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1. UVOD DIZERTACNI PRACE

Jednou  z nejcastéjsich  komplikaci  diabetu,  ovliviujici
podstatn¢ kvalitu Zivota pacientl, jejich morbiditu a mortalitu, je
syndrom diabetické nohy (SDN). Podle WHO je definovan jako
destrukce tkani nohy pod urovni kotniku spojena s neurologickymi
abnormalitami a s riznym stupném ischemické choroby dolnich
konéetin (ICHDK; 1). V Ceské republice se v roce 2005 vyskytoval u
5.6% vsech nemocnych s diabetes mellitus.

Khlavnim faktoram, které mohou pfispét k rozvoji SDN
fadime diabetickou neuropatii, angiopatii a infekci tkani. V neposledni
fade piispivaji k rozvoji SDN i poruchy imunitnich funkei zpomalujici
proces hojeni ran (2). Diabetickd neuropatic vedouci k alteraci
autonomnich, motorickych a sensorickych nervovych vliken,
zpusobuje poruchu fyziologické distribuce tlaku lokalizovaného na
planté. Tyto abnormality vedou krozvoji deformit, napf. ke
kladivkovym prstim, k prominencim metatarsalnich hlavicek a ke ztraté
podélné ¢i piicné klenby (1). Zminéné zmény vedou ke zvyseni
plantarniho tlaku v predominantnich oblastech, kterymi jsou u pacientt
s diabetem pfedevsim oblasti hlavicek metatarsalnich kosti a calcanea.
Diabetické ulcerace se rozvijeji na zakladé popsanych mechanisma az u
10% vsech pacienti s diabetem (1).

Dalsi formou SDN je tzv. Charcotova osteoarthropatie
(CHaO). Existuje mnoho teorii jejtho vzniku, napf. mechanicka,
neurovaskularni, apod. (3-5).

Proces hojeni SDN je velmi casto zdlouhavy. Jednou z pficin
zpomaleného hojeni je pfitomnost infekce. Obvykle je nutno infekci
lécit rychle a radikalné, jelikoz muze ohrozit rychlou progresi nejen
koncetinu pacienta, ale i celkovy stav organismu zejména u nékterych
rizikovych skupin nemocnych (pf. transplantovani a dialyzovani).
Typickym rysem diabetickych ulceraci je jejich chronicita, na nfz se
podili pretrvavajici infekce v rané nedostate¢né eradikovana imunitnim
systémem. Vlastni obrana organismu, zajisténd imunitnim systémem,
muze byt porusena vlivem raznych faktord, mimo jiné i vlivem diabetu.

1.1 Imunitni systém a jeho poruchy souvisejici s diabetem
Diabetes mellitus se fadi dle WHO mezi sekundarni
imunodeficitni onemocnéni. V literatufe existuje fada studif, které
prokazaly u pacient s diabetem poruchy specifického i nespecifického
imunitnfho systému. Nicméné¢ jejich vysledky jsou ¢asto kontroverzni.



Vramci pfevazné specifického imunitnfho systému byly
popsany u diabetika zmény jak ve spektru imunoglobulina (6, 7), tak v
hladinach komplementu (6, 8-10) a v subpopulacich lymfocyta (11-13).
Jiné literarni zdroje ovSem uvadéji normalni hodnoty zminénych
parametrta imunity (7, 8).

Soucasti nespecifického imunitnfho systému jsou tzv.
profesionalni fagocyté - polymorfonuklearni (PMN) buriky. Fagocytdza
je rozdélena do nekolika krokt: chemotaxe, adherence, ingesce a
intracelularnfho zabijeni pomoci kyslik-dependentnich mechanismt
(tzv. oxidativniho vzplanuti) a kyslik-independentnich mechanismu (14,
15).

Oxidativni vzplanuti se skladd znavzdjem na sebe
navazujicich metabolickych déju aktivovanych kontaktem membrany
PMN bun¢k s cizorodou castici. Vlivem metabolické kaskady
zpracovavajici NADPH, H20 a O2 dochazi k produkei reaktivnich
kyslikovych intermediata (ROI; 16-19). Produkce ROI v PMN butikach
je podporovana oxidaci glukézy cestou hexézomonofosfatového
zkratu, coz pfedstavuje uzké spojeni mezi metabolismem glukézy a
funkcemi PMN bunék.

Abnormalni fagocytéza se muze objevit u fady Kklinicky
zavaznych onemocnéni (20, 21). Nékteré studie prokazaly u diabetiki s
chronickymi hyperglykémiemi funkéni zmény PMN bunék jako napt.
poruchy chemotaxe (22, 23), adherence (24) a ingesce (22, 25).
V literatufe byla popsana signifikantni redukce oxidativntho vzplanuti
PMN bunck jak u pacienta s diabetes mellitus 1. (25, 26), tak i 2. typu
27).

V literatufe ale nalezneme kontroverzni vztahy mezi defekty
leukocytarnich funkei a metabolickymi abnormalitami pfitomnymi u
diabetu (28, 29). Ne¢kolik studii prokazalo zminéné abnormality
imunitnfho systému u téch nemocnych, ktefi meéli vyssi glykovany
hemoglobin (HbAlc; 25, 29, 30). V jinych studiich byla ale popsana
normalni nebo dokonce vyssi funkéni odpoved PMN  bunck
diabetickych pacientd spojena s akceleraci aterosklerézy (31- 35).

Vliv akutnich metabolickych zmén na funkce PMN bun¢k byl
dosud zkouman pfedevsim in vitro (36-38). In vivo studie byly
provadény zejména u chronicky dekompenzovanych diabetika (30, 39).
Akutni{ metabolicky vliv in vivo na aktivitu PMN buné¢k se doposud
vySetfoval pouze za hyperinzulinemickych nikoli hyperglykemickych
podminek (40, 41).



V nadi praci jsme se proto zaméfili na vyzkum vlivu akutni
hypetlykémie a/nebo hypetinzulinémie na funkci PMN bunék in vivo u
zdravych dobrovolnikt a u pacientt s diabetes mellitus 1.typu béhem
clampovych studif. Dals{ studie byly zaméfeny na zmény specifického i
nespecifického imunitniho systému u pacientd se SDN, u nichz muze
byt imunita ovlivhéna nejen diabetem, ale i pfitomnosti chronické
infekce rany.

1.2 Vliv vitamimi a vybranych prvkii na imunitni funkce

Imunitni dysfunkce a rozvoj makroangiopatii mohou u
diabetikd souviset nejen s hyperglykémiemi, ale i s poruchami
mikronutrientd, které zasahuji do imunitnich procesi organismu.
Vitamin C, E a vybrané stopové prvky — magnesium (Mg), med (Cu),
zinek (Zn), zelezo (Fe) jsou zapojeny v glukézovém, lipidovém,
proteinovém a energetickém metabolismu. Tyto mikronutrienty
ovliviiuji i oxidacni stres a mohou ovlivnit imunitni funkce PMN
bunék, jelikoz jsou zapojeny napf. v redoxnich systémech a v produkci
ROI (42). Napi. Cu a Zn jsou hlavnimi kofaktory Cu, Zn-
superoxiddismutazy (43, 44) a ovliviiji proliferaci imunitnich bunék
(43, 45, 46); snizena hladina Fe a Mg zhorsuje funkce PMN bunck (46,
47). Byl popsan vztah mikronutrientd ke zménam glukézového
metabolismu a k diabetu (48-52).

Vnasf praci jsme se zabyvali vztahem mikronutrienta
k diabetu a k imunitnimu systému u pacientd se SDN, u nichz je
dlouhodobé pfitomna chronicka infekce.

1.3 Infekcéni komplikace u pacientii se SDN

Mezi typické lokalni projevy infekce SDN fadime flegmoénu
dolni koncetiny, edém, absces, nadmeérnou sekreci z rany, zapach rany a
zvysenou kozni teplotu (1). Infekce mekkych tkani muize resultovat
v infekéni{ postizeni hlubsich struktur, napf. fasciitidu, tendinitidu,
arthritidu a osteomyelitidu (OM).

Infekce v ramci SDN muze byt zpusobena jak bakterialnimi,
tak mykotickymi agens. Byla provedena cela fada studii zkoumajici
vyskyt infekénich agens bakterialniho ptivodu v diabetickych ulceracich
(53-55). Vetsina z nich prokazala, ze diabetické ulcerace byvaji castéji
infikovany veétsim poctem patogenu nez nediabetické rany (56, 57).



Infekce a mikrobidlni rezistence u rizikovych skupin diabetikii

Infekci v ramci SDN je vzdy nutné zalécit antibiotiky (ATB).
Vybér ATB terapie je postaven predevsim na empirickych
zku$enostech, v pozd¢jsich fazich lécby se fidi mikrobidlni citlivosti
nalezenych patogent. Empirickd ATB terapie by mecla obsahovat
terapeutika zaméfena zejména proti stafylokokim, ktefi prevazuji
v kultivacnich  nalezech pfedevsim  z povrchovejSich ran, ale i
z hlubokych struktur (53, 54). Sirokospektra agens pouzivame, pokud
predpokladime v diabetickych ulceracich také vyskyt Gram negativnich
patogent ¢i anaerobu (58).

