny pro-
stor pro prsty DK a aby bylo moZné je vizualné kontrolo-
vat (obrazek 10). Po 20 minutach po zatvrdnuti materidlu
je kontaktni fixace rozstfiZena. Poslednim krokem v apli-
kaci snimatelné kontaktni fixace je vyrobeni malé snima-
telné rigidni dlahy, kterd se umistuje do pretibidlni oblasti.
Tato dlaha ma schopnost zabrénit tfecim pohyblim uvnitf
sadry. Taktéz brani tvorbé zlomenin fixace v oblasti kotni-
ku, které mohou vznikat ¢asnym nebo nepfipustnym po-
hybem hlezna pfi doSlapu. Kone¢né tpravy fixace spoci-
vaji v oblepeni TCC néplasti a tenkym podkladovym
filcovym materidlem.

Zavérem lze shrnout, Ze rizné metody fixaci ndm poma-
haji zastabilizovat patologicky proces na DK nebo vést
k usp&€Snému vyléceni pacient{l s neuropatickymi ulcerace-
mi a akutni Charcotovou osteoarthropatii. I pfes pomérné
velkou finanéni a ¢asovou ndro¢nost aplikace fixaci z kon-
taktnich materialti doufame, Ze dojde k jejimu vét§imu roz-
Sifeni i v na8i podiatrické péci.

Price byla podporovana grantem IKEM (MZO
00023001).
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Lécba syndromu diabetické
nohy kontaktni fixaci

Fejfarovd, V., Jirkovskd, A., KiZovd, M., Fexovd, P.

Klinika diabetologie, IKEM, Praha
Prednostka: Prof. MUDTr. Terezie Pelikdnov4, DrSc.

Souhrn

Syndrom diabetické nohy je jednou z pozdnich komplikacf
onemocnéni diabetes mellitus. Soué4sti syndromu diabetické
nohy byvaji ve v&tsin& pfipadi neuropatické &i neuroischemic-
ké ulcerace vyZadujici dlouhodobou terapii, pfi které nedoch4-
zi vidy k uspokojivému hojeni. Kromé& klasického postupu
v 16¢bé& diabetickych ulceracf pomoci polovi¢nich bot zavadi-
me v posledni dobé i nové&jsi metodu odlehdent ulcerac, a to
metodu aplikace snimatelnych kontaktnich fixaci. Tato metoda
se zd4 byti uinn&j¥{ oproti 16¢b& specidln€ upravenymi botami
& polovini botou, nicmén& metoda je Casové i persondlné na-
roCnd.
Kli¢ov4 slova: kontaktni fixace, syndrom diabetické nohy

Summary
Total contact cast in the treatment of the diabetic foot
Prof. MUDr. Terezie Pelik4nova, DrSc.

The diabetic foot is one of the late complications of diabe-
tes mellitus. Neuropathic or neuroischemic ulcers represent the
most cases of the diabetic foot. These ulcers require long-las-
ting therapy, which does not achieve always successful outco-
mes. Instead of classic principle of diabetic foot therapy by half
shoes, we introduced a new off-loading method — application
of removable total contact cast. This treatment seems to be mo-
re effective in comparison with the therapy by special shoes or
half shoes. However this method is timely consuming and re-
quires team approach.

Key words: total contact cast, diabetic foot

Syndrom diabetické nohy je jednou z pozdnich komplikaci
diabetu. U 10 % pacienti s diabetem dojde k rozvoji diabetic-
kych ulceraci (Konsensus 1999), které jsou neuropatického,
neuroischemického &i ischemického ptivodu. Ulcerace dolnich
kondetin se objevuji u pacientil s diabetem vlivem alterace au-
tonomnich, motorickych a sensorickych nervovych vléken.
Porufen4 inervace vede k rozvoji predispoziénich faktorl
a malformaci, mezi n&Z fadime vznik kladivkovych prstd, roz-
voj prominenci metatarsdlnich hlavitek a ztrity podélné &i
pfi¢né klenby (Konsensus 1999). VySe jmenované faktory ve-
dou ke zvy$enf tlaku v urtitych predominantnich mistech, kte-
rymi se stivaji u pacientl s diabetem pfedeviim hlavi¢ky me-
tatarsalnich kosti a oblast calcaneu.

Dal3i soud4sti syndromu diabetické nohy je tzv. Charcotova
osteoartropatie, pfi které doch4zi ke zvySené kostni resorpci,

kter4 je zpisobena zvySenym krevnim priitokem v distélnich
partiich dolnich kor€etin (AV shunty) a déle zvy3enou osteo-
klastickou aktivitou. Tyto patofyziologické mechanizmy &asto
vedou k patologickym frakturdm kosti. Charcotova osteoartro-
patie postihuje zejména tarsometetarsilni a metatarsophalan-
gealni klouby (Imhoff 1988).

Standardni 1é&ba syndromu diabetické nohy se skl4d4 z ng-
kolika krokd. Prvnim je lokAlnf terapie syndromu diabetické
nohy pomoc{ debridementu a odstranéni hyperkerat6z.
Sout4sti terapie syndromu diabetické nohy je antibiotick4 16¢-
ba infekce, jelikoZ vétSina diabetickych ulceracf byvéa velmi
asto infikovéana polygenni mikrobidlni flérou (Lavery et al.
1995), kter4 znesnadituje hojivost ulcerace. Nedilnou soudésti
16¢by syndromu diabetické nohy je i metabolickd kontrola, tzn.
kontrola kompenzace diabetu (HbAlc), lipidového spektra,
hmotnosti. U diabetickych ulcerac je dle nutné najit vhodnou
formu odleh&eni dolnich konéetin af jiz pomoci specidlng u-
pravenych bot, polovi&nich bot, nebo i nové kontaktnich fixa-
cf (Konsensus 1999).

Charcotova osteoartropatie vyZaduje rekalcifikalni terapii
a odleh&enf dolnich kon&etin pomoci snfmatelnych ¢i rigidnich
kontaktnich fixaci (Jirkovska 2001).

Aplikace kontaktnich fixacf m4 n&kolik nespornych pfed-
nosti. Jednou z nich je rovnom&mé rozloZeni tlaku ptisobiciho
na dolnf kon&etinu, coZ lze vySetfit pomoci distribuce tlakl
rozloZenych v plant® dolnf konZetiny (podometr). Déle jsou
kontaktnf fixace schopny redukovat rozvoj edémil dolnfch
konCetin. :

V literatufe jiZ existuje celd fada studif zkoumajici G¢inek
kontaktnich fixacf na hojivost diabetické nohy. N&které studie
porovnavaji zejména Ginnost riznych typi odlehCeni dolnich
kondetin v&etnd kontaktnich fixaci. Napf. Caravaggi a spol.
prokézali urychlené hojenf ran pfi 16¢b€ kontaktnimi fixacemi
(TCC) v porovnén{ s ulceracemi léCenymi specidln€ uprave-
nou terapeutickou obuvi. Prokézali zhojenf 50 % ulceraci pti
16&b& TCC oproti 21 % 1é&enym specidlni obuvi (Caravaggi et
al. 2000). PHi srovnan{ hojivosti diabetickych ulceracf pomoci
riznych metod odlehenf prokizali ameriéti autofi vyrazn€
vy38i procento hojivosti diabetickych ulceract pfi 16¢b& TCC
v porovnini se snimatelngmi dlahami a polovi¢nimi botami
(90 % vs. 65 % vs. 58 %, respektive). Pfi hodnoceni aktivity
pacienti pomoc{ krokom&ri byli pacienti 1éeni TCC méng ak-
tivnf ve srovnéni s ostatnfmi dv€mi skupinami (Armstrong et
al. 2001). Ve studii Lainga a spol. do3lo u 80 % diabetickych
ulceraci 16%enych TCC ke zhojenf b&¢hem 2 mé&sich. Infek&ni
komplikace 16&by TCC se objevily pouze u 2 % ptipadi (Laing
et al. 1994).

Kontaktnf fixace, jak jiZ bylo zrhifiovano, se vyuZivaji i k te-
rapii Charcotovy osteoartropatie. Pomocf TCC doch4zi k zlep-
Senf klinickych znidmek tohoto onemocnéni (redukce koZni
teploty, edémi) a ke zlepSenf kostntho nélezu pfi densitometrii
jiZ za 1 rok po 16¢b& TCC ( McGill et al. 2000).

Kontaktni fixace ,
Existujf z4kladni 3 typy kontaktnich fixacf dolnich konletin,
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které se pouivaji pfi 16¢b& syndromu diabetické nohy. Prvnim
typem je rigidnf kontaktnf fixace, kterd se pouZiva zejména
pfi 16&b& Charcotovy osteoartropatie, diabetickych ulceract
Wagner 1-2 zejména u hitfe spolupracujicich pacientdi. Tento
typ kontaktnich fixacf je kontraindikovan u absolutn& nespolu-
pracujicich pacientd, imobility talokrurélniho skloubeni, vy-
razného edému dolnich konetin, flegmony dolnich kongetin,
u hlubsich diabetickych ulceract (vice neZ Wagner 2) a u ulcus
cruris. Nevyhodou této terapie je finan¢nf néro¢nost, jelikoZ je
nutné rigidnf TCC vymé&fiovat 1x tydng.

Snimateln4 kontaktni fixace je indikovédna u hlub3ich dia-
betickych ulceraci (W1-3), u Charcotovy osteoartropatie, pato-
logickych fraktur v terénu Charcotovy osteoartropatie Ci oste-
omyelitidy. U osteomyelitid je nutné uvéZen€ indikovat terapii
snimatelnymi TCC, jelikoZ dle klinickych zkuSenosti u hlub-
Sich ulceracf s osteomyelitidou miZe dojft pfi nedostateSné
dren4Zi ke zhorSeni lokélnich projevl infekce. Snimatelnou
TCC nenf vhodné aplikovat u nespolupracujicich pacientd,
imobility talokrurdlniho skloubeni, u pacientl s vyraznou fleg-
monou & edémem dolni kon&etiny a s ulcus cruris. Nevyhodou
16&by snimatelnou TCC je op&t finan¢nf, Casov4 a dale i perso-
nilni niro&nost, jelikoZ zhotoveni jedné snimatelné TCC trvé4
obvykle 50-70 minut.

Posledni formou kontaktnich ﬁxaci je alternativn{ aplika-
ce kontaktnich materifli formou speciln€ zhotovené obuvi.
Jednim z prototypd je tzv. ,Mabel* shoe autord Baal a
Manning, kteli aplikujf fixatn{ materidl v podob& snimatelné
boty s uzavfenou 3pitkou, kterd se nosf spole¢né se specidlni
ortopedickou podlozkou. Druhy typ boty, pracovné nazvany
+Rhoermond shoe", autord Droogmans a Boogers se Lisf od
prvn& zmifiované rovnou platformou, odepinatelnou podesvi
a specidlni vyjimatelnou vloZkou, kter4 se pfi tepelném zpra-
covani formuje dle plosky nohy. Tyto alternativni formy fixaci
se pouZivaji u ulcerac prstil a oblasti metatarsdlnich hlavi¢ek.
Neni vhodné je aplikovat u pacientdl se sniZenou mobilitou
talokrurélnfho skloubeni a u edému dolnich konetin. Dle zku-
Senosti z podiatrickych pracovi¥( v Holandsku maji pacienti
1éeni alternativnimi formami fixacf lepsf compliance v porov-
néni s pacienty 1é¢enymi TCC. '

Na nalem pracoviiti jsme zavedli nov€ modifikovanou me-
todu aplikace snimatelnych kontaktnich fixacf. Zku3enosti
s aplikaci jsme naZerpali béhem studijnich stiZi v Maastrichtu,
Rhoermondu a Almelo. Pfed samostatnou aplikaci snfmatelné
TCC provadime lokilnf ofetfenf diabetické ulcerace pomoci
debridementu a odstran&n{ hyperkerat6zy. Jako lokélnf terape-
utika pouZivdme modernf prostfedky pro hojenf ran, jakymi
jsou algindtové prepardty, silikonové adherentnf kryti &i absor-
bujici materidly, zejména polyuretanovou matrix. Do okolf
odetfenych ulceraci se &asto pouZivaji preparity zabrafiujici
maceraci pokoZky v okoli ulcerace (akryltovy kopolymer). Po
lok4lnim o3etfen{ a filcovém vypodloZen{ dolnf kon&etiny apli-
kujeme fixa&ni materisl. Nejprve zaindme s aplikaci rigidnich
materidli ve form& dlah. Rigidni materialy maji tu vyhodu, Ze
udrZuji formu dle tvaru a povrchu tla a maji vy33i odolnost vii-
& zaté%i, nezli ma klasick4 s4dra, Poté aplikujeme semirigidni

.

materidl k formaci kontaktni fixace. Semirigidni materi4l udr-
#uje formu podle tvaru a povrchu t€la, umoZiiuje pohyblivost
svalll a tim zlepSuje venézni névrat a plsobi protiedémové.
V konetné fazi provadime rozstfiZeni a zai$t€ni nové TCC.

Na snimatelnou TCC aplikujeme specidlné upravenou botu
a doporutujeme takto lé¢enym pacientim noleni podpaZnich
berli ke zvy3eni G¢innosti maximélniho odlehCeni. DileZiti je
takté? edukace pacienta, tzn. pouceni pacienta o sprivné chi-
zi, péi o snimatelnou TCC a v&asné podiatrické kontrole pfi
objeveni se jakychkoli komplikacf (flegmona, nové ulcerace,
poSkozeni TCC).

Pfi 16&b&¢ snimatelnych TCC se mohou objevovat riizné
komplikace, mezi n&Z se fadi macerace kiiZe v okoli ulcerace,
interdigitdln{ mykézy, tinea pedis, nové ulcerace dolnich kon-
&etin, bolesti kloubi dolni kon&etiny &i kontralaterdlni konce-
tiny nebo pétefe. Ke komplikacim pfi 16¢bé kontaktnimi fixa-
cemi doch4zi &ast&ji u pacient s hor$f complianci.

Doposud bylo provedeno 38 kontaktnich fixaci pro diabe-
tické ulcerace, osteomyelitidu, Charcotovu osteoartropatii,
patologické fraktury v terénu osteomyelitidy & Charcotovy os-
teoartropatie.

Z4avérem miZeme shrout, Ze 1é¢ba syndromu diabetické
nohy (diabetickych ulceraci, Charcotovy osteoartropatie) sni-
matelnymi kontaktnimi fixacemi vede ke zkrdceni doby hoje-
ni, redukuje dobu pracovni neschopnosti a imobility pacienta.
Tato 16&ba je materidlng i asové nironé;si z hlediska zdravot-
niho personélu. Finan&ni otdzka nikladnosti této 1é€by zistava
zatim nezodpovézena, jelikoZ doposud nebyly provedeny srov-
névaci studie zkoumajici finan&ni rozpotet 16¢by syndromu di-
abetické nohy klasickou metodou versus snimatelnou TCC.
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Lécba syndromu diabetické nohy odlehdenim

7.3 LECBA SPECIALNIMI KONTAKTNIMI FIXACEMI

A. Jirkovskd, V. Fejfarovd

7.3.1 Mechanismus Géinku specialni kontaktni fixace

Specidlni kontaktni fixace (total contact cast — TCC) patii k nejefektivnéjsim
zpiisoblm terapie diabetickych ulceraci. Hlavnim lé¢ebnym d¢inkem specidl-
ni kontaktni fixace je sniZeni vertikdlniho plantdrniho tlaku jeho rozloze-
nim na celou plochu nohy i bérce a sniZeni horizontalniho st¥ihového pnuti
(tfeni). Dalsim pfiznivym efektem TCC je sniZeni rizika $ifeni infekce pfi imo-
bilizaci tkani a kloubd. Plocha, na niZ se rozklada tlak, se miize aplikaci TCC
zvysit 0 15-24 % a toto pomérné malé zvy3eni plochy vede k dramatickému sni-
Zeni plantdrniho tlaku v exponovanych mistech [1]. Napf. vertikélni tlak byl po-
moci kontaktni fixace sniZen a7 0 75 %, jak bylo prokazane pedobarometrickym
méfenim v oblasti hlavicek prvniho a tfetiho metatarzu [2]. Relativné nejméné
sniZuje TCC plantérni tlak v oblasti paty a nejvice v oblasti pfednozi [1]. Kli-
nické studie prokézaly, ze TCC je ,,zlatym standardem* v odlehéeni diabetic-
kych ulceraci. Nejde o metodu novou, jiZ v roce 1930 ji pouZil k 1é¢b& plantarni
ulcerace u pacienta s leprou Dr. Joseph Kahn a zkratil tak vyrazné dobu hospi-
talizace a imobilizace na lazku [1].