Jiny empiricky vybér ATB mizeme ocekavat u rizikovych
skupin nemocnych, mezi néz fadime pacienty s chronickou renalni
insuficienc, dialyzované a transplantované nemocné. Tito pacienti majf
vysoké riziko rozvoje infekce, diabetickych ulceraci a nasledné amputaci
dolnich konéetin (59, 60).

Stanoveni rozdild v mikrobidlnich néilezech a mikrobialn{
rezistenci k ATB mezi rizikovymi nemocnymi a ostatnimi pacienty se
SDN by mohlo pfispét kurceni racionalni ATB lécebné strategie.

V nasi praci jsme se proto zabyvali vyskytem mikrobialni
rezistence a rozdily v mikrobidlnich nalezech u transplantovanych,
dialyzovanych a ostatnich pacienti se SDN.

Infekce a amputace

SDN casto vede kamputacim a invalidizaci pacienta.
V literatufe byla popsana fada faktort, které zvysuji riziko amputaci
dolnich koncetin u diabetiki. Mezi né fadime napf. kompenzaci a
trvani diabetu (61), porusenou biomechaniku nohy a omezenou
pohyblivost kloubu (62), kostni deformity (63), rendlni insuficienci (64,
65), ptedchozi hospitalizace (64), hloubku ulcerace (66) a v neposledni
fad¢e ICHDK a diabetickou neuropatii (67-69). K nejzavaznéjsim
faktorim ale patif rannd infekce, ktera je pficinou amputaci dolnich
koncetin u 25-50% diabetikt (1, 70, 71). Infekci je mozno zalécit
pomoci ATB terapie. Lécba infekce SDN s sebou pfinasi fadu
problémt. Ne vsechny pacienty je mozné 1écit parenteralni aplikaci
ATB do uplné eradikace infekénitho agens vzhledem k moznym
vedlejsim ucinkam lécby, nedostatku hospitaliza¢nich mist, socialnim a
ekonomickym aspektim apod. Proto se pokousime vétdinu pacientd
lé¢it ambulantné peroralnimi ATB. Mikrobialn{ rezistence k perordlnim
ATB podstatné limituje moznosti ambulantni 1écby ulceraci a mohla by
ovlivnit i vjskyt amputaci dolnich konéetin u pacientd se SDN.



V nasi praci se zabyvame vlivem mikrobialn{ rezistence
k peroralnim ATB na vyskyt amputaci dolnich koncetin u pacientd se
SDN.

Mykotické infekce

Pacienti s diabetes mellitus byvaji postizeni zejména
onychomykézou, ktera se vyskytuje mezi 7-21% (72-74), a tineou pedis,
ktera byla popsana u 20-40% pfipadt (75). Tyto abnormality mohou
piispét k rozvoji SDN a vést ke zpomaleni hojeni diabetickych ulceraci
(76).

Vyskyt mykotickjch agens je ovlivnén rizikovymi faktory,
mezi néz fadime vék pacienta, dekompenzaci diabetu, pozdni
komplikace diabetu (diabetickou retinopatii a neuropatii), ICHDK,
obezitu, imunosupresiva a imunodeficitni choroby (77).

Otazka vyskytu mykotickych infekei v diabetickych ulceracich
a jejich diagnostiky ztstavaji nedofeseny a je jim vénovano jen malo
studii (78). Proto jsme analyzovali mykotické nalezy u pacientd se SDN
z hlediska pouziti vhodnych diagnostickych metod a z hlediska
rizikovych faktort.

1.4 Terapie SDN odlehéenim

Standardni lécba SDN zahrnuje lokalni terapii, terapii
infekénich komplikaci SDN, terapii ischémie a metabolickou
kompenzaci. Nedilnou soucasti Iécby SDN je i odlehcen{ ulcerace, které
zlepSuje tvorbu granulaci a epitelizaci. Opakovany mechanicky stres pii
ztraté protektivniho ¢itf u diabetické neuropatie koncetinu ischemizuje
a porusuje normaln{ reparac¢ni mechanismy (2).

U kazdého pacienta je nutné najit vhodnou formu odlehc¢eni
dolni koncetiny, at’ jiz pomoci preventivni obuvi se specialné
upravenou vlozkou, pomoci terapeutické obuvi, specialnich
diabetickych ortopedickych bot, ortéz typu ,,Removable Cast Walker*
(RCW), plastickych ortéz nebo pomoci specialnich kontaktnich fixaci
(Total Contact Cast - TCC).

Snimatelné (removable) r-T'CC se obvykle indikuji u pacienta
s chronickymi ulceracemi, s akutni ChaO a s neuropatickymi frakturami
v terénu ChaO nebo OM (1). Fixace neni mozné indikovat u pacientd s
kritickou ICHDK, patologickou konfiguraci  hlezennich  ¢i
metatarzalnich kloubd, se zavaznymi znamkami zanétu, bércovym



viedem, pfitomnosti pregangrény nebo gangrény dolni koncetiny a u
nespolupracujicich diabetika (2).

Aplikace TCC ma nékolik nespornych pfednosti pfed
ostatnimi typy odlehéeni. Jednou znich je rovnomeérné rozlozeni
vertikalntho tlaku pusobiciho na plantu dolni koncetiny a vylouceni
maximalnich tlakd na exponovana mista (79). Dale jsou TCC schopné
redukovat rozvoj edémi dolnich koncetin a stabilizovat dolni
koncetinu v pozadované poloze. Dle dostupnych studii urychluje
terapie TCC hojeni diabetickych ulceraci; obvykle dochazi ke zhojeni
70-100% vieda jiz béhem 1-2 mésica (79-81). TCC jsou schopny
zlepsit jak klinické znamky ChaO, tak i parametry zobrazovacich metod
(82). Lécba pomoci r-TCC muze mit své nevyhody, napf. finanéni
nakladnost, ¢asovou naro¢nost, omezeni pacienta pfi chuzi, myti a ve
spanku, zvyseny vyskyt mykéz, omezeni hybnosti talokruralniho
komplikacemi lécby mohou byt progrese lokalntho nalezu a rozvoj
OM.

V nasi republice se zatim terapie SDN pomoci TCC zacina
rozvijet a je s nf jen malo zkusenosti. Ve svété je sice povazovana za
»»zlaty standard* 1écby odlehcenim, pfesto je jen malo praci zaméfenych
napf. na komplikace této 1écby a na vhodné indikace. Proto jsme se
zameéfili na zhodnocen{ vlastnich zkusenosti s timto typem terapie.

2. CILE DIZERTACNI PRACE

Price je zaméfena na imunologické abnormality, infekéni
komplikace a terapeutické ovlivnéni SDN.

Imunologické abnormality jsme zkoumali v 5 studiich. Cilem
prvni a druhé studie bylo zjistit vliv kratkodobé pusobici akutni
hypetglykémie a/nebo hypetinzulinémie na fagocytézu a oxidativai
vzplanuti PMN bunék u zdravych dobrovolnikd a u pacientt s diabetes
melllitus ~ T.typu. Tento model muze lépe korespondovat
s patofyziologickymi podminkami pfitomnymi v praxi u pacientd
s diabetes mellitus v porovnani s dosud publikovanymi in vitro testy.

Cilem tfeti studie bylo zjistit funkéni stav PMN bunck
(fagocytdzy a oxidativntho vzplanuti) u pacienti se SDN a cilem ¢tvrté
studie bylo sledovat zmény zanétlivych markera a vybranych parametra
zejména specifického systému u nemocnych s neuspokojivym hojenim
diabetickych ulceraci a chronickou infekei.
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Cilem paté studie bylo porovnat mozné rozdily v sérovych
hladinach vitamina a vybranych stopovych prvka u pacientd se SDN,
pacientt s diabetes mellitus 2.typu bez komplikaci a zdravych
dobrovolniktt a urcit jejich vztah k nespecifickému imunitnimu
systému.

Infekéni komplikace SDN jsme analyzovali ve 3 studiich.
V sesté studii bylo cilem posoudit rozdily ve vyskytu jednotlivych
bakterialnich agens ve stérech z diabetickych ulceraci a rozdily v ATB
rezistenci mezi transplantovanymi, dialyzovanymi a ostatnimi pacienty
se SDN. V sedmé studii jsme posuzovali vliv rezistentnich patogena na
vyskyt amputaci u pacientd se SDN. V nasledujici studii bylo cilem
sledovat vyskyt mykotickych agens a zhodnotit rizikové faktory mykdz
a diagnostiku mykotickych agens mikroskopickymi a kultiva¢nimi
metodami ze vzorkd ulceraci a hyperkeratéz pacientt se SDN.

Terapii SDN odleh¢enim jsme zkoumali ve 3 studiich. Cilem
devaté studie bylo porovnat hojivost SDN pomoci aplikace r-TCC
v raznych indikacich - diabetické ulcerace, ChaO a neuropatické
fraktury. 'V poslednich dvou studiich bylo cilem zjistit vyskyt
komplikaci 1écby r-TCC a porovnat jej skomplikacemi pii lé¢be
specialni ortézou RCW. Ve studii jsme se zaméfili na viskyt OM.

3. METODIKA A HLAVNI VYSLEDKY STUDII

3.1 Abnormality imunitnich funkci ve vztahu
k diabetu a jeho komplikacim, zejména SDN (studie 1-5)

Hypotézy

- Akutné navozené metabolické zmény jak u dobrovolnikd, tak u
pacientd s diabetem 1.typu, mohou ovlivnit funkce nespecifického
imunitniho systému.

- Chronické metabolické zmény vramci dekompenzace diabetu
v kombinaci s chronickou infekef diabetickych ulceraci mohou ovlivnit
funkce specifického i nespecifického imunitniho systému.

- Pacienti s chronickou infekei v ramei SDN mohou mit ve srovnani se
zdravymi osobami a pacienty s diabetem 2.typu bez pozdnich
komplikaci zmény sérovych hladin vitamind a vybranych stopovych
prvka a tyto zmény mohou ovlivnit imunitni funkce.
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Vybrané metody

Clampoveé techniky n dravych dobrovolnikii

4 hodinové clampové studie byly provedeny u 12 zdravych
dobrovolnikt (studie 1). Jako prvni byl proveden hyperglykemicky
hyperinzulinovy clamp (HHC). Design studie byl koncipovany
obdobne jako clampové studie provedené v minulosti de Fronzem (83,
84). Pro aplikaci vSech intravenéznich infuzi bylo nutné zavést
teflonovou braunylu antegradné do jedné z zil v kubitaln{ jamce. Druha
braunyla slouzici k odbéram krve byla umisténa retrogradné do jedné z
zil na zapésti. Cilem HHC bylo akutné zvysit plasmatickou hladinu
glukézy a poté udrzet hyperglykemické platé 17 mmol/l po dobu 4
hodin. Vysoka plasmatickd koncentrace glukézy byla navozena pomoci
aplikace bolusu 40% glukézy (83). Po jeho podani byla stanovovana
glykémie v pravidelnych 5-10 minutovych intervalech. Hyperglykémie
17 mmol/] byla nadile udtZovina pomoci kontinualni infuze 15%
glukézy riznymi rychlostmi verifikovanymi dle aktualnich glykémif.
Krevni vzorky urcené ke stanoveni volného inzulinu (IRI) byly
odebirany vzdy v 0., 60., 120., 180., 210., 225. a 240. minuté kazdé
clampové studie. Dale pfed zacatkem vsech clampovych studii
(0.minuta) a po jejich skonceni (240. minuta) byly odebrany vzorky krve
ke stanoveni krevnfho obrazu, parametri fagocytézy a oxidativniho
vzplanut{ PMN bunck.

Dalsi clampovou studii byl hyperinzulinovy euglykemicky
clamp (HEC; 83-85). Béchem clampové studie byl inzulin podavan
rychlosti 1 mU.kg!'.min' k udrzeni konstantni inzulinémie cca 60
mU/]. Plasmatickd koncentrace glukézy byla udrzovina na hlading
vychozi laéné glykémie (glykémie 4-6 mmol/l) pomoci kontinudlni
infuze 15% glukézy. K dodrzeni volumové zatéze dosazené be¢hem
HHC byl zbyly objem tekutin substituovan pitnou vodou.

Izolovany vliv hyperglykémie na funkce imunitnich funkef in
vivo byl otestovan izolovanym hyperglykemickym clampem
(HGC) s blokadou endogenni produkce inzulinu. Postup byl obdobny
jako u HHC. Endokrinn{ sekrece inzulinu byla zablokovana
kontinualni infuzi somatostatinu rychlosti 500 ug.hod'. Dopliakovy
peroralnim  piffjmem pitné vody zajistil casovou a volumovou
kompatibilitu HGC s HHC.

Kontrolni clamp (CC) spocival v kontinualni infuzi
fyziologického roztoku rychlosti 20 ml/min a adekvatniho pfijmu pitné
vody tak, aby CC odpovidal casové i volumové HHC. Kontrolni
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clampova studie odlisila vliv volumové a casové zatéze i dalsich
stresujicich  faktord od vlivu puasobici hyperglykémie a/nebo
hyperinzulinémie.

Clampové techniky u pacientsi s diabetes mellitus 1.typu

U 10 nemocnych s diabetes mellitus 1.typu byly provedeny
dve c¢tythodinové clampové studie. Prvni clampovou studil byl
¢tythodinovy hyperglykemicky hyperinzulinovy clamp (HHC)
vedouci k navozeni akutni hyperglykémie a hyperinzulinémie. Design
studie byl modifikovan dle clampovych studii provadénych v minulosti
(83, 84) a na zaklade zkusenosti ze studie 1. Postup pfi HHC spolu se
schématem odbérti byl obdobny jako ve studii 1. Rozdilem byla nutnost
intravenézni aplikace inzulinu k dosazeni hyperinzulinémie, jejiz
mnozstvi bylo kalkulovano podle IRI nalezeného béhem HHC ve
studii 1. Hypetinzulinémie primérmé 253 mU/1 byla navozena infuzi
inzulinu rychlosti 4 mU. kg-1.min-1.

Pacienti s diabetes mellitus 1.typu dale absolvovali jako
druhou clampovou studii kontrolni izoinzulinovy euglykemicky
clamp (CC), bé¢hem né¢hoz musela byt udrzovana fyziologicka hodnota
glykémie a nizka inzulinémie a ktery casové i volumové odpovidal
HHC. Pacientim bylo béhem této clampové studie podavano
intraven6zné malé konstantni mnozstvi inzulinu rychlosti 0,3 mU. kg~
Limin-1 k udrZeni konstantni inzulinémie (20 mU/I) a malé mnozstvi
10% glukézy k udrzeni euglykémie. Rychlost podavani glukézy byla
verifikovana podle aktualnich glykémii zjisténych v pravidelnych 5-10
minutovych intervalech. Zbyly objem tekutin, ktery byl intravenézné
aplikovan béhem HHC, byl nahrazen pitim vody.

Stanovent funkci PMN bunék

Fagocytoza PMN bunék byla stanovena pratokovou
cytometrii za pouziti komeréné dostupného kvantitativatho testu
(PHAGOTEST) podle metod jiz dfive popsanych v odborné literatute
(7, 8). Phagotest umoznuje detekovat procento neutrofilt, ktefi
vykazuji znamky fagocytdzy, tzn. ingesci jedné ¢i vice baktérif na jeden
polymorfonuklear, a také individualni bunéénou fagocytirni aktivitu
urcenou pramérnou fluorescencéni intenzitou fagocytujicich PMN
bunck (pocet baktérii na jednu PMN buriku).

Oxidativni vzplanuti PMN bunék bylo stanoveno pomoci
pratokové  cytometrie pouzitim komeréné dostupného  testu
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BURSTTEST. Test je schopen detekovat procento a enzymatickou
aktivitu PMN bunék (pramérnou fluorescenéni intenzitu aktivnich
PMN buné¢k produkujicich ROI). BURSTTEST pouziva ke stimulaci
PMN bunck neznacené opsonizované baktérie E. coli. V nasi studii
jsme k detekci aktivity PMN bunék vyuzili tyto baktérie jako stimulans,
jelikoz jsou fyziologi¢téjsim stimulantem a maji blizs{ vztah k infekci
jako  takové v porovnani s fMLP  (formyl-methionyl-leucyl-
phenylalanine) a PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate). Oxidativni
vzplanuti PMN buné¢k bylo analyzovano podle postupu popsaného
v odborné literatute (7, 8).

Analyza PMN funkci pomoci pratokové cytometrie-
Procento a pramérnd fluorescencni intensita znacenych fagocytujicich
PMN bun¢k a procento a pramérna fluorescencni intensita aktivnich
PMN bunck (probihajici oxidativni vzplanuti) byly stanoveny ze vzorka
krve za pouziti FACSCalibur pratokového cytometru (Becton-
Dickinson). Analyza leukocytt ze vzorku krve (obsahujictho cca 10 000
bun¢k) byla provedena pomoci Cellquest™ softwaru.