Dfive se na kontaktni sadru pouZivaly klasické rigidni materidly, v posledni
dobé jsou ale nahrazovény novymi méné rigidnimi nebo elastickymi materidly
(na bazi sklolaminétu). Nov&jsi materidly jsou charakteristické vatsi plasticitou,
Jsou leh&i a pfi jejich pouZiti je mensi riziko nezadoucich ucinkd, pfedevsim
poSkozeni kiiZe tfenim.

7.3.2 Postup pfi zhotoveni nesnimatelnych i snimatelnych
kontaktnich fixaci a modifikované kontaktni fixace

TCC se nasazuji pacientim s neuropatickymi ulceracemi aZ po zvladnuti akut-
nich lokélnich i celkovych projevii infekce (pacient by mél byt vZdy afebrilni,
bez vyrazné elevace CRP, bez flegmony & otoku a bez hnisavé sekrece z rany).
U pacienti s akutni Charcotovou osteoartropatii &i neuropatickymi frakturami
aplikujeme kontaktni fixaci po ustupu vyraznych edéma dolni koncetiny.
Kontaktni fixace je mozno zhotovit dvéma zakladnimi postupy. Prvni z me-
tod slouZi k aplikaci tzv. nesnimatelné kontaktni fixace a druha ke snimatelné
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kontaktni fixaci. Nesnimatelna TCC se zhotovuje pouze z m&kkého podklado-
vého materidlu (napft. Cellona Synthetikwatte, Lohmann & Rausher, Rengsdorf,
Némecko; Roltasoft, Hartmann, Heidenheim, Némecko) a z rigidnich materiala
(napf. Scotchcast, 3 M, Neuss, Némecko; Cellacast Xtra, Lohmann & Rausher,
Neuwid, Némecko; Rhenacast, Hartmann, Heidenheim, Némecko).

Postup pri aplikaci nesnimatelné kontaktni fixace

Nejprve se u pacientii s neuropatickymi ulceracemi, které chceme 1é¢it TCC, pro-
vede oSetfeni viedu pomoci lokdlniho debridementu. Do okoli ulcerace se apli-
kuje napf. Cavilon (3 M, St. Paul, USA), ktery svymi vlastnostmi bariérového
filmu zabrani maceraci kiZe v okoli viedu. Poté se obvykle lokdln& aplikuje
vhodné desinficiens a polyuretanové kryti (napt. Allevyn Copression, Smi-
th & Nephew, Hull, Velka Britanie), které se fixuje k ulceraci hypoalergenni na-
plasti. Abychom docilili maximélniho odleh&eni dané ulcerace, aplikujeme do
okoli defektu silné filcové vypodloZeni (napt. Cellona, Lohmann & Rausher, Ne-
uwid, Némecko), které vytvarujeme podle plosky nohy, velikosti a pozice defektu.

Po lokalnim oSetfeni dolni kon&etiny se noha obvéze do vyse kolene jemnou
podkladovou vatou, kterd mé zabranit rozvoji otlakovych ulceraci uvnitf nesni-
matelné fixace. Podkladova vata je dale prekryta tenkou polopropustnou mem-
branou nebo impregnovanym krepovym papirem. Tyto materidly maji schop-
nost okopirovat povrch téla a zamezit moznému vytvoieni piekladu z vaty. Na
takto pfipravenou a obvéazanou dolni konéetinu jiz aplikujeme ve 2-3 vrstvich
rigidni obvazy, které piilnou t&sn& k povrchu koncetiny. Vidy je nutné, aby
pacient udrZoval pfi zhotoveni fixace fyziologickou dorzalni flexi v hlezennim
kloubu pod tihlem 90 stupiiii. V posledni fizi zhotoveni nesnimatelné TCC je
nutné upravit prstovou ¢ast kontaktni fixace (otevieni TCC a uvolnéni oblasti
prsti tak, aby bylo mozno s prsty volng& hybat a pravidelné je vizualn& kontrolo-
vat). Z bezpecnostnich divodi je vhodné okraje nesnimatelné fixace oblepit
naplasti nebo tenkym filcovym podkladovym materidlem.

Postup pri zhotoveni snimatelné kontakini fixace (obr. 7.14)

Zhotoveni snimatelné TCC probiha v nékolika etapach [3]. V prvé radé je nutné
u pacienti s neuropatickymi ulceracemi oSetfit vied pomoci lokdlniho debride-
mentu. Podle typu ulcerace doporutujeme aplikovat do viedu vhodné lokalni
desinficiens (napf. chlorhexidin) nebo polyuretanové, silikonové kryti ¢i alginat
(napf. Allevyn Compression, Allevyn Cavity, Smith & Nephew, Hull, Velka
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B -té}nie; Mepilex, Tendra, Goteborg, Svédsko; Ialuge?n’ Blus, IBSA, Lugar}o,
r1’ sarsko; Kaltostat, ConvaTec, Princeton, Velka Britanie; Bactigras, Smith
SVyCfphew, Hull, Velka Britdnie). Lokalni terapeutikum se fixuje k ulceraci po-
i N,i hypoalergennich néplasti (obr. 7.14 a). Podobné jako u nesnimateln.}’/ch fi-
;ILOC% se do okoli defektu piiklada silné filcové vypodloZeni, které se tvaruje pod-
le pl &)sky nohy, velikosti a pozice def.ektu (obr. 7.%4 b). . ‘ >
N2 takto pfipravenou dolni koncetinu se natahuje puncochovy mzvlfer,la.l ba\./'lv-
< ,;ho charakteru (napf. Stockinet, 3 M, Borken, Némecko). V dalsi fazi se jiz
ncin e/ 4da specialni filcové kryti (napf. Cellona, Lohmann & Rausher, Neuwid,
priklllecko; obr. 7.14 c¢), které ma v maximalni mife zabranit rozvoji otlakovych
Nem'f,aci v predisponovanych mistech, kterd jsou charakteristicka tenkou vrstvou
u{cver a podkoZi a prominenci kostnich struktur (kotniky, pfedni hrana tibie, nart).
g rability snimatelné fixace je docileno aplikaci rigidnich materidli ve formé
dlah " Na plantu dolni koncetiny se aplikuje klasick?? sadrovy ob}/a.z. ]?éle se pﬁ—
K édgﬁ k plosce dolni konéetiny a na zadni plochu lytka dlaha z rigidniho materi-

L A ismene L.
ilu, l<,ktera je ve tvaru p

Obr. 7 7.14 a—e Postup pfi

h t' ‘;],veni snimatelné kon-
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i Nejdﬁle?itéjéi fazi béhem zhotoveni snimatelné TCC je aplikace semirigid-
niho materidlu. Ten musi kopirovat povrch dolni konéetiny a zafixovat hlezenni
kloub v pozadované poloze a to v 90stupfiové dorzélni flexi (obr. 7.14 d), ob-
v.ykle se materidl nat4¢i na dolni kon&etinu ve 2-3 vrstvéach. Ke konci zhotoveni
f1xac§ ’Je qpravovéna prstova oblast (viz vyse). Po 20 minutéch po zatvrdnuti
matc?nalu Je kontaktni fixace rozstiizena. Poslednim krokem v aplikaci snima-
tfahll’e TCC je vyrobeni malé snimatelné rigidni dlahy, ktera se umistuje do pre-
tlbl?l?i oblasti (obr. 7.14 e). Tato dlaha ma schopnost zabranit tfecim pohybiim
uvniti szf’ldry. TaktéZ brani tvorbé zlomenin fixace v oblasti kotniku, které mo-
l}ou vzm.kat Casnym nebo nepfipustnym pohybem hlezna pfi doslapu. Kone¢né
qpraV)f fixace spocivaji opét v oblepeni TCC naplasti a tenkym podkladovym
filcovym materidlem (vytvofeni jazyka pretibialng).

Modifikované kontakmni fixace

Na nzjléem Pracovisti se pokousime modifikovat metodiku aplikace kontaktnich
fixaci. Zhotovujeme fenestrované snimatelné kontaktni fixace, fixace dle Sarmi-
ente})q a v posledni dobé i obuv z fixacniho materialu. Zhotoveni prvné zmifio-
vané fixace (obr. 7.15) je obdobné Jako zhotoveni klasické snimatelné TCC, Fe-

Obr. 7.15 Modifikovans kontaktni fixace Obr. 7.16 Plastova fixa&ni obuy
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nestrace fixace se provadi v mist¢ defektu noZzem nebo specidlni pilou. Fenes-
trace zlepSi moZnost oSetfeni ulcerace a zabrani maceraci a uzavieni hluboké
rany v umélém prostoru, jakym kontaktni fixace bezesporu je.

Fixace dle Sarmienteho se zhotovuje specidlnimi protetickymi technikami.
Priprava dolni koncetiny je prakticky shodna jako pfi zhotoveni snimatelné TCC
az do faze aplikace tenkého filcového kryti na dolni koncetinu. Nasledné se ri-
gidni L dlaha aplikuje pretibialng. Jeji pfiloZeni je jesté doplnéno o priloZeni ri-
gidniho materidlu do‘oblasti kondyli tibie a patelly. Posledni zpeviiovaci kom-
ponentou je U dlaha, ktera se pfiklada na dolni konéetinu v oblasti obou kotniki,
medialni a laterdlni strany bérce. Po spravném vytvarovani viech dlah se nata&i
na dolni koncetinu semirigidni materidl (ve dvou a7 tfech vrstvach). Opét je nut-
né se pii jeho natdCeni snazit udrZet dorzalni flexi v hlezennim kloubu. V dalgi
fazi se upravuje prstova oblast kontaktni fixace (viz vyse). TCC se po vytvrdnuti
rozstihuje ne pretibialné, jak je obvyklé u snimatelné TCC, ale na zadni plose
lytka. Findlni tipravy jsou stejné jako u klasické snimatelné TCC.

Vhodnou modifikaci TCC miiZe byt mechanicka izolace oblasti rany po-
moci pénové hmoty aplikované na ranu a nejblizsi okoli, kterd Vytvori pfi ob-
tisku dutinu a odleh¢i jesté vice (aZ o 39 %) misto ulcerace ve srovnani s klasic-
kou TCC [4]. Posledni modifikovanou fixaéni metodou uréenou k odleh&eni
neuropatickych ulceraci zejména v oblasti prednoZi je tvorba plastové fixaéni
obuvi (obr. 7.16). N&které z typti obuvi (,,Mabel shoe*, scotch cast boot apod.)
se pomérné ziidka pouZivaji v zahrani¢i.

7:3:.3 Indikace a kontraindikace specialni kontaktni fixace

Indikaci pro TCC jsou pfedevsim neuropatické diabetické ulcerace Wagnerovy kla-
sifikace I a 2. Pfi pouZiti nov&jSich sklolaminatovych materidlii, zvI43te semirigid-
nich, je mozné aplikovat tuto 1é¢bu i na ulcerace neuroischemické. Dalif indikaci
Je akutni a subakutni Charcotova osteoartropatie a neuropatické fraktury.

Pfi dobré monitoraci pacienta je mozné 1é¢it pomoci TCC i hlubsi ulce-
race, piipadné ulcerace s chronickou osteomyelitidou. O vhodné indikaci
tohoto zpusobu 1écby ale nerozhoduje pouze lokalni nélez, ale i celkovy stav
pacienta, jeho compliance a socidlni situace.

Kontroverznim problémem je ovlivnéni kostni hmoty pii imobilizaci konce-
tiny kontaktni fixaci. Dfive se predpokladalo, Ze dochazi ke kostni deminerali-
zaci typu Sudeckovy atrofie, v posledni dobé vak pievlada nazor, ze dodasna
imobilizace naopak pomdha kostni remodelaci (omezuje aktivaci osteolyzy mi-
krotraumaty i zatiZenim).
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7.3.4 Prevence komplikaci pfi 16¢bé kontaktnimi fixacemi

Rizika TCC lze omezit dodrzovanim nésledujicich doporuceni:

« Riziko zlomeniny fixace — zhotoveni dostate¢né pevné fixace kombinaci ri-
gidnich a semirigidnich materialu, hlavné pevné néaSlapné plochy. Diisledné
pouzivani podpaZnich berli, pfipadn& i pojizdného kiesla. Omezené pouZiti
TCC u velmi obéznich pacientil. PouZiti terapeutické sddrové obuvi s koléb-
kovitou podrazkou, umoZiiujici odval a snizujici tlak na flexi v talokrurdlnim
kloubu pfi chtzi.

* Riziko klinicky vyznamné infekce — pfi chronické osteomyelitidé nebo jiné
infekci syndromu diabetické nohy zajitujeme pacienta po celou dobu lécby
TCC tGéinnymi antibiotiky. V téchto pfipadech je vyhodnéjsi pouZivat snima-
telnou kontaktni sidru, kterou kontrolujeme &ast&ji v ambulanci, pfipadné
pouZijeme kontaktni sadru nesnimatelnou s fenestraci v mist€ defektu. Paci-
enta upozornime na znamky aktivace infekce. Pi lokalnich nebo celkovych
znamkach klinicky vyznamné infekce 1é¢bu sadrou preruSujeme a pacienta
hospitalizujeme k zajiiténi komplexni 1é¢by infekce.

+ Riziko z imobilizace — pacienta pou¢ime o cvieni pfi vyméné sadry, riziko
z imobilizace se sniZuje také pfi pouZiti semirigidnich materiald.

« Riziko novych koZznich 1ézi — speciédlni kontaktni sidru smi diabetikovi apli-
kovat jen zaskoleny zkuSeny pracovnik. Pacienta je nutné poucit o omezeni
chtize a pouZivani berli tak, aby tfeni i zatiZeni konCetiny byly minimalni.
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Nové kozni 1éze byvaji nej¢ast&ji na nezatizenych mistech a dobfe se hoji po

kratkodobém pieruseni aplikace sadry.

 Plisné — plisiiové infekce se objevuji asi u 15 % pacienti lé¢enych TCC. Po-
vrchové infekce 1é¢ime topickymi protiplisiovymi prostiedky a lé¢bu TCC
vétSinou nepferusujeme.

e Zapach a koZni macerace — zipach z nadmérné sekrece z rany miiZe byt
spoleensky obtizny. Prevenci je snimatelny sadrovy obvaz a Cast&jsi pfeva-
zy, pfipadnég fenestrace v kontaktnim sddrovém obvazu. Pfi excesivni sckre-
ci nebo pfi vEt8i maceraci kuze 1é¢bu sadrou kratkodobé preruSujeme.