Schéma studii

Studie 1 a 2

U kazdého dobrovolnika (n=12) byly provedeny 4 clampové
studie - HHC, HEC, HGC a CC. Pacienti s diabetes mellitus 1.typu
(n=10) absolvovali pouze HHC a CC. PMN funkce (fagocytéza a
oxidativni vzplanutl) byly detekovany za bazalnich podminek a po
stimulaci E. coli vzdy pfed piislusnou clampovou studii a po ni. Byly
vypocteny fagocytarni indexy a respiracni indexy (odrazejici aktivitu
bun¢k a produkci ROI) jako poméry pramérné fluorescencni intensity
fagocytujicich nebo aktivnich PMN bunck a pramérné fluorescenéni
intensity nefagocytujicich nebo neaktivnich PMN bunék. Pouziti
indextd na rozdil od absolutnich hodnot parametra snizuje variabilitu
vysledka. Vsechny rozdily v parametrech pfed a po clampech, které
byly nalezeny béhem HHC, HEC a HGC u zdravych dobrovolnika
nebo béhem HHC u diabetikd, byly porovnany se zménami parametrt
detekovanymi béhem ¢asové 1 volumoveé kompatibilntho CC, ¢imz byl
odlisen vliv stresu a hemodiluce na sledované imunologické parametry.

Studie 3 a 4

Béehem studie 3 byly mezi pacienty se SDN (n=19) a zdravymi
kontrolami (n=20) porovnany parametry nespecifické imunity a béhem
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ctvrté studie byly sledovany pfedevsim zmény specifického imunitniho
systému a zanétlivych markerd mezi pacienty se SDN (n=35) a
zdravymi dobrovolniky (n=28). V téchto studiich byly sledovany
z faktorti nespecifické imunity fagocytéza a oxidativni vzplanuti PMN
bunc¢k, CIK a ¢asti komplementu — C3, C4; z faktora specifické imunity
byly sledovany sérové hladiny imunoglobulind (IgA, IgM, IgG) a
subpopulace T-lymfocytl. Ze zanétlivich markert byly posuzovany
pocty leukocyta a sérové hladiny CRP.

Studie 5

Béhem studie 5 byly porovnany sérové hladiny vitamina
(vitamin C, vitamin E, a- a y- tokoferol) a vybranych prvka (Cu, Zn, Fe,
Mg) mezi pacienty se SDN (n=42), pacienty s diabetem bez pozdnich
komplikaci (n=29) a zdravymi kontrolami (n=31). Hladiny celkového
vitaminu E a jeho izomert byly pfepocitany na hladiny triacylglycerola,
aby byl odstranén vliv hyperlipoproteinémie. Déle byly posouzeny
korelace mezi sledovanymi mikronutrienty a parametry imunitnich
funkc{ PMN bun¢k.

Hiavni vysledky studii

Studie 1

Rozdily v parametrech bazdlnich i stimulovanych hodnot
fagocytézy PMN bunck nalezené béhem jednotlivich clampovych
studii (HHC, HEC, HGC) se signifikantné nelisily od rozdild
detekovanych béhem CC. Parametry oxidativniho vzplanuti PMN
bun¢k méfené jak za bazilnich podminek, tak po stimulaci E.coli,
nebyly  ovlivnény akutné navozenou hyperglykémii a/nebo
hyperinzulinémif béhem jednotlivich clampovych studii. Jedinym
signifikantnim nalezem bylo u zdravych dobrovolnika sniZzeni procenta
fagocytujicich PMN bunek za bazalnich podminek po HHC (12,1 £ 4,4
vs. 6,7 vs. 1,3%; p<0,05) a po HGC (9,9 £ 2,1 vs. 4,5 + 1,8%; p<0,05).

Indexy posuzujici fagocytézu a oxidativni vzplanuti PMN
bunék nebyly po jednotlivych clampovych studiich statisticky odlisné za
bazalnich podminek a po stimulaci E.coli oproti hodnotim pied
clampovymi studiemi a ve srovnani s indexy detekovanymi béhem CC.
Signifikantn¢ vys$si fagocytarni index (35,8 £ 18,6 vs. 115,1 = 65;
p<0,05) a index oxidativatho vzplanuti byl nalezen za bazalnich
podminek po HEC ve srovnani s hodnotami pfed HEC (10,1 + 1,4 vs.
16,5 £ 3; p<0,05). Zminéné signifikantni rozdily parametra nalezenych
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pfed a po jednotlivych clampovych studiich se viznamné nelisily oproti
hodnotaim detekovanym béhem CC. Vysledky byly publikovany
v ¢lanku Fejfarova et al., Metabolism 2006, 55: 811-818 a fadé
abstrakt (publikace autora €. 64, 65, 97).

Studie 2

U pacientd s diabetes mellitus 1. typu nebyly nalezeny
signifikantné rozdilné parametry fagocytézy i oxidativnitho vzplanuti
PMN bunc¢k detekované po HHC za bazalnich podminek a po
stimulaci E.coli oproti vysledkim nalezenym pied HHC. Jak parametry
fagocytozy, tak parametry oxidativniho vzplanuti nalezené béhem
HHC, se signifikantné nelisily od parametri nalezenych béhem CC.
Rozdily parametrd PMN fagocytézy a oxidativniho vzplanuti béhem
HHC nebyly vyznamné rozdilné od zmén detekovanych béhem CC.
Fagocytarn{ indexy se signifikantné nezmeénily béhem obou clampovych
studii. Pouze index oxidativniho vzplanuti nalezeny za bazalnich
podminek po HHC byl vyznamné vyssi ve srovnani sindexem
nalezenym pfed danou clampovou studif (10,4 = 0,9 vs. 14,8 £ 1,7; p<
0,05), ale taktéz se nelisil oproti CC. Vysledky byly prezentovany
formou abstrakt (publikace autora ¢. 100, 101).

Studie 3

U pacientt se SDN byla nalezena pouze signifikantné
redukovand procenta fagocytujicich PMN bunck po stimulaci E.coli
v porovnani se zdravou populaci (66,4 £ 24 vs. 81,8 = 10%; p<0,05).
Ostatn{ parametry nespecifické imunity (fagocytézy a oxidativniho
vzplanuti PMN bun¢k) se mezi sledovanymi skupinami signifikantné
nelisily jak za bazalnfho stavu, tak po stimulaci E.coli. Vysledky byly
prezentovany formou abstraktu (publikace autora €. 62).

Studie 4

V nasi studii byly prokazany signifikantné zvysSené hladiny
zanétlivych markerd — CRP (5,8 £ 10,7 vs. 1,6 £ 1,8 mg/l; p<0,05),
pocty leukocyti (7,7 £ 2,1 vs. 6,6 £ 2,1 x10°/1; p<0,05), neutrofila (4,7
+ 1,9 vs. 3,9 £ 1,7x10°/1; p<0,05) a CIK (43 £ 29 vs. 28 £ 18; p<0,05)
u pacient se SDN v porovnani s kontrolni skupinou. Vysledky se ve
vétsiné piipada pohybovaly v normé nebo jen lehce nad normou —
69% nemocnych mélo CRP v normé a 83% pacientd mélo poctty
leukocyta v normé.

16



Pfi studiu ostatnich parametrd imunity byly nalezeny
signifikantné vyssi sérové hladiny imunoglobulina IgA (3,5 £ 1,6 vs. 2,4
+ 0,9 g/1; p<0,01) a IgG (129 + 52 vs. 10,8 + 2,8 g/1; p< 0,05) u
pacientd se SDN v porovnani se zdravymi kontrolami. Hladiny
komplementu (C3 a C4) a IgM se vyznamné nelisily mezi studovanymi
populacemi. Pfi rozboru subpopulaci T lymfocyti mezi sledovanymi
skupinami bylo nalezeno vyssi procento CD8+T- lymfocytl u pacientl
se SDN v porovnani s kontrolami (33 * 13 vs. 25 £ 10%; p<0,01) a
niz${ imunoregulacni index (CD4/CD8 - 1,6 £ 0,8 vs. 2,1 = 0,9;
p<0,05).

Ve studii jsme hodnotili i korelace nalezenych imunologickych
parametra s kompenzaci diabetu. Pouze HbAlc pozitivin¢ koreloval s
imunoregulaénim indexem CD4/CDS8 (+=0,447, p<0,001). Ostatni
imunologické parametry nemély vyznamny vztah ke kompenzaci
diabetu. Vysledky byly prezentovany v ¢Elanku Jirkovska a spol.,
Casopis 1ékata &eskych 2002, 15: 483-486 a ve formé& abstrakt
(publikace autora &. 79, 99).

Studie 5

Pii  studiu sérovych hladin vitamind byla nalezena
signifikantné snizena koncentrace vitaminu C u pacientd 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 a vs. 72,2
+ 23,6 umol/l; oboji p<0.01). Hladiny a- a y-tokoferolu ani po korekei
na hladiny triacylglycerold nevykazovaly signifikantnf zmény mezi
studovanymi skupinami.

V nadi studii byly nalezeny vyznamné zvysené sérové hladiny
Cu (17,4 £ 5vs. 17,8 £ 34 vs. 15,4 + 3,5 umol/]; p< 0,05) a snizené
hladiny Mg (0,75 £ 0,1 vs. 0,76 * 0,09 vs. 0,81 £ 0,07 mmol/l]; p<
0,05) u pacientd se SDN a pacientd s diabetes mellitus 2.typu bez
komplikaci ve srovnani se zdravymi kontrolami. Sérové koncentrace
ostatnich vybranych prvkd, jako byl Zn a Fe, se vjznamn¢ nelisily mezi
sledovanymi skupinami.

U vsech sledovanych jedinct byla nalezena signifikantni
korelace sérovych hladin Cu a Mg s pramérnou fluorescencni
intenzitou stimulovanych aktivnich PMN bunck odrazejici oxidativni
vzplanuti (r = 0,24, p<0,05 a r = 0,25, p<0,05). Vysledky byly
prezentovany v ¢lanku Fejfarova a spol.,, DMEV 2003, 1: 23-29 a v
fadé abstrakt (publikace autora ¢&. 32, 67, 102, 103).
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3.2 Infekéni komplikace SDN (studie 6-8)

Hypotézy

- Mohou existovat rozdilné vyskyty bakteridlnich patogent a jejich ATB
rezistenci mezi rizikovymi skupinami pacientd (transplantovani,
dialyzovani) a ostatnimi nemocnymi se SDN.

- Rezistentn{ patogeny k peroralnim ATB, které infikuji diabetické
ulcerace, mohou ovlivnit pocet amputaci dolnich koncetin u pacientt se
SDN.

- Nehojici se diabetické ulcerace mohou byt infikovany i mykotickymi
agens. Nemusi existovat shoda mezi mikroskopickym vysetfenim a
kultivacnim a mezi nalezy z hyperkeratéz a ulceraci.

Vybrané metody

Stanoveni bakteridlnich agens a ATB rezistence

Stéry z diabetickych ulceraci byly odebrany ze spodiny defektu
nebo z hlubokych tkan{ ulcerace po lokalnim debridementu. Tyto stéry
byly ihned transportovany na mikrobiologické pracovisté v Amiensové
transportnim mediu. Cast materidlu byla aplikovana na pevné pudy,
zbyly material byl vlozen do zivného bujénu. Za 24 hodin po
pomnozeni bylo provedeno opétné rozockovani na pevné pudy.
Jednotlivé  bakterialni  kmeny  byly stanoveny  standardnimi
mikrobiologickymi metodami (86).

Mikroorganismy byly rozdéleny dle Gramma do dvou
zakladnich skupin. Prvni skupina obsahovala 5 subpopulaci Gram
pozitivnich ~ patogend-  Staphylococcus —aureus, Staphylococcus
koagulaza negativni, Streptococcus, Enterococcus a Corynebacterium
species. Do druhé skupiny byly zafazeny Gram negativni patogeny
obsahujici druh Enterobacteriacea, kam patii E. coli, Klebsiella,
Enterobacter, Citrobacter, Proteus species, a druh oxidativnich
mikroorganismu jakymi jsou Pseudomonas a Acinetobacter species.

Mikrobialni citlivost  k rozlicnym ATB byla stanovena
semikvantitativné pomoci diskové difuzni metody (87, 88).

Mykologické vysetreni

U kazdého nemocného byly odebrany vzorky ke stanoveni
piitomnosti mykéz z hyperkeratézy a ze spodiny ulcerace. Mykoticka
agens byla stanovena 2 metodami — mikroskopicky a kultiva¢né. Behem
mikroskopického stanoveni byly vzorky tkani vysetfeny
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imunofluorescencné za pouziti blankoforu. Kultivacné byly vzorky
detekovany za pouziti Sabouraudova agaru s chloramfenikolem, ktery je
schopen zamezit pferastani baktérii. Pro diagnostiku dermatofyt je
urcena kultivace na Sabouraudové agaru s chloramfenikolem a
cycloheximidem. Kultivace mykotickych agens trva pfiblizné¢ 4 tydny.

Schéma studifi

Studie 6

U 21 transplantovanych, 22 dialyzovanych a 164 ostatnich
pacienti se SDN bez renalntho postizeni byla v prafezové studii
provedena bakteriologicka vysetfeni ze stért odebranych z diabetickych
ulceraci. Nalezené baktérie byly povazovany za rezistentni k danému
ATB, pokud byla alespori jednou béhem sledovaného obdobi
prokazana rezistence ktomuto ATB. Mezi transplantovanymi,
dialyzovanymi a ostatnimi pacienty se SDN byly porovnany pramérné
pocty baktérif nalezené ve stérech z diabetickych ulceraci, rozdily ve
vyskytu jednotlivych patogent a jejich ATB rezistence.

Studie 7

Do studie bylo konsekutivné zafazeno 181 pacientu lé¢enych
v podiatrické ambulanci IKEM pro SDN béhem obdobi 12/1998-
11/1999. Pacienti byli nisledn¢ sledovani do doby zhojeni nebo po
dobu minimalné¢ 12 a maximalné¢ 24 mésich. Be¢hem studie byly
posuzovany faktory asociované s amputacemi, mezi néz jsme zafadili
vedle jiz difve sledovanych rizikovych faktort jako je ICHDK a OM
také rezistenci k peroralnim ATB, ktera mutze ovlivnit vysledek terapie
a dosud nebyla v této souvislosti studovana.

Studie 8

Do studie bylo zafazeno 27 pacientd s chronickymi
diabetickymi ulceracemi. U téchto nemocnych byl posuzovan vyskyt
jednotlivych mykotickych agens a shoda mikroskopickych a
kultivacnich vysetfeni ze vzorku z hyperkerat6z nebo spodin ulceraci u
kazdého pacienta.

Byly sledovany i vybrané potencialni rizikové faktory pro
vyskyt mykotickych agens, napf. veék pacienta, trvani diabetu,
kompenzace diabetu, BMI, zavaznost a trvani diabetické ulcerace, délka
ptedchoz{ ATB terapie apod.
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Hlavn{ vysledky studii

Studie 6

Nebyly prokdzany signifikantni rozdily v pramérném poctu
patogent ve stéru na 1 pacienta mezi transplantovanymi, dialyzovanymi
a ostatnimi pacienty se SDN (2,8 vs. 2,0 vs. 3, respektive; NS).

U dialyzovanych pacientt bylo nalezeno vyssi procento Gram
pozitivnich patogend (80%-35/44) v porovnani s transplantovanymi
(62%- 36/58) a ostatnimi pacienty (63%-310/491) se SDN (p<0,05).
Zastoupeni jednotlivych bakterialnich agens se signifikantné nelisilo
mezi sledovanymi skupinami. Nejcastéjsimi patogeny nalezenymi ve
vSech diabetickych ulceracich byly S. Aureus (21%), Staphylococcus
koagulaza negativni (21%) a Enterococcus sp. (13%). Prevalence
klinicky zavaznych Gram negativnich patogent nepfesihla 9% ve
sledovanych skupinach.

Béhem studie byla zjisténa signifikantné vyssi rezistence
S.Aureus  k oxacilinu, imipenemu, kotrimoxazolu (p<0,01) a
erythromycinu  (p<<0,05) u translantovanych pacientd v porovnani
s dalsimi dvémi sledovanymi skupinami. Signifikantné vyssi ATB
rezistence byla nalezena také u enterokoku k piperacilinu (p<0,001),
ampicilinu a tikatcilin/kys klavulanové (p<0,01) u transplantovanych
pacienti a kampicilin/sulbaktamu, tikarcilin/ kys. klavulanové
(p<0,01) u dialyzovanych pacientti v porovnani s ostatnimi skupinami.
10% v diabetickych ulceracich, se stanovovala ATB rezistence u
Pseudomonas sp. Vsechny pseudomonady nalezené u dialyzovanych
pacientu byly signifikantné rezistentnéjsi k piperacilinu (100% vs. 33%
vs. 19%, respektive; p<0,05) a cefpiromu (100% vs. 0% vs. 16%,
respektive; p<0,05) v porovnan{ s transplantovanymi a ostatnimi
pacienty se SDN. Vysledky byly prezetovany v ¢lanku Fejfarova et
al,, J Diabetes Complications 2004, 18(2):108-112 a abstraktu
(publikace autora €. 31).

Studie 7
Klinicky vyznamny kultivacni nalez svédcici pro infekci rany
mélo 181 nemocnych. Amputovino bylo 42 nemocnych. 88% (37/42)
pacientli absolvovalo nizkou amputaci a 12% (5/42) pacientd
podstoupilo vysokou amputaci; 139 nemocnych bylo bez amputace.
Patogeny rezistentni ke vSem perordlnim ATB byly nalezeny
alespont v 1 piipad¢ u 29% (53/181) vSech nemocnyjch, pficemz
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z tohoto mnozstvi u 21% (38/181) vSech pacientd byly nalezeny
rezistentni stafylokoky. Methicillin rezistentni S.Aureus (MRSA) byl
pfitomen u 16% vsech nemocnych.

Béhem studie jsme prokazali vyznamné vyssi vyskyt
rezistentnich patogend na peroralni ATB u pacientd po amputaci oproti
nemocnym bez amputace (57 vs. 21%; p<0,001). Pii analyze
jednotlivych druhi rezistentnich mikrobu jsme zjistili, Ze pfed vykonem
meéli amputovani pacienti signifikantné vice jak rezistentnich kmenu
vsech stafylokokt (43 vs. 14%; p<0,001), tak MRSA (33 vs. 11%;
p<0,001) oproti neamputovanym nemocnym.