Pi‘ed prvni aplikaci sadry je nutné peclivé zhodnotit lokalni nélez a provést
debridement. Doporu¢ujeme zhodnoceni infekce pomoci stéru z hlubokych vrs-
tev a zajidténi piisluinymi antibiotiky, rentgen nohy k vylouceni osteomyeliti-
dy a eventudlng jedt& laboratorni vySetfeni zndmek akutniho zdnétu (pedevsim
CRP). Lokdlni oSetieni spoc¢iva v odstranéni okolnich hyperkeratéz a povicho-
vych nekroz, dikladném vycisténi ulcerace a jejim $irSim otevfeni, pokud je
drenaz nedostate¢na. Vhodné je také obkresleni ulcerace na folii pro jeji dalsi
hodnoceni béhem 1écby.

Pacient ma mit moZnost byt v telefonickém kontaktu s podiatrickym praco-
vi§t€m a konzultovat viechny problémy. Ma pouZivat podpaZni berle, které
zlepSuji jeho stabilitu a 1épe odleh&uji ulceraci. Pacient s oboustrannymi ulcera-
cemi nebo oboustrannou Charcotovou osteoartropatii by mél pouZivat pojizdné
kfeslo.

Pacientiim s neuropatickymi ulceracemi je doporucovano denné ¢i obden
snimat TCC a lokaln& oSetfovat ulceraci. Bezprostiedné po oSetfeni si pacient
musi snimatelnou TCC opét sam nasadit.

Po prvni aplikaci siadry by mél byt pacient zkontrolovan nejpozdeji za
5-7 dni. Pii této kontrole by mél byt sddrovy obvaz sejmut, koncetina zkontro-
lovéana a zhodnocena velikost ulcerace nakresem na folii. Posuzujeme piitom-
nost infekce, lokdlni edém apod. Ulceraci dikladng¢ lokdlné oSetiime.

Dal3i kontrola u pacienti s ulceracemi obvykle staci po 2-3 tydnech, pacien-
ti s Charocotovou osteoartropatii nebo s neuropatickymi ulceracemi mohou byt
zkontroloviéni i po 4 tydnech. P edému nebo vétsi sekreci nebo pfi horsi spolu-
praci pacienta je nutné sadru kontrolovat a pfipadné ménit Cast&ji. V zahranic-
nich studiich se méni TCC ¢asto i po 7 dnech [5], coZ je z naSeho pohledu
v soucasné dob& ekonomicky naro¢né.

Pred kazdou aplikaci specidln{ kontaktni sddry i béhem této aplikace je nutné
pacienta podrobné edukovat. Pacient by mél obdrZet pisemné instrukce.
Osvédcuje se i podepsany informovany souhlas pacienta, ktery zajidtuje jeho
lepsi compliance. Proto kaZdého nemocného pied aplikaci sadry edukujeme
a predavame mu i pisemné instrukce, jejichz ptiklad dale uvadime.
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Instrukce pro pacienta léceného TCC

Budete 16¢en specialni kontaktni sadrou, kterd by méla urychlit hojeni viedu
(deformity) na noze. Vfed na noze se vam hafe hoji proto, Ze ho ve stoji a pii
chiizi zaté7ujete. Noha se pfitom $patn& prokrvuje a dochdzi k poskozeni tkani.
Speciélni kontaktni sadra zmen3uje tlak na vied a zlepSuje proto hojeni. Pro
asp&snou 1é¢bu je ale nezbytna Vase spoluprice. Prosime Vas proto o dodrzo-
véni nasledujicich instrukei:
 Béhem lécby sadrou omezte svoji chiizi nebo stoj (alespon na jednu tfetinu
obvyklé aktivity). Zdsadné pouZivejte podpaZni berle, pfipadné francouz-
ské hole nebo pojizdny vozik dle instrukci lékare.
+ Chranite sadrovy obvaz pted po$kozenim.
« Chraiite sadrovy obvaz pied vlhkosti, béhem koupdni nebo sprchovani
pouZivejte ochranny obal, tento obal pouZivejte rovn€Z v desti.
« Sddrovy obvaz vim miiZe délat mensi obtiZe p¥i spani. Doporucujeme ho
zabalit do ruéniku nebo podloZit plochym polStafem.
» Poceni nebo neéistoty mohou zpiisobit svédéni kiiZe v sadrovém obvazu.
Budte opatrni, abyste se pfi §krabdni neporanili.
* Prohlizejte si sadru denné. Peclivé prohlédnéte, zda neni sadra nékde poruse-
na. Pomoci zrcdtka nebo za pomoci druhé osoby prohlédnéte i spodinu sadry.
» Nesnimejte sadru nikdy sami, pokud Vam to lékaf vyslovné nepovoli.
» Dostavte se ihned ke kontrole nebo zatelefonujte pokud:
— je vam sadra pfili§ t¢sna pro otok dolni konetiny,
— je vam sadra pfili§ volnd a dochdzi ke tfen{ dolni konCetiny,
— dochazi k prosaknuti sadry sekretem,
— mate zvySenou teplotu nebo horecku,
— mate bolest nebo nepfijemné pocity v mistech sadry,
— boli vas uzliny v tfisle,
— sadrovy obvaz se po$kodi — napf. zlomi.
Pokud mate nékterou z uvedenych obtiZi, nezatéZujete sddrovanou konceti-
nu a pouZijte berle nebo pojizdné kieslo.
Po skon&eni aplikace sadry by mé&l pacient absolvovat vhodnou rehabilitaci
a pouZivat terapeutickou ¢i preventivni obuv. Nezbytna je i dal¥i dispenzarizace
pacientii se zhojenymi ulceracemi, protoZe miiZe dojit ke vzniku nové ulcerace
(ve 30-50 %) [1].
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7.3.5 Vlastni zkuSenosti s 1é¢bou specidlnimi kontaktnimi fixacemi

Na naSem pracovisti byly provedeny 2 studie zkoumajici vliv snimatelnych TCC
na hojeni syndromu diabetické nohy. Prvni spocivala v posouzeni hojeni diabe-
tickych neuropatickych ulceraci, akutni Charcotovy osteoartropatie a neuropatic-
kych fraktur pomoci snimatelnych TCC. Pacienti s neuropatickymi frakturami
byli léceni pomoci TCC az do zhojeni nejkrat$i dobu v porovnani se skupinou
pacientl s neuropatickymi ulceracemi a akutni Charcotovou osteoartropatii
4,2 vs. 6,3 vs. 7,9 mésice) [3].

Pti 1é¢b€ TCC se miZe na jedné stran€ rozvinout nové osteomyelitida vliivem
Sifeni infekce z ulcerace, na druhé strané je mozZné pomoci TCC osteomyelitidu
1&¢it, protoZe dochdzi k znehybnéni a zklidnéni infekce. Druha studie zkoumala
vliv snimatelnych TCC na hojeni jiZ detegované osteomyelitidy ¢i na rozvoj nové
osteomyelitidy vlivem TCC. Dle statistického zhodnoceni byla asi tfikrat vyssi
frekvence pacientl se zhojenou osteomyelitidou v porovnani s frekvenci pacientl
s nov€ rozvinutou osteomyelitidou; benefit 1écby osteomyelitidy snimatelnou
TCC byl tedy signifikantn€ vyssi v porovnani s rizikem rozvoje nové osteomyeli-
tidy [6]. Pfi¢inou neuspokojivého hojeni osteomyelitidy byla jeji lokalizace
v oblasti tarzalnich kosti. Typ ulcerace a mikrobidlni rezistence nemély na hojeni
osteomyelitidy signifikantni vliv. Riziko rozvoje nové osteomyelitidy pii 1é¢be
TCC bylo vysoké u pacientl s hlubokou ulceraci (Wagner 3) a s infekci zpisobe-
nou multirezistentnimi patogeny (Pseudomonas sp. nebo MRSA).

Klinicky nejzavaznéjsi komplikaci 1é¢by TCC je progrese lokalniho nalezu za-
hrnujici rozvoj flegmony a otoku dolni koncetiny, prohloubeni ulcerace a rozvoj
osteomyelitidy. V nasi studii se komplikace 1é¢by snimatelnou fixaci vyskytly cel-
kové u 67 % nemocnych. Vyskyt jednotlivych komplikaci 1écby snimatelnymi
TCC je zobrazen na obrazku 7.17. Nejcastéji se jednalo o zlomeninu fixace
(54 %), druhou nejcastéj$i komplikaci byl rozvoj otlakové ulcerace (20 % vSech
nemocnych). Mezi nejméné frekventované komplikace patiily bolesti kloubtt
(2 %), zlomeniny kosti (2 %) a mykozy (5 % pacienti). Progrese lokalni infekce
byla nalezena u 17 % nemocnych [6].

7.3.6 Studie posuzujici efektivitu terapie kontaktnimi fixacemi

Efektivita 1écby ulceraci specidlni kontaktni siddrou byla ovéfena v mnoha stu-
diich — napf. v jedné z prvnich doslo ke zhojeni 21 (91 %) ulceraci primérné za
42 dni ve srovnani se zhojenim 19 (32 %) ulceraci za 65 dni v kontrolni skupiné
lé¢ené tradicnim zpisobem [7]. Armstrong [8] zjistil signifikantné lepsi hojeni
pomoci TCC ve srovnani se snimatelnymi ortézami a s terapeutickou obuvi
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Technické komplikace
54 %

Progrese lokalni infekce
17 %

Kostni fraktury

2%

Bolesti kloubl

2%

Mykdzy

5%

Nové otlakové ulcerace
20 %

Obr. 7.17 Vyskyt komplikaci 1é¢by syndromu diabetické nohy pomoci snimatelnych
kontaktnich fixaci :

(89 % vs. 65 % vs. 58 %). Rada autor(i prokdzala zhojeni diabetickych ulceraci
pomoci TCC béhem 28-68 dni [8—12]. Caravaggi prokdzal zlepseni a urychleni
hojeni diabetickych ulceraci pomoci TCC v porovnani s l1écbou provadénou spe-
cialni terapeutickou obuvi [13]. Podobné vysledky nalezl i Armstrong pfi 1é¢bé
pacientl s neuropatickymi ulceracemi v oblasti pfednoZi a paty pomoci TCC
v porovnani se specidlné upravenymi dlahami a polovi¢nimi botami (zhoje-
ni 90 % vs. 65 % vs. 58 % pacientil; [8, 14]). HaVan [5] prokézal, Ze nesnimatel-
né fenestrované plastické kontaktni fixace ve srovndni s terapeutickou obuvi zlep-
Sily nejen hojeni ulceraci, ale také zkratily ¢as hojeni (68 vs. 134 dni), zlepSily
compliance (98 vs. 10 %) a sniZily riziko vzniku osteomyelitid. N&které studie
dokonce prokézaly, Ze zhojeni diabetickych ulceraci je pfi pouZziti TCC Castgjsi,
neZ pfi pouZiti riznych lokalnich agens (napf. riistovych faktort, ndhradnich bio-
inZenyrsky vyrobenych kiZi nebo specialniho kryti [15-18]). TCC redukuje akti-
vitu pacienta, jak bylo prokazano méfenim krokomérem [8].

Podobné jako v 1é¢be ulceraci byl prokazan efekt TCC i v 1é¢bé akutni Char-
cotovy osteoartropatie. Napft. Gill a spol. prokézali, Ze pomoci TCC dochézi ke
zlepsen{ klinickych zndmek Charcotovy osteoartropatie (poklesu koZnich teplot
a redukci edém) i parametrti zobrazovacich metod [19]. Rozdily v dobé hojeni
Charcotovy osteoartropatie ovSem zavisi i na lokalité patologického procesu,
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déle se hoji Charcotova osteoartropatie lokalizovana v oblasti stiedono#i, paty
a hlezna v porovnani s pfedni ¢asti nohy [20].

Studie Nabuurs-Franssen [21] hodnotila 1é¢bu TCC u rizikové&jsich pacienti,
tj. pacientii s lehéf PAD a s povrchovou infekci (do stadia PEDIS 2). Celkem
69 % ulceraci s lehkou PAD a 36 % ulceraci s lehkou PAD a povrchovou infek-
ci se zhojilo v priméru do 34 dnd, zatimco vétsina ulceraci bez ischemie
a infekce se zhoji v 76 % do 33 dnd. Nové ulcerace nebo preulcerdzni léze se
vyvinuly u 37 % pacientti, viechny se zhojily do 2 tydnil. Autofi uzaviraji, Ze jak
lehka ischemie, tak lehka infekce podstatng zhor3uji prognézu hojeni ulceraci
pomoci TCC. U infikovanych ulceraci s hojnou sekreci je nutno pouZit snimatel-
né TCC umoZiujici denni pfevazy. Stejni autofi [22] prokazali, Ze ani opakovana
1éCba pomoci TCC u recidiv ulceraci, které se vyskytuji az ve 39 %, neztrici na
ucinnosti a ma naopak méné komplikaci.

Zavérem lze shrnout, Ze odleh¢eni dolnich kongetin u pacientii s neuropaticky-
mi a neuroischemickymi ulceracemi, akutni a subakutni Charcotovou osteoartropa-
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diabetické nohy. Vzdy je oviem nutno pfi vybéru vhodné metody odleh&eni dolni
koncetiny zohlediiovat indikace, ekonomické aspekty, vék a spolupraci pacienta.
Velmi dilleZité jsou pravidelné kontroly pacienta v podiatrické ambulanci.
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E Methodss:
.26 patients treated in our foot clinic during the observed period

E osteoarthropathy (group 1), in 11 patients for non-healing diabetic foot

ulcers (group 2) and finally in 5 patients for pathological fractures

j caused by neuropathy or osteomyelitis (group 3). The mean age of all

‘patients was 55.4+11.6 years and mean HbAlc was 8.3+1.8%. Healing

" criteria for the group 1 were defined as decreased skin temperature of

§ more than 2°C and/or reduction of bone activity on scintigraphy; for

i the group 2 completely healed skin and for the group 3 completely

£ ossified bones on X-Ray.

b Results:

’ The average time of the treatment by TCC was in the first group

. 5.8+2.4 month, in the second group 5.1+3.3 month and in the third

group 3.4+2.8 month during the observed period. No significant differ-

© ences were found in the percentage of completely healed patients dur-
ing the study period (90% vs. 45% vs. 100%, respectively; NS). in other
45% of patients with the diabetic foot ulcers was found a reduction of
ulcer area of 7.8 square centimeters and a reduction of ulcer depth of
0.5 centimeters). The average healing time was not significantly differ-
ent among the study groups (6.1+2.1 month vs. 1.4£2.9 month vs.
3.4+2.8 month, respectively; NS).
Conclusion:
According to our first experiences, the application of removable TCC
was effective in the therapy of pathological fractures and of acute
Charcot osteoarthropathy, where the healing time was substantially
longer. The treatment of diabetic foot ulcers was less successful in
comparison with other two groups. We did not find serious complica-
tions more frequently in all study groups. The application of the TCC
will extend in our podiatric practice.

O45

The Efficacy of the Scotchcast Boot to Off-load the Diabetic
Neuropathic Foot Ulcer.

C.H.M. van Schie, 5.C. Rowell, E.A. Knowles, A.J.M. Boulton
Manchester Diabetes Centre, Manchester Royal Infirmary, Manchester,
United Kingdom --

Introduction:

The Scotchcast boot (SCB) has been used successfully for many years
to heal diabetic neuropathic plantar foot ulcers; however there is no
data available of how effective the SCB offloads pressure. The purpose
of this study was to compare pressure offloading between the SCB and
the Aircast off-loading device.