ICHDK se vyskytovala u 81% amputovanych pacientt oproti
58% neamputovanym nemocnym (p<<0,01). Signifikantn¢ vyssi vyskyt
OM byl nalezen u amputovanych v porovnani s neamputovanymi
nemocnymi (67% vs. 13% pacients; p<0,001).

Postupna regresni analyza sledovanych skupin nemocnych
prokazala, ze pfitomnost vSech rezistentnich patogent (OR 5,58, CI 2,1
— 15,1), rezistentnich stafylokoki a zejména MRSA (OR 4,34; CI 1,6-
12,1) v diabetickych ulceracich zvysuje riziko amputace dolnich
koncetin u pacientd se SDN. V regresni analjze byly vyznamnymi
prognostickymi faktory pro amputace dolnich koncetin ICHDK (OR
4,4; CI 1,3 — 14,9) a OM (OR 16,7; CI 6,1 — 45,8). U pacienti bez OM
byl vliv mikrobidlni rezistence na amputace vyraznéjsi nez u pacienti
s OM. Amputovani pacienti bez OM méli podstatné vyssi vyskyt vsech
rezistentnich patogena (80 vs. 20,5%; p<0,001) i MRSA (46,2 vs.
10,7%; p<0,01) nez neamputovani bez OM. Vysledky byly uvedeny
v ¢lanku Fejfarova a spol., Vnitini Lékafstvi 2002, 4: 302-306 a
fad¢ abstrakt (publikace autora ¢&. 66, 73).

Studie 8

Mikroskopickym  vySetfenim byla prokdzana pfitomnost
mykotickych agens ze vzorka hyperkeratéz u 95% nemocnych a ze
vzotki  ze spodin ulceraci u 100% pacientd. Nejcastejsimi
mikroskopicky prokazanymi mykotickymi agens na spodiné ulceraci
byly kvasinky (100%), druhymi v pofadi byla dermatofyta (46%).

Oproti tomu kultivacné byly vzorky hyperkeratéz pozitivni
pouze u 48% nemocnych a vzorky odebrané ze spodin ulceraci ve 28%
piipadi. Nejcastéjsimi kultivacné zjisténymi mykotickymi agens v
hyperkeratézach i v ulceracich byly kvasinky (19% vs. 24% pacientd)
a dermatofyta reprezentovana napf. Trichophyton rubrum (22% vs.
12% nemocnych).
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Nebyla prokazana shoda mezi mikroskopickymi a kultivacnimi
nalezy ani mezi vzorky odebranymi z hyperkeratéz ani ze spodin
ulceraci u téhoz pacienta. Taktéz nebyla prokazana shoda mezi
kultiva¢nimi nalezy z obou typa vzorkd tkani, konkordance obou
nalezu ¢inila pouze 56% (CI 0,37-0,75; NS).

Nebyla nalezena signifikantn{ asociace sledovanych rizikovych
faktorti pro vyskyt mykéz s kultivaénimi nélezy z odebranych vzorka
hyperkeratéz a spodin ulceraci. Vysledky byly prezentovany v ¢lanku
Fejfarova a spol.,. LéCba rany. Florance, Galén, Praha, 2006; 45-49
a fad¢ abstrakt (publikace autora €. 52, 70).

3.3 Terapie SDN odlehéenim (studie 9-11)

Hypotézy

- TCC muze zlepsovat hojen{ jak u pacientd s ulceracemi, tak u
pacientt s ChaO a s neuropatickymi frakturami.

- Pfedpokladame, Ze pacienti s OM mohou také profitovat z lécby -
TCC a ze profit z této 1écby je vyssi nezli pfipadné komplikace.

RCW).

Vybrané metody

Zhotoveni snimatelnych kontakinich fixaci (r-TCC)

Tato technika byla vyvinuta specialné pro odlehceni ulceraci
na noze diabetikii a k terapii ChaO a neuropatickych fraktur. Zhotoveni
r-TCC probiha v n¢kolika etapach. V prvé fadé je nutné u pacientt
s diabetickymi ulceracemi oSetfit vied pomoci lokdlniho debridementu
a na povrch ulcerace vlozit vhodné lokdlni kryti. Abychom docilili
maximalniho odlehceni dané ulcerace, aplikujeme do okoli defektu silné
filcové vypodlozeni, které vytvarujeme podle plosky nohy, velikosti a
pozice defektu. Na takto pfipravenou dolni koncetinu se aplikuje
bavlnény elasticky material a nasledné specialn{ filcové kryti. Na plantu
dolni koncetiny se aplikuje klasicky sadrovy obvaz. Stability r-T'CC je
docileno piiloZzenim rigidnich materiald ve formé L- nebo U-dlahy.
plastického materialu. Ten musi kopirovat povrch dolni koncetiny a
zafixovat jej v pozadované poloze. Ke konci zhotoveni fixace je
upravovana prstova oblast tak, aby se vytvofil dostatecny prostor pro
prsty nohy a aby bylo mozné je vizuilné kontrolovat. Poté je TCC

22



rozstiizena. Poslednim krokem v aplikaci -TCC je vyrobeni malé
snimatelné rigidni dlahy, ktera se umist'uje do pretibialn{ oblasti. Tato
dlaha ma schopnost zabranit tfecim pohybum uvnitf sadry. Taktéz
brani tvorbé zlomenin fixace v oblasti kotniku, které mohou vznikat
¢asnym nebo nepiipustnym pohybem hlezna pii doslapu. Koneéné
upravy fixace spocivaji v oblepeni r-TCC nédplasti a tenkym
podkladovym filcovym materialem.

Pred aplikaci r-TCC byli pacienti fadné pouceni o rizicich
terapie TCC. Kontroly byly provadény s odstupem jednoho tydne po
aplikaci r-TCC a dale dle klinického nalezu na dolni koncetiné. Nové r-
TCC byly aplikovany v pifpadé vyrazné redukce otoku dolni koncetiny
nebo pii vyrazném poskozeni r-TCC.

Schéma studif

Studie 9

Do studie bylo zafazeno 74 pacientt se SDN. Byl posuzovan
efekt terapie TCC (doba hojeni, procento zhojenych pacientd) mezi
nemocnymi s neuropatickymi ulceracemi (n=27), akutni CHaO (n=35)
a neuropatickymi frakturami (n=12). Kiritéria hojeni byla nasledujici:
uplna epitelizace rany u pacientd s neuropatickymi ulceracemi, zlepseni
lokalntho nalezu (Gstup otoku i zarudnuti dolni koncetiny, pokles
koznich teplot) a/nebo redukce aktivity dle dynamické scintigrafie kosti
u pacientd s akutni CHaO a uplnd osifikace kosti dle RT'G u pacienti
s neuropatickymi frakturami.

Studie 10

Ve studii byly hodnoceny komplikace 1écby TCC. Do studie
bylo zafazeno 61 pacientd se SDN. Sledoviany byly technické
komplikace (zlomeniny fixaci), vyskyt novych otlakovych ulceraci a
mykoézy v oblasti nohy (tinea pedis) nebo v oblasti interdigitdlnich
prostor a progrese lokalni infekce (flegmoéna, zhorsen{ lokalniho nalezu,
edém dolni koncetiny) véetné rozvoje OM. Progrese lokalni infekce
vedla vzdy k pferuseni lécby r-TCC. Byl porovnan vyskyt nové OM
béhem 1écby 1-TCC (tzv. riziko) se zhojenim stavajici OM bé¢hem 1écby
r-TCC (tzv. benefit).

Studie 11

Ve studii byly porovniny dlouhodobé vysledky terapie
odleh¢enim pomoci r-TCC a pomoci specialni ortézy RCW. Zafazeno
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bylo 122 nemocnych lécenych v podiatrické ambulanci po dobu 4 let,
z nichz r-TCC bylo lé¢eno 99 pacienti a RCW 23 nemocnych. Ve
studii byly porovnany pocty nemocnych s OM, ktera byla zhojena
béhem aplikace r-TCC nebo RCW, spocty nemocnych s nove
rozvinutou OM béhem dané terapie. Pomér rizika a pfinosu lécby r-
TCC a RCW byl vypocten jako pomér poctu nemocnych s nové
rozvinutou OM k poctu zhojenych pacientd s OM béhem 1écby r-TCC
nebo RCW, podobné jako v predchozi studii.

Hiavni vysledky studii

Studie 9

Pacienti s diabetickymi ulceracemi byli bé¢hem sledovaného
obdobf{ 1éceni r-TCC v prameru 6 + 4,2 meésice, pacienti s akutni ChaO
5,1 £ 4 mesice a pacienti s patologickymi frakturami 3,9 £ 2,6 mésice
(NS). Signifikantné nejvyssi procento zhojenych bylo nalezeno béhem
sledovaného obdobi ve skupiné pacientd s neuropatickymi frakturami
v porovnani s pacienty lé¢enymi pro neuropatické ulcerace a pro akutni
ChaO (83% vs. 30% a 37%; oboji p<0,01). Nejkratsi dobu byli do
uplného zhojeni 1éceni r-TCC pacienti s neuropatickymi frakturami
v porovnani se skupinou pacientt s neuropatickymi ulceracemi a akutni
ChaO (4,2 = 2,8 vs. 6,25 * 3,8 2 7,9 £ 3,5 mésice; oboji p<0,01).

719 pacienta s nezhojenymi neuropatickymi ulceracemi doslo
béhem sledovaného obdobi u 12 pacienti (63%) ke zlepseni lokalniho
nalezu (zmenseni velikosti defektu 5,6 £ 6,8 vs. 1,56 + 2 cm?; p<0,01),
u 3 pacientd doslo k jeho zhorseni (16%) a u 4 nemocnych (21%) se
lokalni nalez vyrazné nezménil. Z 22 pacientd s nezhojenou akutni
ChaO doslo bé¢hem sledovaného obdobi u 19 nemocnych (86%) ke
zlepseni klinického stavu (redukce rozdilu koznich teplot na dolnich
koncetinach 2,74 = 1,3 vs. 2 £ 1,3°C; p<0,05) a u 3 pacienta (14%)
doslo ke zhorsenf lokalntho nalezu. Ve skupiné neuropatickych fraktur
nedoslo béhem sledovaného obdobi ke zhojen{ u 2 pacient- u 1 bylo
zaznamenano zlepSeni nalezu a u 1 pacienta doslo ke zhorseni.
Vysledky byly publikovany v ¢lanku Fejfarova a spol., Vnitini
1ékafstvi 2005, 51: 988-994 a v fad¢ abstrakt a kapitole (publikace
autora C. 9, 14, 15, 30, 33, 46).

Studie 10
Celkove se komplikace 1écby pomoci r-TCC vyskytly u 67%

(41/61) nemocnych. U 41 nemocnych s komplikacemi se nejcastéji
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jednalo o zlomeninu fixace (54%), druhou nejcastéjsi komplikaci byl
rozvoj otlakové ulcerace (20% nemocnych). Mezi nejméné
frekventované komplikace patfily bolesti kloubt (2%), kostni fraktury
TCC byla progrese lokaln{ infekce nalezend u 17% nemocnych.

21 pacientd se SDN mélo pfed zapocetim lécby r-TCC
diagnostikovanou OM. U nich doslo ke zhojeni v 52% pifpadi. Ze 40
pacientt bez OM pfed 1écbou r-TCC doslo pouze u 3 (7,5%) k rozvoji
nové OM po aplikaci r-TCC.

Dle statistického zhodnoceni byla signifikantné vyssi
frekvence pacientd se zhojenou OM v porovnan{ s poc¢tem nemocnych
s nové rozvinutou OM (p<0.01); benefit lécby r-TCC tedy vyrazné
ptfevysoval riziko rozvoje nové OM. Pacienti s nezhojenou OM byli
charakterizovani lokalizaci OM v oblasti tarzalnich kosti. Riziko rozvoje
nové OM bylo vysoké u nemocnych s hlubokou ulceraci (Wagner 3) a
s infekei zpusobenou multirezistentnimi patogeny (Pseudomonas sp.
nebo MRSA). Vysledky byly prezentovany v ¢lanku Fejfarova a
spol., Prakticky lékaf 2005, 85(6): 348- 352 a fadé abstrakt
(publikace autora ¢. 35, 48, 69, 71).

Studie 11

Vetsi pocet pacientd se zhojil béhem terapie r-TCC ve
srovnan{ s lécbou RCW béhem sledovaného obdobi, ovsem vysledek
nebyl signifikantnf (52,5% vs. 34,8% nemocnych; NS). Taktéz se
vzajemne signifikantné nelisily pramérna doba aplikace r-TCC nebo
RCW (8,3 + 5,4 vs. 6,2 £ 4,2 mésice; NS) a pocty amputaci u pacientd
lé¢enych r-TCC a RCW (10,1% vs. 17,4%; NS).

Obé¢ skupiny pacientd se signifikantné nelisily ani v celkové
incidenci  vSech sledovanych komplikaci terapie. Nejzavaznéjsi
komplikace, progrese lokalniho nalezu, se vyskytovala ve vyssim
procentu ve skupiné pacientti lécenych RCW oproti r-TCC (22% vs.
12%). Avsak ani tento vysledek nebyl signifikantni.

Pomér pacientd s nove vzniklou OM k pacientim se zhojenou
OM béhem odlehcovaci terapie byl vyznamné nizsi ve skupiné
nemocnych lécenych pomoci r-TCC (0,3) oproti pacientim lécenym
RCW (0,67; p<0,01). Vysledky byly prezentovany v abstraktu
(publikace autora €. 72).
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4. SOUHRN

SDN vznika na zakladé komplexu patofyziologickych pochoda, které
nalézame u pacientd s pozdnimi komplikacemi diabetu, vyznamné
zvysuje morbiditu i mortalitu nemocnych a vyrazné zhorsuje kvalitu
zivota téchto pacientd.

Téma dizerta¢ni prace, imunologické abnormality a infekéni
komplikace u pacientti se SDN a terapie SDN odleh¢enim, bylo dale
rozdeéleno do 3 celku:

- abnormality imunitnich funkci ve vztahu kdiabetu a jeho
komplikacim, zejména SDN

- infekénf komplikace SDN

- terapie SDN odleh¢enim.

Problematika poruch imunitnich funkcf ve vztahu k diabetu a SDN byla
feSena v 5 studiich, infekéni komplikace SDN ve 3 studiich a terapie
SDN odlehéenim 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 bunck in vivo u zdravych
dobrovolnikt. Akutni hyperglykémie a/nebo hypetinzulinémie byly
navozeny tfemi clampovymi studiemi- HHC, HEC a HGC s endogenni
blokddou sekrece inzulinu somatostatinem. PMN fagocytéza a
oxidativni vzplanuti byly stanoveny pratokovou cytometrif za bazalnich
podminek a po stimulaci E.coli. Vysledky nalezené behem clampovych
studii byly porovnany s daty ziskanymi béhem kontrolntho clampu.
Imunitni funkce PMN bunék nebyly podstatné ovlivnény kratkodobou
hyperglykémii a/nebo hypetinzulinémii u zdravjch dorovolnika
v porovnani s kontrolnim clampem.

Druh4 studie byla zaméfena na zjisténi moznych abnormalit
PMN funkcf zpusobenych kratkodobymi metabolickymi zménami
navozenymi in vivo u pacientd s diabetes mellitus 1.typu. Akutni
hyperglykémie a hyperinulinémie byly indukovany ctythodinovym
HHC. Stanoven{ PMN funkci bylo provedeno obdobné jako ve studii
1. Indexy oxidativaiho vzplanuti detekované po stimulaci E.coli a
vSechny fagocytarn{ indexy se signifikantn¢ nelisily béhem HHC oproti
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kontrolnimu clampu. Kratkodoba hyperglykémie s hyperinzulinémif
indukovand in vivo u pacientd s diabetes mellitus 1.typu neovlivnila
vyznamné imunitnf funkce PMN bunc¢k.

Nasledujici dvé  studie zkoumaly potenciondlni  vliv
dekompenzace diabetu a chronického zanétu u pacientd se SDN na
funkce nespecifického i specifického imunitnfho systému.

Mezi pacienty se SDN a zdravymi dobrovolniky nebyly
nalezeny signifikantn{ rozdily oxidativntho vzplanuti PMN bunck
detekované za bazalnich 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 pacientt se SDN byly nalezeny signifikantné vyssi hodnoty
markert zanétu (CRP, pocet leukocytid a neutrofilt) ve srovnani se
zdravymi kontrolami, avSak toto zvySeni bylo ve vétsin¢ piipada
vramci normy nebo jen lehce nad normou. Z imunologickych
abnormalit byly nalezeny u pacienti se SDN vyssi procento
pozitivné koreloval s HbAlc. U diabetika se SDN byly prokazany také
signifikantné vyssi hladiny IgA, IgG a CIK, zatimco hodnoty IgM, C3 a
C4 slozek komplementu se signifikantné nelisily od hodnot zdravych
dobrovolnika.