Materials and Methods:

Plantar pressures were measured (Novel in-shoe pressure system) in 22
(18 male and 4 female) diabetic patients with active or recently healed
plantar neuropathic foot ulcers. A post-op sandal was used as the con-
trol condition.

Results:

Median (interquartile range) peak pressure at the ulcer sites was signifi-
cantly lower in the SCB [155 (133-182) kPa] and Aircast [94 (79-108 kPa]
compared to the control condition [258 (203-325) kPa] (p<0.0001). Simi-
larly, median pressure-time-integral was lower in the SCB [52 (40-74)
kPa*sec] and Aircast [46 (30-66) kPa*sec] compared to the control con-
dition [91 (64-121) kPa*sec] (p<0.0001). The peak pressure and pressure-
time-integral were lower in the Aircast compared to the SCB (p<0.05).
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fazi diabetes mellitus 1. typu {T 1DM), s nékterym podty-
pem diabetu MODY a jedince bez prokazatelné poruchy
metabolismu glukdzy. Cilem studie bylo posoudit validitu
intravendzniho glukézového toleranéniho testu jako jedi-
ného vysetieni pfi iniciadlnim posouzeni pfi¢iny ndahodné
zjisténé zvysené glykemie.

Pacienti a metody: Pro nahodny zachyt hypergly-
kemie {glykemie vy3si nez 5,4 mmol/l) bylo vySetfeno
36 d&ti a dospivajicich (19 chlapct) ve véku 1,0-17,3
roku (median 12,1). U vSech byl proveden standardnii. v.
GTT (glukdza v davce 0,6g/kg télesné hmotnosti). Byla
vyhodnocena glykemie v ¢ase O a 60 minut a hladiny in-
zulinu a C-peptidu v ¢ase 0 (ilacna hodnota) a 1+3 minut
{prvni faze inzulinové sekrece; FPIR). Dle dalsiho pribéhu
a/nebo molekularné genetického néalezu byli pacienti roz-
déleni do t¥i diagnostickych skupin: 1. ¢asna faze T1DM;
2. MODY2; 3. normalni glukozova tolerance (NGT).

Vysledky shrnuje tab. (hodnoty uvedeny jako pramér
+/- SEM; rozmezi)

V. Fejfarova, A. Jirkovska, M. Kfizov4, R. Bém, J. Skibova
Centrum diabetologie, IKEM., Praha

Snimatelna kontaktni fixace (TCC) je vhodnou me-
todou odlehé&eni dolni koncéetiny pfi 1é¢bé syndromu
diabetické nohy.

Cilem studie bylo zhodnotit i¢innost 1éCby syndromu
diabetické nohy pomoci TCC u pacienti s neuropatic-
kymi ulceracemi, akutni Charcotovou osteoarthropatii
a neuropatickymi frakturami.

Metodika: Celkové béhem sledovaného obdobi bylo
aplikovano 61 TCC pro rozli¢né indikace - 27 pacientim
pro chronické neuropatické ulcerace (skupina 1; pru-
mérny vék 53,5 * 8 roku, trvani diabetu 14,8 £ 7 roku,
HbA1c 8,2 £ 2 %), 35 pacientiim pro akutni Charcoto-
vu osteoarthropatii (skupina 2; pramérny vék 53,9 + 8
roku, trvani diabetu 16,6 £ 10 roku, HbA1c 8,4 £ 2 %)
a 12 pacientim pro neuropatické fraktury (skupina 3;
prameérny vék 52,8 + 10 roku, trvani diabetu 14,8 £ 12

roku, HbA1c 8,9 £ 2 %). Krité-

ria hojeni syndromu diabetické
parametr: | glykemie | glykemie inzulin inzulin C-peptid C-peptid nohy byla nasiedujici: pro skupi-
minuta: 0 60 0 1+3(FPIR) | O 1+3 nu 1 Gplna epitelizace defektu,
T1DM 5,9+/-0,6 | 9.6+/-11 7,4+/-1,3 | 17,6+/-4,2 | 482+/-69 | 1036+/-87 pro skupinu 2 klinické zlepSeni
(n=9) (3.2.9,2) [(5.9-13,9) |{2-13) (6-47) (211-874) | {747-1565) lokalniho nalezu véetné poklesu
MODYZ | 614/0.2 |8.3+/06 |94+/-14 | 131+/19 | 583+/-56 | 3223+/-303 | KOZnich teplot a/nebo dpravy
(n=17) 4,7-75) | (5.2-14,0) |(3-24) (52-307) | (270-1063) | (1110-5044) | Scintigrafickych parametru
a pro 3. skupinu Gplné zhojeni

NGT 45+/-02 | 4,9+/-05 |6,7+/-11 | 111+/28 | 428+/-71 | 2713+/-317 fraktury dle RTG
(n=10) (3.3-49) |(2.87.6) (2-13) (21-322) | (148-723) | (1066-4248) Vysledky: Pacienti s diabe-
p (one-way | 0,003 0,0003 n.s. 0,002 ns. 0,002 tickymi ulceracemi byli l1é¢eni
ANOVA) TCCv priméru 6 + 4,2 mésice,

Zaveéry: Vysledky ukazuji statisticky vyznamné rozdily
mezi jednotlivymi diagnostickymi skupinami v hladinach
glykemie nalacno a v 60. minuté i. v. GTT stejné jako ve
stimulovanych hladinach inzulinu a C-peptidu. Pro indivi-
dualni posouzeni jsou véak moznosti i. v. GTT omezené:

Déti s presymptomatickou fazi T 1DM maiji FPIR niz8i nez
48 miU/I (senzitivita 100 %, specificita 92 %) a 8/9 z nich
nizsi nez 27 miU/I (senzitivita 89 %, specificita 97 %).

Déti s NGT maji v 60. minuté i. v. GTT glykemii niz§i
nez 7,7 mmol/l (senzitivita 100 %, specificita 71 %)
a 9/10 z nich niz8i nez 6,3 mmol/l (senzitivita 90 %,
specificita 88 %).

Pacienti s MODY2 sice maji FPIR vy3$i nez 51 mlU/I
a lze je tedy odlisit od T1DM, pro jejich spolehlivé od-
liseni od NGT vsak i. v. GTT nepostacuje. Pro odiiseni
MODY?2 je tieba provést genealogickou a v indikovanych
pfipadech molekularné-genetickou studii.

Posouzeni hodnot laénych a stimulovanych hladin
C-peptidu diagnostiku dale nezpfesiuje.

Studie je provédéna v rdmci projektu IGA MZ CR
NB/7420-3.

8.

SROVNANI LECBY PACIENTU S NEUROPATICKYMI
ULCERACEMI, AKUTNi CHARCOTOVOU OSTEO-
ARTHROPATIi A NEUROPATICKYMI FRAKTURAMI
POMOCIi KONTAKTNICH FIXACI

pacienti s akutni Charcotovou
osteoarthropatii 5,1 £ 4 mésice a pacienti s patologic-
kymi frakturami 3,9 * 2,6 mésice (NS). Signifikantné
nejvyssi procento hojivosti bylo nalezeno ve skupiné
pacientt s neuropatickymi frakturami (30 % vs. 37 % vs.
83 %, respektive; p<0,01). U 44 % nezhojenych pacien-
10 s diabetickymi ulceracemi doslo béhem sledovaného
obdobi k zlep3eni lokalniho nalezu { velikost defektu 5,6
+ 6,8 vs. 1,66 + 2 cm?, NS, hloubka defektu 0,53 £ 0,3
vs. 0,38 + 0,4cm, NS). U 54 % nezhojenych pacientd
s akutni Charcotovou osteoarthropatii doslo ke zlep$eni
klinického stavu a signifikantni redukci koznich teplot
(2,74 + 1,3 vs 2 £ 1,3 °C; p<0,05). Zavaznéjsi komplikace
(progrese osteomyelitidy, hloubky ulcerace), které vedly
k ukongeni terapie TCC, byly nalezeny u 7 pacientd ze
skupiny 1 (26 %), u 3 pacientt ze skupiny 2 (9 %)au 1
pacienta ze skupiny 3 (8 %).

Zavér: TCC je vhodnou formou odieh&eni dolnich kon-
&etin u pacientl se syndromem diabetické nohy, protoze
urychluje hojeni jak u pacient( s akutni Charcotovou os-
teoarhropatii, neuropatickymi frakturami i diabetickymi
ulceracemi. Pied aplikaci TCC je ovdem nutno zvéazit
indikaci této formy lé¢by u pacientl s osteomyelitidou
a u infikovanych ulceraci.

9.
DNA DIAGNOSTIKA MODY 3 NA SLOVENSKU: IDEN-
TIFIKACIA PRVEJ RODINY

DMEV SupeLemenTum 1/2004
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Kniha je soucasti fady zdkladnich pub-
likaci z oblasti anatomie. Tento dil obsa-
huje kapitoly: Angiologia — Nauka
o cévach, Systema nervosum — Soustava
nervova, Integumenum commune — Kiize
a koZzni orgdny, Organa sensuum — Smy-
slové organy.

V pfedmluvé autor vysvétluje, Ze toto
vydani si vyZadaly nové objevy, hlavné
v oblasti anatomie mozku, ale bylo také
nutno reagovat na nékteré zmény v oblas-
ti sjednocujictho se ndzvoslovi.

Ctenaf dostdva do rukou peclive a sys-
tematicky sestavenou knihu anatomie
s mnoZstvim barevnych schémat a obraz-
kd. U nékterych obrazki pak nalezne
korespondujici obrazy sonografickych
a CT vySetieni.

Ak. malifi Ivanu Halekalovi se podatilo
zachovat jak vérnost anatomickych struk-
tur, tak nabidnout zjednoduSeni zarucujici
pochopeni a didaktickou sdélnost. Praveé
mnoZstvi a kvalita ilustraci dé€laji z knihy
bijecnou pomicku a stavaji se dobrym
pravodem obsdhlou knihou (697 stran).

Peclivé zpracovany rejstfik ndm dovo-
li nalézat Zddana hesla a kapitoly velmi
snadno a usnadni naSi orientaci.

Polygrafické zpracovani je na profesio-
nélni Grovni, jak jsme si jiZ u vydavatel-
stvi Grada — Avicenum, zvykli.

Systematickymi Ctenéfi se jisté stanou
studenti. Dovolim si, pfi vzpomince na
skromnou a chabou nabidku ucebnic ana-
tomie (i jinych oborfi) svych lékarskych
studii pred vice neZ padesati lety, vyjadfit
jen docela malou zavist. SouCasné vSak
pocituji uspokojeni ze zmén, které v této
oblasti nastaly. Pfeji naSim nasledovni-
kim co nejdokonalejsi ucebnice a jesté
k tomu ucitele oddané medicing i studen-
tim. Ucitele, ktefi jsou ochotni je pfipra-
vovat, dopliiovat a vylepSovat. Za to
autortim patii na§ dik.

Pravdépodobné jen obCasnymi Ctenéfi
budou ostatni 1ékati, ktefi budou nalézat
nejen to nové, ale také si budou piipomi-
nat specifické znalosti potfebné pro jejich
obor. Knize jich pfeji co nejvice.

20. 3. 2005

MUDr. Frantisek Krticka
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Komplikace 1écby syndromu
diabetické nohy pomoci
snimatelnych kontaktnich fixaci
se zamérenim na osteomyelitidu

FEJFAROVA V., IRKOVSKA A., BEM R., KRIZOVA M.,
SINDELAROVA V., FEXOVA P., SKIBOVA J.

Centrum diabetologie, IKEM, Praha,
prednostka prof. MUDr. T. Pelikdnovd, DrSc.

SOUHRN

Jednou z nejvhodnéjSich metod odlehéeni dolnich koncetin v 16¢bé syndromu diabetické nohy je pouZiti
kontaktnich fixaci. Obvykle nebylo doporu¢ovano aplikovat kontaktni fixace u pacienti s osteomyelitidou
(OM).

Cilem nasi studie bylo stanovit ¢etnost komplikaci 1é¢by snimatelnymi kontakinimi fixacemi (total contact
cast — TCC) a sledovat vliv TCC na hojeni OM a na riziko rozvoje nové OM u pacientli se syndromem dia-
betické nohy. Do nasi studie bylo zafazeno 61 pacientii se syndromem diabetické nohy, ktefi byli 1é¢ent sni-
matelnymi TCC (praméry vék 54 + 9 let, trvani diabetu 15,6 + 9 let. HbAlc 8,3 + 1,8 %) pro neuropatic-
ké ulcerace, akutni Charcotovu osteoartropatii a pro neuropatické fraktury. OM byla diagnostikovina rtg
vySetfenim a pfitomnosti laboratornich znamek zanétu. V pribéhu 2-12 mésicli byla sledovina Cetnost
viech komplikaci 16cby TCC. Dile byl ve studii porovnan pocet pacientti s OM detekovanou pred aplikaci
TCC s poctem zhojenych nemocnych po aplikaci TCC a s potem pacientir s nové rozvinutou OM béhem
terapie TCC.

Vysledky: Vsichni pacienti byli lé¢eni snimatelnymi TCC v praméru 5.4 + 5 mésich. Nejéast&ji komplika-
ci lécby TCC byla zlomenina TCC (49 %); druhou nej¢astéj&i komplikaci byl rozvoj nové neuropatické ulce-
race na lé¢ené noze (25 %), tyto povrchové ulcerace viak nebyly klinicky vyznamné. Progrese lokalni infek-
ce, kterd vedla k pferuseni lé¢by TCC, byla nalezena u 11 % nemocnych. Velmi ziidka se vyskytovaly ostatni
komplikace zahrnyjici bolesti kloubli (2 %) a mykozy (3 %). Celkem 21 ze 61 (34 %) vSech pacientli mélo
OM pted zahdjenim lé¢by TCC, 11/21 (52 %) z nich se zhojilo béhem lécby TCC; 40/61 (66 %) vSech pa-
cientll nemélo diagnostikovanu OM pfed aplikaci TCC. aviak OM se nové rozvinula u 3/40 (8 %) z nich
b&hem lécby TCC. Pocet pacientll se zhojenou OM byl signifikantné vv&3i v porovnani s podtem pacienti
s nove rozvinutou OM (p<0,01). Celkem 10 pacient s nezhojenou OM béhem terapie TCC bylo charakteri-
zovano predevsim lokalizaci OM (v tarzdlnich kostech). Ostatni faktory. jako je napf. zdvaZnost diabetické
ulcerace a mikrobidlni rezistence, nemély na hojeni OM pomoci TCC signifikantni vliv.

Zavér: Lécba syndromu diabetické nohy specidlni metodou odlehc¢eni pomoci TCC ma sva rizika, spo¢i-
vaji pfedevsim ve vzniku nové ulcerace a v progresi lokdlni infekee. Piesto neni OM absolutni kontraindi-
kaci lé¢by TCC, u pacientl je ale nutno pravidelné kontrolovat lokalni i rentgenologicky nélez a zajistit
terapii antibiotiky. Terapie syndromu diabetické nohy pomoci TCC by méla byt fizena z podiatrickych
ambulanci.

KliCova slova: osteoryelitida — syndrom diabetické nohy — kontaktni fixace.

SUMMARY

Fejfarovd V., Jirkovskd A., Bém R., K¥iZovd M., Sindeldiovd V.. Fexovd P. Skibovd J.: Complications in the
treatment of diabetic foot syndrome using total contact cast. with a focus on osteomyelitis

One of the most suitable lower-limb off-loading methods used in diabetic foot treatment is total contact cast
(TCC). TCC was not recommended in patients with osteomyelitis (OM).

The aims of our study were to assess the frequency of all complications and the effect of TCC therapy on
healing of OM and on the risk of new OM development in patients with the diabetic foot. 61 patients with
the diabetic foot treated for neuropathic foot ulcers. acute Charcot osteoarthropathy and neuropathic frac-
tures by removable TCC were included into our study (mean age 5429 vears. diabetes duration 15.6+£9
years, HbAlc 8.3+1.8 %). OM was diagnosed by X-ray and laborators markers of infection. The rates of
all complications were recorded over the study period of at least 2 months. maximum 12 months. The num-
ber of patients with OM before therapy and healed after TCC application was compared with the number
of patients with newly developed OM during TCC therapy.

Results: Removable TCC was applied for 5.4 + 4.5 months on average in all patients. The most common
complication of TCC therapy in the study group was broken cast (49 ¢, tollowed by the development of
a new neuropathic ulcer on the same foot (25 %) however. these ulcer were not chinically important. Pro-
gression of local infection leading to discontinuation of TCC therapy was noted in 11 % of all patients.
Other complications such as joint pain (2 %) and mycosis (3 <¢) were seen vens rarelv. 21/61 (34 %) of all
patients had OM before TCC therapy, 11/21 (52 %) of them healed dunng TCC treatment. 40/61 (66 %) of
all patients had no diagnosed OM before TCC application: however. 3130 (R ¢ developed new OM during
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TCC treatment. The number of patients with healed OM was significantly higher compared with the num-
ber of patients with newly developed OM (p<0.01). 10 patients with previously diagnosed non-healed OM
were characterized primarily by OM location (in tarsal bones). Other factors such as the type of ulcer and
microbial resistance had no significant effect on OM healing during TCC therapy.

Conclusion: Diabetic foot therapy with a special off-loading method using TCC has its inherent risks, par-
ticularly new ulcer development and progression of local infection. OM is not an absolute contraindicati-
on of TCC treatment, nevertheless local and X-ray findings must be monitored in these patients and anti-
biotic therapy instituted. Treatment of the diabetic foot by TCC should be managed by a foot clinic.

Key worlds: osteomyelitis — diabetic foot — total contact cast.

Prakt. Lék., 2005, 85, No. 6, p. 348-352

contact cast — TCC) jsou jednou

z nejucinnéjSich forem odlehceni
dolnich koncetin. VyuZzivaji se pii 1é¢bé
pacientli se syndromem diabetické nohy
(6, 20).

Snimatelnd TCC je schopna redistri-
buovat tlak ptsobici vertikdlné na plosku
nohy. Tato forma odlehcéeni dale umoZiiu-
je eliminovat nejvyssi tlaky na exponova-
na mista dolnich koncetin (14). Z tohoto
diavodu se snimatelné TCC pouZzivaji
v [é¢bé pacienti se syndromem diabetické
nohy, nejcastéji v 1écbé neuropatickych
ulceraci (1, 4), akutni Charcotovy osteo-
artropatie (17) a k 1écbé neuropatickych
fraktur (19).

Pfedchozi studie doposud ve velkém
poctu nesledovaly ¢etnost komplikaci 1é¢-
by snimatelnymi TCC. Nékolik malo stu-
dii prokézalo, Ze lécba TCC ma urcité
vyhody i nevyhody. Vyhodou je vysoka
ucinnost a zkraceni doby hojivosti syn-
dromu diabetické nohy. Nevyhodami tera-
pie jsou nékteré z technickych komplika-
ci, napf. zlomeniny fixaci a nové se tvofici
otlakové ulcerace na dolnich koncetinach

(5).

Sm’matelné kontaktni fixace (total

Nene

matelnou TCC je osteomyelitida (OM).
Nicméné doposud nebyla provedena stu-
die, kterd by zkoumala tspéSnost 1é¢by
syndromu diabetické nohy sdruzeného
s OM pomoci TCC nebo vliv fixaci na
rozvoj nové OM. Proto cilem nasi studie
bylo posoudit frekvenci v§ech komplikaci
terapie snimatelnymi TCC, déle vliv apli-
kace snimatelné TCC na 1écbu OM
a potencidlni riziko rozvoje nové OM
u pacientll se syndromem diabetické nohy
lécenymi touto metodou.

Soubor pacienti a metodika

Do nasi studie bylo konsekutivné zafa-
zeno 61 pacientl se syndromem diabetic-
ké nohy, ktefi byli 1éCeni pro nehojici se
neuropatické ulcerace, akutni Charcotovu
osteoartropatii a neuropatické fraktury
v podiatrické ambulanci IKEM. Tito
pacienti byli pfed zapocetim studie ne-
tspésné Iéceni po dobu alespori 3 mésici
standardnimi metodami odleh¢eni dol-
nich koncetin (11, 20). Vyfazovacimi kri-
térii zarazeni do studie byly kriticka

ischémie dolnich koncetin (dopplerovské
indexy <0,8 nebo transkutanni kyslik
(TcPO,) <30 mm Hg), poruchy mobility
talokrurdlniho skloubeni, bércové viedy
a/nebo masivni otok dolni koncetiny.
Primérny vék pacientii zafazenych do
studie byl 54 + 9,2 roku, primérna doba
trvani diabetes mellitus byla 15,6 + 9
roku a primérny glykovany hemoglobin
(HbAIc) ¢inil 8,3 = 1,8 % (normalni hod-
noty 4,2-6,2 %).

Aplikace snimatelné TCC

Pacientim zafazenym do studie byly
aplikovany snimatelné TCC zhotovené
z rigidnich a semirigidnich materiala po-
dle ndmi jiz dfive popsané metodiky (6).
U pacientl s neuropatickymi ulceracemi
bylo nejprve nutné lokalné oSetfit ulcera-
ci pomoci debridementu a poté aplikovat
vhodné lokdlni dezinficiens ¢i polyureta-
nové nebo silikonové kryti (obr. 1). Poté
se aplikovalo bavinéné kryti (Stockinet,
3M, Borken, Némecko), specialni filcové
kryti (Cellona, Lohmann and Rausher,
Neuwid, Némecko) a dlaha ve tvaru pis-
mene L z rigidniho materialu (Scotchcast,
3M, Neuss, Némecko). Na dany material
se prikladal semirigidni material (Soft-
cast, 3M, Santé, Francie), ktery kopiroval
povrch dolni koncetiny a zafixoval jej
v pozadované poloze (obr. 2). Po 20
minutdch po zatvrdnuti materidlu byla
TCC rozstfizena. Nakonec byla upravena
prstova oblast fixace a byla aplikovana
mald rigidni dlaha do pretibidlni oblasti
k zamezeni tfecich pohybii uvniti snima-
telné TCC (obr. 3). Pacienti s neuropatic-
kymi ulceracemi denné ¢i obden snimali
TCC a lokalné oSetfovali ulcerace. Bez-
prostfedn€ po oSetfeni si ale pacient sni-
matelnou TCC opét nasadil.

U pacienti s akutni Charcotovou
osteoartropatii ¢i neuropatickymi fraktu-
rami byla snimatelnd TCC aplikovana po
ustupu vyraznych edémut dolni konceti-
ny. Pacientim s ulceracemi byla snima-
telnd TCC dana po zvladnuti akutnich
lokédlnich i celkovych projevi infekce
(pacient byl vzdy afebrilni, bez vyrazné
elevace CRP, bez flegmény ¢i otoku
a bez hnisavé sekrece z rany). Osteomye-
litida ani hluboka ulcerace (Wagner 3)
viak nebyly kontraindikaci této metody
1éceni.

OBR. 1. Osetreni neuropatické ulcerace

OBR. 2. Prilozeni semirigidniho matericlu
na dolni koncetinu

OBR. 3. Findlni vipravy kontaktni fixace

Po aplikaci snimatelnych TCC byli
pacienti fddné pouceni o moznych rizi-
cich této terapie. VZdy byli kontrolovéni
s odstupem jednoho tydne po aplikaci
fixace a dale podle klinického nélezu na
dolni koncetiné — pacienti s neuropatic-
kymi ulceracemi po 2-3 tydnech, pa-
cienti s akutni Charcotovou osteoartro-
patii ¢i neuropatickymi frakturami po
4 tydnech.

Nové snimatelné TCC byly aplikova-
ny v piipad€ vyrazné redukce otoku dol-
ni koncetiny nebo pfi vyrazném poskoze-
ni fixace.
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Diagnostika nehojicich se
neuropatickych ulceraci

Mezi nehojici se diabetické ulcerace
byly zafazeny neuropatické nebo neurois-
chemické viedy, které byly neuspéSné
Ié¢eny standardni metodou (lokélni tera-
pie, odleh¢eni dolni koncetiny pomoci
terapeutické polovi¢ni boty a podavéni
antibiotik pfi zndmkach lokalni Ci systé-
mové infekce) po dobu vice neZ 3 mésicu.

Béhem terapie snimatelnymi TCC byla
antibiotika podavdna pacientim pouze
v piipadé znamek lokdini infekce.

Diagnostika akutni Charcotovy
osteoartropatie

Akutni Charcotova osteoartropatie
byla diagnostikovdna podle klinického
nilezu, a to asymetrického otoku nohy
a/nebo zvySenych lokdlnich koZnich tep-
lot 0 1-2 °C proti kontralaterdlni konceti-
né. V nékterych piipadech se projevovala
i zarudnutim, bolestivosti a nove vytvofe-
nymi deformitami (13). Pfesné&jsi diagno-
za byla stanovena pomoci 1tg vySetieni
a pomoci dynamické scintigrafie kosti.
Béhem scintigrafie byla sledovana perfu-
ze, parametry intenzity kostniho metabo-
lismu a akumulace radiofarmaka ve skele-
tu po aplikaci methylen bifosfonitu
znaceného 9°Tc (12). Kontrolni scintigra-
fické vysetfeni bylo provedeno vZdy pfi
klinickych znamkéch pfechodu akutni
Charcotovy osteoartropatie do chronické-
ho stadia, nejdiive vSak za 3-6 mésicu.
Pritomnost €731 periferni diabetické poly-
neuropatie byla diagnostikovéna vySetfe-
nim dolnich kon¢etin pomoci biothesio-
metru. Za patologické hodnoty byl
poklidan prih vibra¢niho Citi vyS§i nez
25V (1).

Diagnostika neuropatickych fraktur

Neuropatické fraktury byly definovany
jako fraktury u pacientd s t€Zkou neuropa-
tif (viz vy3e), které vznikly bez vyrazného
zevniho nésili. Rtg obraz pfitom neodpo-
vidal typické lokalizaci Charcotovy
osteoartropatie.

Nejvice neuropatickych fraktur bylo
lokalizovano v oblasti metatarzalnich
kosti (67 %). Mens§i procento fraktur bylo
lokalizovdno v oblasti falang (16,5 %)
a dale v oblasti tarzélnich kosti (16,5 %
pacienti).

Detekované komplikace 1écby
snimatelnymi TCC

Mezi detekované komplikace byly
zafazeny technické komplikace terapie
TCC, jakymi jsou zlomeniny fixaci, nové
otlakové ulcerace nebo fraktury kosti na
lé¢ené dolni koncetiné nebo na kontrala-
teralni koncetiné zplisobené noSenim
TCC a v neposledni fadé mykozy v oblas-
ti nohy (tinea pedis) nebo v oblasti inter-

digitalnich prostor. Klinicky nejzavaz-
néj$i komplikaci 1é¢by TCC byla progrese
lokalni infekce charakterizovand flegmo-
nou, edémem doln{ kon¢etiny a rozvojem
OM. Tyto komplikace vedly k pferuseni
1é¢by snimatelnymi TCC.

Diagnostika osteomyelitidy, posouzeni
zavaznosti ulceraci a antibiotické
rezistence

OM byla stanovena pomoci rtg vySet-
feni dolnich koncetin, které bylo provadé-
no vidy pfed zapoletim a po ukonceni
1é¢by snimatelnou TCC. K diagnoze pfi-
spivaly i elevované parametry zinétu
(CRP, sedimentace erytrocytl, leukocyto-
za) a ndlez na dolni koncetiné (otok
a/nebo flegmona a/nebo hiuboka ulcerace
dolni konletiny — Wagner 3, ¢i chronicka
fistula s kosti na spodiné v oblasti dolni
koncetiny).

Vsichni pacienti s diagnostikovanou
OM byli 1é€eni po dobu trvani OM pero-
ralnimi antibiotiky.

Kritériem zhojeni OM bylo posouzeni
lokélniho ndlezu — ustup otoku a flegmo-
ny dolni koncetiny a pokles rozdilu koz-
nich teplot dolnich koncetin, pokles labo-
ratornich zniamek zanétu (leukocyty,
CRP) a déle rentgenologicky potvrzené
zhojeni OM v dané lokalité.

V souvislosti s mozZnymi faktory spoje-
nymi s rizikem OM byly posuzoviny
zavaZnost diabetické ulcerace (Wagnerov-
ska klasifikace, viz 20) a antibioticka rezi-
stence patogent nalezenych v diabetic-
kych ulceracich. Za rezistentni byly
povaZovéany patogeny necitlivé k peroral-
nim antibiotikiim, ktera lze vyuZit v 1é¢bé
infekce u ambulantnich pacienti.

Statistické zhodnoceni

Analyza dat byla provedena pomoci
BMDP softwaru (PC 90). Uvadénd data
jsou prezentoviana formou pramérnych

hodnot + smérodatnych odchylek. Vyskyt
komplikaci 1é¢by syndromu diabetické
nohy byl sledovan po dobu alespoil 2,
maximaln¢ viak 12 meésici. Frekvence
vyskytu osteomyelitid, procento zhoje-
nych osteomyelitid a procento nové
vzniklych osteomyelitid byly porovnany
pfed zapocetim a po skonceni 1é¢by sni-
matelnymi kontaktnimi fixacemi pomoci
McNemarova testu, ktery statisticky
zhodnotil risk vs. benefit terapie. Za sta-
tisticky signifikantni byly povaZoviny
hodnoty p<0,05.

Vysledky

Pacienti se syndromem diabetické
nohy byli 1é¢eni v praméru 54 + 4.5
mésice pomoci snimatelnych TCC. Cel-
kové se komplikace 1é¢by pomoci snima-
telnych fixaci vyskytly u 41 pacientd
(67 % nemocnych). Vyskyt jednotlivych
komplikaci 1é¢by snimatelnymi TCC
b&hem sledovaného obdobi je zobrazen
v grafu 1. Nejcast&ji §lo o zlomeninu fixa-
ce (u 49 % vsech nemocnych), druhou
nejcast&jsi komplikaci byl rozvoj otlako-
vé ulcerace, a to u 25 % nemocnych. Mezi
nejméné frekventované komplikace patfi-
ly bolesti kloubtl (2 %) a mykézy (3 %
kaci 16¢by TCC, kterd vedla k pferuseni
aplikace fixace, byla progrese lokalni
infekce, jeZ byla nalezena u 11 % nemoc-
nych.

Celkem 21 pacienti se syndromem
diabetické nohy mélo pied zapocetim 1éc¢-
by snimatelnou TCC diagnostikovanu
OM. Nejcastéji se OM vyskytovala
v oblasti metatarzilnich kosti (13/21, tj.
62 % nemocnych s OM), dile v oblasti
tarzalnich kosti (7/21 = 33 % pacientt)
a falang (1/21 = 5 % pacientti). Zbylych
40 pacient nevykazovalo zndmky OM
pied aplikaci snimatelné TCC.

Kostni Bolesti
fraktury kloubt
Progrese 2% 2%
lokalni

infekce
11 %

Nové otlakové
ulcerace
25 %

Mykézy
3 %

Technické
komplikace
49 %

GRAF 1. VWskvt komplikaci 16cby syndromu diabetické nohy pomoci snimatelnych kontaktnich

fixact

350



PRAKTICKY LEKAR 2005, 85, &. 6

TERAPIE

Snimatelné TCC mély piiznivy vliv na
hojivost OM u pacientli se syndromem
diabetické nohy. Z 21 pacientt s OM
detekovanou pred aplikaci snimatelnych
TCC doslo ke zhojeni u 11/21 pacientl
(52 % nemocnych); 10 pacienti s OM
nebylo béhem sledovaného obdobi zhoje-
no.

Celkem 40 pacientlh nemélo pred 1é¢-
bou TCC OM, z nich pouze u 3 (7,5 %)
doslo po aplikaci snimatelné fixace k roz-
voji nové OM.

Podle statistického zhodnoceni byla
signifikantné vy33i frekvence pacientl se
zhojenou OM v porovnani s frekvenci
pacientd s nové rozvinutou OM (p< 0,01);
benefit 1écby snimatelnou TCC tedy
vyrazné pievySoval riziko rozvoje nové
OM u pacientil lé¢enych touto metodou.

Pric¢iny neuspokojivého hojeni OM
byly dile podrobnéji zkoumdiny. Zavaz-
nost diabetické ulcerace hodnocend podle
Wagnera a mikrobidlni rezistence patoge-
ni z diabetickych ulceraci se signifikant-
né nelisily mezi skupinou pacientt se zho-
jenou a nezhojenou OM. Pacienti
s nezhojenou OM byli charakterizovani
lokalizaci OM v oblasti tarzalnich kosti.
Riziko rozvoje nové OM bylo vysoké
u pacientd s hlubokou ulceraci (Wagner 3)
a s infekci zptsobenou multirezistentnimi
patogeny (Pseudomonas sp. nebo
MRSA).

Diskuse

Rozvoj diabetickych neuropatickych
ulceraci, Charcotovy osteoartropatie
i neuropatickych fraktur je ovlivnén celou
fadou faktorf,, mezi néZ fadime periferni
a autonomni neuropatii, mikroangiopatii,
cheiroartropatii, koufeni a infekci. Tyto
faktory vedou ke zvySeni plantdrniho tla-
ku a poruSe kapilarniho pritoku v dolni
koncetin€ (10). Abychom dosahli odstra-
néni abnormalnich tlakd lokalizovanych
na planté dolnich koncetin a urychleni
hojeni ulceraci, Charcotovy osteoartropa-
tie €1 neuropatickych fraktur, je nutné
zvolit vhodnou metodu odlehéeni dolnich
koncetin. Typ odlehéeni dolni koncetiny
je nutné prizpiasobit véku, hmotnosti téla,
aktivit¢ nemocného a domacimu prostiedi
pacienta (3).

Jednou z nejvhodnéjSich metod odleh-
¢eni dolnich koncetin je TCC. TCC umoz-
fiuje redistribuci vertikalnich tlakd na
planté a vylouceni plisobeni maximalnich
tlakii na exponovana mista (14). Fixace je
schopna redukovat i riziko Sifeni infekce
pfi imobilizaci tkani a kloubt (1). Cela
fada studii popsala signifikantni zlepSeni
hojent syndromu diabetické nohy pfi pou-
Ziti TCC v porovnani s pouZitim specidlni
terapeutické obuvi (4), specidlnich dlah ¢i
polovic¢nich bot (1, 2). Mnoho autor pro-

kédzalo zhojeni 70-100 % diabetickych
ulceraci pomoci TCC b&¢hem 28-68 dni
(1, 8, 15, 18). Oproti tomu polovi¢ni boty
jsou schopné zhojit 58-96 % diabetickych
ulceraci asi za 60-70 dni (9, 15).

Komplikace 1é¢by kontaktnimi fixace-
mi byly doposud zkoumény pouze okrajo-
v&. Nejcastéji byla v publikovanych stu-
diich sledovana rekurence diabetickych
ulceraci po ukonceni terapie TCC (8, 16,
18). Rekurence byla nalezena asi ve 20 %
pfipadd. Pfi¢inou byly nedostatky
v oblasti pé¢e o dolni koncetiny, biome-
chanické vady, kostni fragmenty, OM
nebo Charcotova osteoartropatie (8). Nic-
méné v Matricaliho studii nalezli nové
ulcerace aZ u 67 % pacientdl po ukonceni
terapie TCC (16). V nasi studii nebyla sle-
dovana rekurence diabetickych ulceraci ¢i
reaktivace Charcotovy osteoartropatie po
ukonceni terapie snimatelnymi TCC.

V literatuie se vyskytla jedna studie
zkoumajici podrobnéji komplikace a bez-
pecnost TCC aplikovanych u rizikovych
pacientti s periferni neuropatii (21).
Wukich a spol. prokazali komplikace,
jakymi byly koZni iritace nebo pfilisna
tésnost fixace (21), pouze u 17 % nemoc-
nych. Zadnd z nalezenych komplikaci
oviem nevedla k ukonceni terapie fixaci
(21). NaSe studie prokdzala progresi
lokalniho nalezu, kterd vedla k ukonéeni
terapie snimatelnymi TCC, v 11 % piipa-
di. Technické komplikace, jakymi byly
zlomeniny fixaci, se staly v nasi studii
nejCastéj$im problémem. Tento vysoky
vyskyt je pravdépodobné zptisoben
pomérné dlouhou dobou aplikace jedné
TCC u jednoho pacienta. Zatimco
Wukich a spol ménili fixace po 4 dnech
a nasledné jednou tydné (21), v nadi stu-
dii byly TCC ménény pouze pii vyraz-
ném poskozeni fixace nebo pfi vyrazné
redukci edému dolni koncetiny. V nékte-
rych piipadech byla pfic¢inou komplikaci
1é¢by TCC non-compliance pacienta (viz
nize).

V na$i studii byly nové vytvofené kon-
taktni ulcerace nalezeny u 25 % nemoc-
nych se snimatelnou TCC. Dzieciucho-
wicz a spol. popsali ve své studii nové
otlakové ulcerace na stejné koncetingé az
u 40 % nemocnych s nov€ nasazenou kon-
taktni fixaci (5). Pfic¢inou nov¢ vzniklych
ulceraci v priabchu 1é¢by TCC muze byt
podle naSich zkuSenosti Spatna complian-
ce pacienta napf. pii pouZivani podpaz-
nich berli. Dal§im problémem muZe byt
noSeni ponoZek ¢i obvazll uvnitf snima-
telné fixace, nebot v TCC dochazi k jejich
shrnovani. Vlastni opravy TCC mohou
rovnéz zplsobit rozvoj otlakovych defek-
ti. Nové vzniklé ulcerace, zvlasté jsou-li
v¢as zachyceny, nebyvaji pii¢inou zivaz-
nych komplikaci, protoZe byvaji obvykle
povrchové a jsou nejastéji lokalizované

v v

v nezatéZovanych mistech, mezi néz fadi-
me pretibidlni oblast nebo oblast nirtu.

Doposud nebyla provedena studie
zkoumajici vliv 1é¢by snimatelnymi fixa-
cemi na terapii osteomyelitid. Na jedné
strané se TCC nedoporucuje aplikovat
u osteomyelitid (1, 7), na druhé strané exi-
stuji dobré klinické zkuSenosti s aplikaci
klasické sadry u pacientd s OM, protoze
dochazi ke znehybnéni koncetiny a snize-
ni rizika 3ifeni infekce. Podle naSich
vysledkd nemusi byt OM fazena mezi
absolutni kontraindikace aplikace snima-
telné TCC, nebot benefit 1é€by snimatel-
nymi kontakinimi fixacemi signifikantn¢
pfevySuje riziko nového vzniku OM
b&hem této 1é¢by. ProtoZe se ale nova OM
rozvinula u pacientdl s hiubokou ulceraci
(Wagner 3) infikovanou multirezistentni-
mi patogeny. nelze u téchto pacientil
doporucit terapii ulceraci pomoci TCC.
Podobné sporné je aplikace TCC u pa-
cienti s OM v oblasti tarzilnich kosti,
jelikoZ u nich aplikace TCC nemusi nilez
vyrazné zlepsit.

Na zaklad¢ zkuSenosti z na3i studie 1ze
zav€rem shrnout, Ze je nezbytné nutné
pravidelné kontrolovat lokaln{ klinicky
obraz a rtg ndlezy u pacientd lécenych
snimatelnymi TCC a terapii pomoci TCC
raciondlné indikovat.

Podékovani: Price byla podpofena
vyzkumnym zidmérem MZ CR, ¢ VZ
MZO 00023001.
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Kratka intervence
u patologického hracstvi

NESPOR K., CSEMY L.

Psychiatrickd lécebna Bohnice, Praha,
reditel MUDr. Z. Basny

SOUHRN

Price shrnuje postupy, které lze pouZit pfi kratké intervenci pro problémy pusobené hazardni hrou. Vzhle-
dem k rozgitenosti problému s hazardni hrou v populaci je zasadné dileZité, aby kratkou intervenci pouZi-
vali pracovnici riznych obor(, tedy nejen lékafi, ale i psychologové, pedagogové atd.

Kli¢ové slova: patologické hra¢stvi — zavislosti — kratkd intervence.

SUMMARY

Nespor K., Csémy L.: Short-term intervention in pathological gambling

Summarized are procedures that can be used in short-term intervention for problems caused by gambling.
In view of the extent of the problems with gambling in the population, it is fundamentally important that
short-term intervention be used by workers from various disciplines, i.e. not only physicians, but also psy-

chologists, educationalists, etc.

Key words: pathological gambling — addiction — short-term intervention.

Prakt. Lék., 2005, 85, No. 6, p. 352-353.

Rozsifeni problému pilisobenych
hazardni hrou v populaci

~ daje o poctu patologickych hract
| | nejsou k dispozici, je ale znam
vyskyt zkuSenosti s hazardnich
hrou na automatech u dospivajicich ve
véku 16 let. Tato zkusenost Cinila celoZi-
votné u chlapct 15,3 % a u divek 7,2 %.
Hrani na hazardnich automatech jednou
tydné ¢i Castéji se objevovalo u 2.4 %
chlapcii a 0,6 % divek (1). Z uvedeného
vyplyva, Z7e vzhledem k dostupnosti
hazardnich her lze pfedpokladat dalSi
narust patologického hra¢stvi i jinych
problému, které hazardni hra ptsobi (kri-
minalita u dfive beziihonnych, homose-
xudlni prostituce, rozvodovost apod.).
Hazardni hry u dospivajicich jsou také
spojeny s vy$§im rizikem problémi piso-
benych alkoholem i jinymi latkami, jak
o tom sv&d¢i nase zkusenosti i zahrani¢ni
prace (5). Spoluprace patologickych hra-
¢l pti 16¢bé ma nékdy kratkodoby cha-
rakter a mnoho z nich 1é¢bu predCasné
pferusi. Ze viech téchto diivodi je Zadou-
ci, aby 1ékafi a dal3i pracovnici riiznych
oborii (adiktologie, psychiatrie, v§eobec-
ného 1ékafstvi, dorostového lékarstvi,
psychologové, pedagogové apod.) uméli
provadét kratkou intervenci pro problémy
pusobené hazardni hrou.

Kratka intervence

Je pravd&podobné, Ze terapeut nepo-
uzije v ramci kratké intervence viechny
déle uvedené postupy, ale vybere z nich
tieba i jen jeden nebo dva s ohledem na
¢asové moZnosti a situaci.

Prvky kratké intervence

¢ Posoudit stav pacienta, informovat
o vysledku. V nasich podminkach bude-
me vychazet z Mezindrodni klasifikace
nemoci (MKN-10) a rozhodovat mezi
patologickym hracstvim (F63.0) a hrac-
stvim a sdzkafstvim (Z72.6). Pro patolo-
gické hracstvi je typické 1. craving (baZe-
ni) po hazardni hfe, 2. zhorSené
sebeovladani ve vztahu k hazardni hfe, 3.
pokracovani navzdory nepfiznivym
dasledkim. Jde tedy o podobné znaky,
jaké najdeme v definici zavislosti na psy-
choaktivnich latkach. Naproti tomu
u hra¢stvi a sazkafstvi zlstdva sebekon-
trola je$té zachovana.

* Doporucit, aby pacient u sebe neno-
sil vét3i Castky penéz, protoZe u mnoha
patologickych hraca vyvoldvaji volné
finan¢ni prostfedky craving (baZeni) po
hazardni hfe. Ze stejnych dilvodd by
vybér z pacientova bankovnfho konta mél
byt vazan dvéma podpisy (napf. podpisy
pacienta a jeho rodici nebo manzelky),
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Pacienti byli odeslani od praktickych Iékaft pro déti a dorost, od
détskych diabetologl/endokrinologli nebo z jinych lGzkovych
zafizeni. Glykemie nalaéno pfi vySetieni u odesilajiciho 1ékafe
se pohybovala v rozmezi od 5,5 do 20,9 mmol/l (median 7,1)
a pfi prvnim vy$etfeni u nés od 3,95 do 22,6 mmol/l (median
5,9). U pacientd jsme vyhodnotili rodinnou anamnézu, vék,
BMII, glykemii, hladinu inzulinu a C-peptidu nalaéno, glukézovou
toleranci pomoci oGTT, prvni fazi inzulinové sekrece (FPIR)
pomoci ivGTT, znamky ketoacidézy, zavislost na 16¢bé inzuli-
nem; u viech jsme analyzovali gen pro glukokindzu (MODY2)
a pro HNF-1alfa (MODY3), u déti do 2 let véku genu pro Kir6.2
{permanentni neonataini diabetes mellitus; PNDM) a u ¢ésti
pacient( gen pro HNF-4alfa (MODY 1).

Vysledky: Presymptomatickou fazi diabetes mellitus 1. typu
(T1DM) jsme zjistili u 11 pacient; u 35 byl pfi¢inou defekt
glukokinazy (MODY2), u dvou MODY3 a u jednoho pacienta
MODY 1. U jednoho chlapce byl zjistén PNDM na podkiadé
defektu Kir6.2. U 9 pacientd s poruchou glukozové tolerance
(PGT) a/nebo diabetes mellitus {DM) se etiologii prokazat
nepodafilo. 23 déti a dospivajicich mélo glukézovou toleranci
v normé, provedenymi vySetfenimi jsme vyloudéili poruchu me-
tabolismu glukdzy (NGT). Vybrané vysledky vySetfeni shrnuje
tabulka v dolini &asti strany (hodnoty uvedeny jako pramér
a rozmezi).

Zavéry: 1. Nalez asymptomatické hyperglykemie umoZiuje
u pfevazné vétsiny pacientl prokazat etiologii poruchy regula-
ce glykemié, pfipadné poruchu vyloucit.

2. U déti a dospivajicich je nej¢astéjsi pfiCinou nahodné
zji§t&né hyperglykemie defekt glukokindzy (MODY2). Tito
pacienti nevyZzadujf léceni.

3. U 13 % pacientl je ndhodné zjisténa hyperglykemie prv-
nim projevem T1DM; témto pacienttm pfinas{ véasna a exaktni
diagn6za moznost zahdjit inzulinovou 1éébu pfed rozvojem
klinickych pfiznaka diabetu.

4. Vzhledem k probihajicim pilotnim studiim s |é¢bou deri-
vaty sulfonylurey u déti s PNDM na podkiadé defektu Kir6.2,
ale i u pacient s MODY 1 a MODY 3, muZe presna diagnostika
témto pacientim v budoucnu pfinést atraktivnéj$i mozZnost
terapie ve srovnani s celozivotni [é¢bou inzulinem.

Studie byla provedena v rémci projektu IGA MZ CR NB/
7420-3.

18.

KOMPLIKACE LECBY SNIMATELNYM! KONTAKTNIMI
FIXACEMI SE ZAMERENiIM NA OSTEOMYELITIDU

V. Fejfarova, A. Jirkovska, M. K¥izova, R. Bém

Klinika diabetologie, IKEM, Praha

Aplikace kontaktnich fixaci (TCC) je jednou z nejucinnéj-
Sich metod odleh&eni dolnich koné&etin. Lécba TCC miiZe byt
v nékterych pfipadech provizena rozvojem komplikaci, které
zahrnuji i osteomyelitidu (OM). Cilem nasi studie bylo stanovit
&etnost komplikaci lécby TCC a sledovat vliv TCC na hojeni OM

ariziko rozvoje nové OM u pacient( se syndromem diabetické
nohy. Metody: Do nasi studie bylo zafazeno 61 pacient( se
syndromem diabetické nohy, ktefi byli 1é€eni snimateinymi
TCC (pramérny vék 54 £ 9 let, trvani diabetu 15,6 + 9 let,
HbA, 8,3 £ 1,8%). Snimatelné TCC byly indikovany pro neu-
ropatické ulcerace, akutni Charcotovu osteoarthropatii a pro
neuropatické fraktury. OM byla diagnostikovana RTG vySetie-
nim a pfitomnosti laboratornich znamek zanétu. V pribéhu 20
mésicl byla sledovana ¢etnost komplikaci ié¢by TCC. Ve studii
byl vzajemné porovnan podet pacientd s OM detekovanou pfed
aplikaci TCC s pocétem zhojenych nemocnych po aplikaci TCC
a s poltem pacientl s nové rozvinutou OM béhem terapie
TCC. Vsichni pacienti s OM byli 1é¢eni antibiotiky béhem TCC
terapie. Vysledky: VSichni pacienti byli IéCeni snimatelnymi
TCC v priméru 5,4 £ 5 mésicu. Nejcastéjsi komplikaci TCC
16by byla zZlomenina TCC (49 %); druhou nejéastéj$i komplikaci
byl rozvoj nové neuropatické ulcerace na lé€ené noze (25 %).
Progrese lokalni infekce, ktera vedla k preruseni 1é¢by TCC,
byla nalezena u 11% nemocnych. Velmi zfidka se vyskytovaly
ostatni komplikace zahrnujici zlomeniny kosti (2 %), bolesti
kloubl (2 %) a mykdzy (3%). 21/61 (34 %) vSech pacientl
mélo OM pfed zahajenim lé¢by TCC, 11/21 (62 %) z nich
se zhojilo b&hem 1é6&by TCC. 40/61 (66 %) viech pacientli
nemélo diagnostikovanu OM pfed aplikaci TCC, aviak OM se
nové rozvinula u 3/40 (8 %) z nich béhem lécby TCC. Pocet
pacientd se zhojenou OM byl signifikantné vy3si v porovnani
s poétem pacient s nové rozvinutou OM (p<0,01). 10 paci-
entl s nezhojenou OM diagnostikovanou pfed aplikaci TCC
bylo charakterizovidno pfedevsim lokalizaci OM (pfevaha OM
v tarséalnich kostech). Ani zadvaznost diabetické ulcerace ani
mikrobialni rezistence se signifikantné neliSily mezi skupinou
pacient( se zhojenou a nezhojenou OM po aplikaci TCC. Zavér:
Osteomyelitida neni absolutni kontraindikaci aplikace kontaktni
fixace, jelikoz benefit 16&by fixaci je vy3sf neZli riziko rozvoje
nové osteomyelitidy u pacientll se syndromem diabetické nohy.
U pacientt s osteomyelitidou, ktefi jsou l1éCeni kontaktnimi
fixacemi, je velmi duleZité pravidelné kontrolovat lokalni a RTG
nalezy a dlouhodobé je {écit antibiotiky.

19.

POLYMORFISMY PARAOXONAZY 1 U PACIENTU S DIA-
BETES MELLITUS 2. TYPU

M. Flekag, J. Skrha

Il interni klinika 1. LF UK a VFN v Praze

Uvod: Paraoxonaza 1 (PON1) je kalcium-dependentni
antioxidadni enzym vyskytujici se v séru jako soucast mole-
kuly lipoproteinii o vysoké hustot&. U pacientt s diabetem byl
opakované prokazan vystupfiovany oxida&ni stres a jednou
z moznych pfi¢in se zda byt i snizenad antioxida¢ni aktivita
PON1. V lidské populaci je velmi Siroky interval sérovych
koncentraci a enzymové aktivity paraoxonazy, coz muize byt
z &asti podminéno geneticky, fadou polymorfism{ (SNP) jak
v kéduijici, tak v promotorové oblasti genu.

Tabulka k 17. abstraktu - &lanek Analyza pfi¢in asymptomatické hyperglykemie u déti a dospivajicich

n vék glykevrme C-peptid nalaéno |nquln
nalaéno nalaéno
(% souboru) (let) (mmol/1) (pmol/1) {mlU/1)
T1DM 11 {13%) 9,9 (3,8-14,5) 9,5 (3,95-20,3) 374 (13-874) 7,3 (2,0-13,0)
MODY1 1(1%) 14 8.4 342 ?
MODY2 (defekt glukokinazy) 35 (43%) 11,2 (0,5-16,1) 6.4 (4.7-7.8) 703 (204-4315) | 12,6 (2,0-75,0)
MODY3 2 (2%) 16,0 (15,9-16) 5,2 (5,2-5,2) 512 (254-770) 8,2
PNDM (defekt Kir6.2) 1(1%) 0.2 22.6 183 2
nejasna PGT/DM 9 (11%) 11,2 (0.7-14,4) 6,2 (4,6-9.2) 605 (187-1060) 7.2 (3,4-17.0)
NGT 23 (28%) 9,7 {1,3-16.1) 4,8 (3,95-5,95) | 528(161-1109) 6,6 (2,0-11.0)
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One of the recommended method of lower limb offtloac ling is the application of TCC, which
could sometimes lead 1o some complications including ost comyelitis (OM). The aims of our
study were 1o assess the frequency of ;i?% complications and the influence of TCC therapy on
healing of OM and risk of new OM development in patients with the digbetie foo!, Methods:
Cwore meluded into our studs

wnts with the dishetic foot freated 3%' removabic T

1
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patients for neuropathic foot uleers, in 18 gss wits for noute Chareod
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' s abserved pertod of 20 month. The frequency of patients with OM belore therapy

after TCC application was compared with the frequency of patients with new

developed OM during TCC therapy. All patients with OM were treated ?‘:j» antit

HOC treatment, Resualts: Removable TCC was applicd for 5.4 4 4.5 month on average i all
sroup was the broken cast

g

QUes during

patients, The most conmmon complication of TCC ther: Ay I study

{4955, the second one was the development of 2 new

g o ey Yo o " ey w5 y
curnnate uloer on M;‘ same oo

(25%) m ag ession of local infection, which leads to the interruption of TCC ARV, Wi
found in 119% of all patients. Other complications such as bone fracture (2%), joint pain (2%)

rad H‘&% betore TCU

and myeosis (3%) were seen very rarely. 2161 (34%) of all pat
thorapy, 12T (32%) of them has healed during TCC reatmen 3 of all 7\ tHenty
had no diagnosed OM hefore TCC application, however new OM doy cloped m 3740 (8% of
TCC sreatment, The fro healod O was »%;zzzf

ther dury

';,:}; of puatients with

' i : why devajoped OM {paG.01

patients with !%xﬂ‘;*f‘iiﬁ‘isfvif previousty di nwui OM were specificd mostly by OM location
(redominance of OM in tarsal bonesy. The distribution of fvpe of wleer and microbial
FOSIRIATIOY wWOrs ] in healed and non-healed : with OM. Cenclusion:
Osteomyehinis does not form absolute contraindication of TOC apphication, since the bonefit of
e 1?‘;@!’;1;'\v is higher than risk of new OM development in patients with the diahetic foot.
Iy the local and Xeray findings of these patients and

nparison with the frequency

However, i s necessary o control regula
treat them by antibiotics for o fong-time.
Thus study was sami;rwd by grant of Ministry of Health No VZ/CEZ:1L 17/98:0002 3001
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Results: With a mean tissue/plasma ratios of 101.7% (95% CI: 55.9; 147.6)
linezolid achieved good penetration into perinecrotic tissue. This corre-
sponds to a mean tissue concentration of 9.6mg/kg (95% CL 7.4; 11.8
mg/kg), which is above the concentration predicted to be effective against
clinically important cocci (MIC,, for methicillin-resistant staphylococci
4mg/L). Tissue/plasma ratios correlated with systemic inflammation (C-
reactive protein: coefficient of correlation 0.73; p<0,01; serum albumin:
-0.68; p<0,05; temperature: 0.6; p<0,05).

Conclusions: Linezolid achieves adequate levels in perinecrotic areals of
diabetic foot wound. The penetration is positively correlated with inflam-
mation. The data presented suggest that linezolid could be successful in the
treatment of DFL

974

Does a diabetic foot infection (DFI) wound score correlate

with the clinical response to antibiotic treatment?

Data from the SIDESTEP study

B. A.Lipsky', D. G. Armstrong?, D. E. Morgenstern®, T. R. King?,
M. A. Abramson’;

VA Puget Sound Health Care System, Seattle, 2Rosalind Franklin
University of Medicine, Chicago, *Merck & Co. Inc., West Point,
United States.

Background and Aims: A variety of scoring systems have been promul-
gated for classifying diabetic foot ulcers, and some have shown benefit in
guiding treatment or predicting clinical outcomes. While several of these
systems take infection of the ulcer into consideration, none are specifically
designed for scoring the infected foot. We developed a DFI wound scoring
system incorporating grading of both specific wound parameters (local
and systemic signs and symptoms of infection) and wound size measure-
ments. We sought to determine if the resultant composite DFI wound score
determined at baseline and during treatment predicted the clinical out-

~ come.

Materials and Methods: The SIDESTEP study was a multicenter, random-
ized, double-blinded comparison of intravenous (IV) ertapenem (E) (1 g/d)
and piperacillin/tazobactam (P/T) (3.375 g qid) for treatment of patients
with moderate to severe DFI. Investigators graded each infection for the
presence of purulent drainage, non-purulent drainage, erythema, indura-
tion, tenderness, pain, and local warmth for severity with a value ranging
from 0 (absent) to 3 (severe). They also measured wound size, area, and
undermining with scores ranging from 0 to 10 for size and depth,and 0 to 8
for undermining. The total DFI wound score, defined as the sum of the
individual scores, was calculated at baseline, discontinuation of IV therapy
(DCIV) and at a follow-up assessment (FUA) 10 days after cessation of
antibiotic therapy.

Results: At baseline, DFI wound scores were calculated for 92.8% (373/402)
of clinically evaluable patients; mean 16.1+ 5.6 for E and 15.6 +5.7 for P/T.
E treatment group: the favorable clinical response (infection improved or
cured) at FUA ranged from 100% (52/52) in patients with a baseline wound
score < 12 to 81.8% (36/44) in patients with a baseline wound score >19.
P/T: the favorable clinical response at FUA ranged from 90.6% (58/64) in
patients with a baseline wound score <12 to 72.1% (31/43) in patients with
a baseline wound score >19.

Conclusion: Mean DFI wound scores were similar for the two treatment
groups in this study. Clinical response rates to antibiotic therapy were sim-
ilar in both treatment groups at baseline, DCIV and FUA and the response

" rates generally decreased with an increase in baseline wound score. The

j

/

DFI wound score may be a useful tool for assessing wound infection sever-
ity and in predicting treatment outcomes.

975

Type 1 diabetes associated with a high prevalence of low bone density

H. McDonald-Blumer!, S. Elfassy?, V. Van?, I. R. Blumer?;

'Medicine, Mount Sinai Hospital, Toronto, *University of Western Ontario,
London, ON, Canada, *University of Alberta, Edmonton, *Charles H Best
Diabetes Centre for Children & Youth, Ajax, Canada.

Background and Aims: Recent literature has suggested a possible associa-
tion between type 1 diabetes (DM 1) and low bone mineral density (BMD).
However, current diabetes guidelines (ADA, CDA) and osteoporosis guide-
lines (NOF, OSC) make no mention of this potential association despite the
fact that some studies show up to a twelve fold increased risk of osteo-
porotic fractures. To expand upon the limited literature on this topic and to
determine if such an association exists in adults, we surveyed adult patients
with DM 1 from a large community diabetes practice.

Materials and Methods: All active patients aged 20 to 65 with DM 1 not
meeting exclusion criteria (pregnancy or actively seeking pregnancy;
known secondary cause of osteoporosis/low BMD; use of anti-resorptive
medication, unable or unavailable to participate) were eligible for inclusion
(267 patients). One hundred and thirty patients completed a standardized
questionnaire and a BMD assessment.

Results: Of the130 who completed the standardized questionnaire and
BMD assessment, 52 (40%) had a T score of < -1.0 in at least one of three
measured sites (femoral neck, total hip, lumbar spine). Men were more
likely to be affected (29 of 63; 46%) than women (23 of 67; 34%), particu-
larly in the quartile with the lowest BMD (21 men of 32 individuals; 65%).
Low BMD was more common in older age groups (20 of 37 aged 50-65;
54%), but still notably high among younger age groups (11 of 30 aged
20-34; 37%). Traditional osteoporosis risk factors did not seem helpful in
discriminating the quartile with the lowest BMD from that with the highest
with the exception of prevalent fracture which was more common in those
with the lowest BMD scores; however lower body mass index, longer dura-
tion of diabetes, and male gender were associated with lower BMD.
Conclusion: This data suggests a significant proportion of adults with DM 1
have low BMD with a disproportionate representation of men in the most
severely affected group. Further study is needed to assess the mechanism
behind both the increased prevalence of low BMD observed in persons
with DM 1 and the factors leading to the over-representation of affected
males.

976

In Charcot osteoarthropathy early offloading prevents bone mineral
density falls not only in the Charcot foot but in the contralateral
non-Charcot foot

N.L.Petrova, M. Bates, A. V. M. Foster, M. E. Edmonds;

Diabetic Foot Clinic, King’s College Hospital, London, United Kingdom.

Background and Aims: The aim of this study was to measure prospectively
calcaneal bone mineral density (BMD) in the Charcot and non-Charcot
foot in the acute and chronic stages of Charcot osteoarthropathy.
Materials and Methods: We studied 31 patients with acute unilateral Char-
cot osteoarthropathy: 20 patients presenting with established x-ray changes
and 11 patients with normal x-ray but abnormal bone scan. All patients
were treated with offloading.

Results: In patients with x-ray changes, BMD was significantly reduced in
the Charcot foot compared with the non-Charcot foot (0.391+0.12 g/cm?
versus 0.477+0.13 g/cm?, p<0.001). On follow up over 1044 months
despite offloading, there was significant reduction in BMD not only in the
Charcot foot (0.353+0.11 g/cm?, p=0.034) but also in the non-Charcot foot
(0.456 +0.13 g/cm?, p=0.008).

In contrast, patients presenting with normal x-ray, had similar BMD
between the Charcot foot and non-Charcot foot (0.412£0.11 g/cm? versus
0.428 + 0.1 g/cm?, p=0.438). On follow up over 8 + 2 months, after offloading
BMD did not fall either in the Charcot foot (0.416 £0.12 g/cm?, p=0.795) or
in the non-Charcot foot (0.439 £ 0.1 g/cm?, p=0.261).

Conclusion: Offloading in Charcot osteoarthropathy may prevent falls in
bone mineral density in the Charcot foot and non-Charcot foot if applied
promptly before radiological changes have developed.

Supported by Diabetes UK: BDA RD01/002284
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Risk and benefit of total contact cast treatment of the diabetic foot
related to osteomyelitis

V. Fejfarova, A. Jirkovska, R. Bem, J. Skibova;

Diabetes Center, Institute for Clinical and Experimental Medicine,
Prague 4, Czech Republic.

Background and Aims: Total contact cast (TCC) is one of the most suitable
lower-limb off-loading methods used in diabetic foot treatment. TCC ther-
apy may improve healing of existing osteomyelitis (OM). On the other
hand, the risk of this method is that it could also induce progression of
infection and development of a new OM. The aims of our study were to
assess risk vs. benefit of TCC treatment related to OM and factors influenc-
ing healing of OM and development of a new OM.

Materials and Methods: 61 unselected patients (mean age 54 + 9 years, dia-
betes duration 15.6+ 9 years, HbAlc 8.3+1.8%) treated in our foot clinic
for the diabetic foot by removable TCC from 2/2002 to 12/2003 were
included into our study. Patients were observed and treated by TCC until
healing of the diabetic foot or at least for 2 months and maximum for 12
months (removable TCC was applied for 5.4 +4.5 month on average in all
patients). OM was diagnosed by X-ray and laboratory markers of infection



(CRP, Leukocytes). The frequency of patients with OM before therapy and
healed after TCC application was compared with the frequency of patients
with newly developed OM during TCC therapy (McNemar test). Factors
influencing healing of OM such as OM location, the type of ulcer and
microbial findings were assessed. The rates of all complications were
recorded during the observed period.

Results: 21/61 (34%) of patients had OM before TCC therapy and 11/21
(52%) of them healed during TCC treatment. From 40 patients without OM
before TCC application, 3 patients (8%) developed new OM during TCC
therapy. The frequency of patients with healed OM was significantly higher
compared with the frequency of patients with newly developed OM
(p<0.01),it means that the benefit of TCC therapy on healing of OM was 3.6
times higher in comparison with the risk of a newly developed OM during
application of this off-loading method. 10 patients with previously diag-
nosed non-healed OM were characterized primarily by OM location in
tarsal bones; other factors such as the type of ulcer and microbial resistance
had no significant effect. Patients with a newly developed OM were speci-
fied by ulcer of Wagner 3 and infection caused by resistant pathogens. The
most common other complication of TCC therapy in the study group was
broken cast (49%), followed by the development of a new neuropathic ulcer
on the same foot (25%). Progression of local infection leading to discontin-
uation of TCC therapy was noted in 11% of all patients. Other complica-
tions such as joint pain (2%) and mycosis (3%) were seen very rarely.
Conclusion: Our data showed that benefit of TCC therapy on healing of OM
was significantly higher in comparison with the risk of a newly developed
OM during this treatment. However, application of TCC in patients with
OM located in tarsal bones and in patients with neuropathic foot ulcers of
Wagner 3 and/or with infection caused by resistant pathogens is still con-
troversial.

This study was supported by the Institute for Clinical and Experimental
Medicine (MZO 00023001).
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How long does it take to progress from cast to shoes
in the management of Charcot osteoarthropathy?
M. Bates, N. L. Petrova, M. E. Edmonds;

King’s College Hospital, London, United Kingdom.

Background and Aims: Charcot osteoarthropathy can be managed either
with total contact cast or removable cast walker. However, the transition
from cast to bespoke footwear is not well described. We report the duration
of casting in the management of 46 patients with Charcot osteoarthropathy
and we emphasize that over 30% of patients relapsed after coming out of
cast.

Materials and Methods: We studied 23 type 1 and 23 type 2 diabetes with
acute Charcot osteoarthropathy. Mean age was 50+ 13.1 years (mean+SD)
and mean duration of diabetes was 20+ 11.1 years, Total contact cast was
applied in 34 patients as the primary treatment but when there were con-
traindications to it, a removable cast walker was used in 12 patients.
Patients were changed either from total contact cast to bivalve cast and then
bespoke shoes or from removable cast walker to shoes when foot skin tem-
perature difference was less than 2°C and there was a radiographic evi-
dence of consolidation. Relapse was defined as an increased foot skin tem-
perature difference of greater than 2°C after the primary casting treatment
had been concluded.

Results: The median duration of casting treatment for all patients was 11
(8-16.7) months [median (25®-75% percentile)]. Thirty-one patients (67%)
progressed from the primary treatment to bespoke footwear without
relapse and duration of casting was 9 (7-12) months. However, 15 patients
(33%) relapsed after completing their primary casting treatment. They had
to return to their casting treatment and the total duration of casting for
these patients was 20 (15-21) months, (p<0.001). Relapse of Charcot
osteoarthropathy was not correlated with the type of primary casting treat-
ment (r=0.220 p=0.141), age (r=0.082, p=0.587), duration of diabetes
(r=0.182, p=0.226), type of diabetes (r=0.046, p=0.76), gender (r=0.016,
p=0.915) and site of involvement (r=0.07, p=0.627).

Conclusion: This study has shown that the total duration of casting is
longer than previously reported and emphasizes that over 30% of the
patients relapse after completing their primary cast treatment. It is impor-
tant that patients with Charcot osteoarthropathy should be observed very
carefully to identify relapse early.

A 355
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Nonremovable fiberglass off-loading walking cast versus aircast in the
treatment of neuropathic foot ulcers: a controlled randomized clinical
study

C. Caravaggi'?, A. Sganzaroli!, 1. Pogliaghi', P. Cavaiani', E. Sommariva!,
L. Ferraril, L. Sacchetto!;

ICenter for the Study and Treatment of Diabetic Foot Pathology,
Abbiategrasso Hospital, Milan, 2University Vita - Salute San Raffaele,
Milan, Italy.

Background and Aims: Neuropathic plantar ulcers are the most frequent
complication of sensitive motor diabetic neuropathy. The altered plantar
bearing, consequent to articular rigidity and to the foot structural deformi-
ties, is responsible for the appearance of plantar peaks of pressure which
condition the rise of non-painful areas of callosity, frequently evolving into
ulcerative wounds.The treatment of choice of neuropathic plantar ulcers is
given by the total off-loading of the ulcers, achieved with an off-loading
device. Our group has recently shown the superiority of the nonremovable
fiberglass off-loading walking cast (OWC) vs. a therapeutic shoe with off-
loading insole. The complexity of preparing such an off-loading device has
not allowed a mass usage of this technique. Purpose of the study is the
comparison of efficacy and safety of a new removable off-loading device
(AIRCAST).

Materials and Methods: We consecutively enrolled 36 patients affected by
plantar ulcers with at least 3 months history, with an ulcer surface > 1 cm?
and TcP02 > 40 mmHg. Exclusion criteria were: clinically infected wound,
bone exposure, x-ray confirmed osteomyelitis, contra-indications to the use
of the off-loading device (reduced visual acuity, impaired equilibrium,
amputed controlateral limb). 19 patients were enrolled in the OWC group
while 17 in the Aircast group. The ulcer surface was 370 + 340 mm? in the
OCW group and 240 + 170 in the ATRCAST group. The study lasted 90 days.
The control visits were done every 12 days at the Center. During the visit
the OCW or Aircast was removed, the wound was dressed (surgical couret-
tage, cleansing with iv sodium solution, application of hyaluronic acid,
polyurethane foam) and the OCW remade or the ATRCAST re-applied. The
patients from the Aircast group were informed of the need to wear contin-
uously the device in order to obtain ulcer healing.

Results: At the end of the 90-day observation period 16 patients (81%) in
the OCW group healed, with an average time of 43.3£19.5 days, while in
the Aircast group 13 pts (76%) healed, with an average of 53.3+20.5 days.
In the OCW group there were 3 dropouts, while in the AIRCAST group
there were 4.

Conclusion: Data coming out from our study demonstrated that there are
not statistically differences between the two treatments both from efficacy
and safety point of view. We can state that AIRCAST device can be consid-
ered a good off-loading system for the treatment of neuropathic plantar
ulcers.
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TOTAL CONTACT CAST IN THE TREATMENT OF THE DIABETIC FOOT
— ITS RISK AND BENEFIT WITH FOCUS ON OSTEOMYELITIS.

Viadimira Feifarova, Alexandra Jirkovska, Marta KriZova, Robert Bém, Jelena Skibova

Diabetes Center,Institute for Clinical and Experimental Medicine, Prague, Czech Republic

Total contact cast (TCC) is one of the most suitable lower-limb off-loading methods used in
diabetic foot treatment. TCC therapy has its own benefit lies in the improvement of hefaling

of existing osteomyelitis (OM) and its risk lies in the possibility of infection progression and
development of a new OM. The aims of our study were to assess risk vs. benefit of TCC
treatment related to OM and factors influencing healing of OM and development of a new OM.

Methods: 61 unselected patients (mean age 5419 years, diabetes duration 15.619 years,
HbA1c 8.3+1.8%) treated in our foot clinic for the diabetic foot by removable TCC (from 2/2002
to 12/2003) were included into our study. Patients were observed and treated by TCC until
healing of the diabetic foot or at least for 2 months and maximum for 12 months. OM was
diagnosed by X-ray and laboratory markers of infection (CRP, Leukocytes). The frequency

of patients with OM before therapy and healed after TCC application was compared with

the frequency of patients with newly developed OM during TCC therapy. Factors influencing
healing of OM and the rates of all treatment complications were assessed.

Results: Removable TCC was applied for 5.4 + 4.5 months on average in all patients.

21/61 (34%) of all patients had OM before TCC therapy and 11/21 (52%) of them healed
during TCC treatment. 3 patients (8%) from 40 patients without OM before TCC application
developed new OM during TCC therapy. The frequency of patients with healed OM (11/21-
52%) was significantly higher compared with the frequency of patients with newly developed
OM (3/40-8%; p<0.01). The benefit of TCC therapy on healing of OM was 3.6 times higher

in comparison with the risk of a newly developed OM during application of this off-loading
method. 10 patients with non-healed OM were characterized primarily by OM location in tarsal
bones:; other factors such as type of ulcer and microbial resistance had no significant effect.
Patients with a newly developed OM were specified by ulcer of Wagner 3 and infection caused
by resistant pathogens. The most common other complication of TCC therapy in the study
group was broken cast (49%), followed by the development of a new neuropathic ulcer on the
same foot (25%). Progression of local infection leading to discontinuation of TCC therapy was
noted in 11% of all patients.

Conclusions: Our data showed that benefit of TCC therapy on healing of OM was significantly
higher in comparison with the risk of a newly developed OM during this off-loading treatment.
However, application of TCC in patients with OM located in tarsal bones and in patients with
neuropathic foot ulcers of Wagner 3 and/or with infection caused by resistant pathogens is still
controversial.

This study was supported by the Institute for Clinical and Experimental Medicine (MZO
00023001).
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DETERMINANTS AND ESTIMATION OF WOUND HEALING ACHIEVEMENT AFTER
MINOR AMPUTATION IN PATIENTS WITH DIABETIC FOOT

Robert Bem, Alexandra Jirkovska, Viadimira Fejfarova, Jelena Skibova, Bedrich Sixta

Institute for Clinical and Experimental Medicine, Diabetes Centre, Prague, Czech
Republic

Aims: of our study was to assess risk factors for unsuccessful wound healing after minor
amputation in patients with diabetic foot.

Methods: We evaluated 128 patients treated in our foot clinic and indicated for minor
amputation during the period 4/2000- 7/2003. The healing was evaluated after 6 months
since primary amputation. Criterion for successful healing after the amputation was
healed wound below the metatarsal level; unsuccessful healing was assessed as non-
healed wound or reamputation above the ankle. Potentional risk factors for unsuccessful
healing were selected from risk factors for foot ulcers and amputations.

Results: Unsuccessful healing was seen in 29/128 (22.7%) of patients - 10 (7.8%) of
them were healed above the ankle and 19 (14.9%) patients were non-healed during the
study period. Stepwise logistic regression has shown that low value of TepO, (Odds ratio
[OR] = 0.653, 95% Cl 0.50-0.853), high value of CRP (OR = 1.07, 95% Cl1.02-1.13)
and presence of cerebral ischemia in history (OR = 0.036, 95% CI 0.001-1.08) are
significant risk factors for unsuccessful healing after minor amputation in patients with
diabetic foot; other assessed potential risk factors were no significant.

Discussion: The results of our study support the premise that measurement of
transcutaneous oxygen tension and CRP before minor amputation is helpful in predicting
the prognosis of wound healing after minor amputation; aggressive therapy of infection
and ischaemia before minor amputation is necessesary for improve the prognosis of
wound healing. Supported by the MZO00023001.
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Comparison of Complications of off-loading methods (Total Contact Cast vs. removable cast
Walker) with focus on osteomyelitis

V.Fejfarova, A Jirkovska, R.Bém, M.K¥izova

Diabetes Center, Institute for Clinical and Experimental Medicine

Prague, Czech Republic

The application of different off-loading methods used for treatment of the diabetic foot could
lead in several cases to a development of some complications, e.g. progression of local
findings leading to the interruption of selected off-loading therapy or development of a new
osteomyelitis (OM). The aim of our study was to compare the incidence of complications
with focus on OM, which developed during the therapy performed by removable Total
Contact Cast (r-TCC) and Removable Cast Walker (RCW). Methods: 99 patients with
chronic neuropathic foot ulcers, acute Charcot osteoarthropathy and neuropathic fractures
treated by r-TCC (mean age 53.3 + 9.9 years, mean diabetes duration 15.9 £ 10.2 years, mean
HbAlc 6.5 + 1.8%) and comparable 23 patients treated for the same indications by RCW
(mean age 57.4 + 12 years, mean diabetes duration 19.6 + 9.9 years and mean HbAlc 7.3 +
2%, NS) in our foot clinic during the last 4 years were included into our study. OM was
diagnosed by X-ray and laboratory markers of infection. The incidence of complications such
as mycosis, new ulceration, pain and progression of local findings were assessed during the
off-loading therapy. The benefit/risk ratio was defined as a relationship between number of -
healed OM and number of newly developed OM during selected off-loading therapy and the
effect of r-TCC on benefit/risk ratio was compared with those find in patients treated by
RCW. Results: The mean durations of therapy by r-TCC or RCW did not differ significantly
between each other (8.3 + 5.4 vs. 6.2 + 4.2 months; NS). The incidences of all complications
were not significantly different between the two groups of patients treated by r-TCC and
RCW (mycosis 14.1 vs. 13%; new ulceration 36.4% vs. 30.4%; pain 3% vs. 8.7%, all NS).
The most important serious complications such as the progressions of local finding leading to
the interruption of r-TCC or RCW therapy were seen very rarely in both groups (12% vs.
22%, NS). Significantly higher healing of OM and lower development of a new OM were
found in patients treated by r-TCC (20 patients-62.5% from 32 patients with previous OM and
6 patients-9.4% from 64 patients without previous OM; p<0.01) in contrast to those treated by
RCW (3 patients- 50% from 6 patients with previous OM and 2 patients- 11.8% from 17
patients without previous OM; NS). The benefit/risk ratio of healing and new development of
OM was significantly higher in patients treated by r-TCC (3.3) compared to those treated by
RCW (1.5; p<0.01). In conclusion, the incidences of complications, even those leading to the
interruption of off-loading therapy, were not significantly different in both study groups
treated by r-TCC and RCW. However there was significantly higher successful OM healing

by r-TCC compared to the RCW therapy.
This study was supported by MZO 00023001,
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