V paté studii jsme posuzovali zmény mikronutrientd a jejich
mozny vliv na nespecificky imunitni systém u pacientd se SDN.
Vyznamné redukované hladiny vitaminu C byly nalezeny u pacientd se
SDN oproti pacientim s diabetem 2.typu bez komplikaci a zdravym
kontrolam. Signifikantn¢ vy$si hladiny Cu a niz$i hladiny Mg byly
prokazany u obou skupin diabetik pfi porovniani se zdravymi
kontrolami. Sérové hladiny ostatnich mikronutrientd (vitamin E, jeho
izomery, Zn a Fe) se signifikantné nelisily mezi sledovanymi skupinami.
Ze sledovanych mikronutrientd signifikantné korelovaly s parametry
oxidativniho vzplanut{ PMN bun¢k u vSech subjektd pouze Cu a Mg,

Infekéni komplikace SDN
V Sesté studii jsme se zabyvali infekénimi komplikacemi u
raznych skupin pacientd se SDN. Cilem bylo zjistit mozné rozdily ve
vyskytu mikrobidlnich agens v diabetickych ulceracich a rozdily jejich
ATB rezistence mezi transplantovanymi, dialyzovanymi a ostatnimi
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pacienty se SDN. Vyskyt jednotlivym mikrobidlnich agens se vyznamné
nelisil mezi studovanymi skupinami, avsak sledované skupiny pacientt
se signifikantné lisily ve vyskytu bakteridlni ATB rezistence.
Transplantovani pacienti méli signifikantné vice kmenu stafylokokokua
rezistentnich k oxacilinu, imipenemu, kotrimoxazolu a erytromycinu a
enterokoku rezistentnich k ampicilinu, piperacilinu a
ticarcilin/kys.klavulanové v porovnani s ostatnimi  skupinami.
Pseudomonadové baktérie byly rezistentnéjsi k piperacilinu a cefpiromu
u dialyzovanych nemocnych se SDN oproti zbylym dvéma skupinam.

Cilem sedmé studie bylo zjistit, zda rezistence k peroralnim
ATB muze byt rizikova pro vyskyt amputaci. Do studie byli
konsekutivn¢ zafazeni vsichni pacienti 1é¢eni bcéhem 1 roku
v podiatrické ambulanci IKEM pro diabetické ulcerace a meli alespon
jeden pozitivni stér z rany. V postupné regresni analjze byla spolu
sOM a ICHDK signifikantnim rizikovym faktorem rezistence
k peroralnim ATB, jeji asociace samputacemi 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
zpfesnit diagnostiku mykéz u pacientd se SDN. Byly porovnany
vyskyty mykotickych agens z oblasti hyperkeratéz a spodin ulceraci,
shoda mikroskopickych a kultivacnich vysSetfeni mykéz a kultivacni
mykotické ndlezy z hyperkeratéz a spodin ulceraci. Kultivacni a
mikroskopické nalezy si u pacienti neodpovidaly, konkordance
kultivacnich nalezi mykdz z ulceraci a z hyperkeratéz u téhoz pacienta
byla pouze 56%.

Terapie SDN odlehcenim

Jednim z faktoram pfispivajicim k hojeni SDN je vhodne
zvolena metoda odlehéeni dolnich koncetin. Cilem devaté studie bylo
zhodnotit uc¢innost lécby SDN pomoci -TCC wu pacientd
s neuropatickymi  ulceracemi, akutni ChaO a neuropatickymi
frakturami.  Signifikantné  kratsi dobu se hojili nemocni
s neuropatickymi frakturami oproti zbylym dvéma skupinam, rovnéz
pocet zhojenych pacienti byl v této skupiné nejvyssi. Terapie pomoci r-
TCC byla ale Gspésna i u pacientd s neuropatickymi ulceracemi (doslo
ke zmenseni ulceraci) a sakutni CHaO (doslo k redukei aktivity
onemocnéni).
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Cilem desaté studie bylo stanovit cetnost komplikac{ 1écby -
TCC a sledovat vliv TCC na hojeni OM a na riziko rozvoje nové OM u
pacientd se SDN. Nejcast¢jsimi komplikacemi terapie r-TCC byly
technické komplikace a rozvoj nové otlakové ulcerace. Progrese
lokalniho nalezu byla nalezena u 17% nemocnych lécenych r-TCC.
Ostatni komplikace véetné mykotické infekce a bolesti kloubu se
vyskytovaly jen ziidka. Pocet pacientd se zhojenou OM byl
signifikantné vyssi v porovnani s poc¢tem nemocnych s nové rozvinutou
OM. Pacienti s nezhojenou OM byli charakterizovani zejména
lokalizacf OM v tarzalnich kostech a pacienti s nové vzniklou OM
hlubsimi ulceracemi infikovanymi rezistentnimi patogeny.

Cilem jedenacté studie bylo porovnat terapii odlehcenim
pomoci r-TCC a specialni ortézy RCW. Signifikantné vyssi pocet
zhojenych pacientd s OM a niz${ pocet nemocnych s nové rozvinutou
OM byl nalezen u pacientt lé¢enych r-TCC oproti nemocnym lé¢enym
RCW. Risk/benefit ratio byl signifikantné niz$i u nemocnych léé¢enych
r-TCC oproti nemocnym lécenym RCW.

Zavérem muZeme shrnout:

Abnormality imunitnich funkci ve vztahu kdiabetu a jeho
komplikacim, zejména SDN
> Akutné navozend hyperglykémie a/nebo hypetinzulinémie
béhem clampovych studif neovlivnily vjznamné funkce nespecifického
imunitniho systému ani u zdravych dobrovolnikd, ani u pacienti
s diabetes mellitus 1.typu.

Tento model korespondoval lépe s realnymi podminkami u
pacientu s diabetes mellitus nezli dosud publikované in vitro testy.
> Pacienti s chronickon infekei pii SDIN méli 3 hlediska imunitnich
Sfunkci:
- Mirné snizené procento fagocytujicich PMN bunc¢k po stimulaci
E.coli ve srovnan{ se zdravymi kontrolami.
- Signifikantné vyssi hladiny IgA a IgG ve srovnani se zdravymi
kontrolami.
index ve srovnan{ se zdravymi kontrolami.
- Pouze mirnou elevaci typickjch zanétlivych markerd (CRP a
leukocyt), v 69% a 83% v ramci normy.
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Na podkladé téchto nalezl je mozné predpokladat, ze aktivace
imunitniho systému a zanétlivai reakce u téchto pacientd nen{
> Pacienti 5 chronickou infekci pri SDN  méli  ndsledujici  zmény
mikronutrientsi spojenych s imunitnimi funkcemi:

- Signifikantné niz${ hladinu vitaminu C v porovnani{ se zdravymi
kontrolami a pacienty s diabetem 2.typu bez pozdnich komplikaci.

- Signifikantné vyssi hladiny Cu a nizsi hladiny Mg v porovnani se
zdravymi kontrolami. TytéZz nalezy byly piitomny i u pacientd s diabetes
mellitus 2.typu bez pozdnich komplikaci.

Tyto zmény mohou mit vztah kimunitnim funkcim
pfedev$im ve smyslu ovlivnéni redox potencialu, diferenciace
imunitnich bunék a produkce ROI.

Infekéni komplikace SDN
> Byl nalezen vys$si vyskyt mikrobidlni ATB rezistence,
pfedevsim u transplantovanych pacienta ve srovnani s dialyzovanymi a
ostatnimi nemocnymi se SDN. Na zaklad¢ téchto nalezt je mozné
modifikovat empirickou ATB terapii u rizikovych skupin nemocnych se
SDN.
> U pacientd se SDN byly posouzeny tizikové faktory pro
amputace dolnich koncetin — dle regresn{ analyzy k nim patfily nejen
OM a ICHDK, ale také mikrobidlni rezistence k peroralnim ATB.
Proto doporucujeme tento fakt vzit v dvahu a ATB terapii provadét
zejména u rizikovych skupin nemocnych dostate¢né ucinne.
> Nebyla prokazana shoda mikroskopickych a kultiva¢nich
mykotickych nalezt z hyperkeratéz a z diabetickych ulceraci. Kultivacni
nalezy ze vzorkd z hyperkeratéz a z ulceraci byly u téhoz pacienta
odlisné.

Proto doporucujeme provadét ke stanoveni mykotickych
agens u SDN kultiva¢ni vysetfeni spise nez mikroskopické a vysetfovat
jak vzorky z ulcerace, tak vzorky z jejtho okoli.

Terapie SDN odlehéenim

> Potvrdili jsme dobry efekt terapie specialni kontaktni fixaci (r-
TCC), pfedev$im u pacientd s neuropatickymi frakturami, ale i u
pacientd s ChaO a diabetickymi ulceracemi. Béhem studie jsme zjistili
pomeérné vysoky pocet predevsim technickych komplikaci, proto jsme
puvodn{ metodu modifikovali.
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> Na rozdil od ,,tradi¢nich indikaci® jsme ovéiili, ze Ize tuto
metodu uspésné pouzit i u pacientt s OM, jelikoZ benefit této terapie je
vyssi nezli riziko rozvoje nové OM u pacientd se SDN, ovsem za
pfedpokladu jejich peclivé kontroly (! OM v tarzalnich kostech a
ulcerace W3 infikované multirezistentnimi patogeny).

> U pacientd s OM  se jevi pro 1écbu odleh¢enim vhodnéjsi
pouzitf r-TCC nez-li specidlni ortézy RCW.

Vysledky dizertacni prace piispély jak k objasnéni nékterych
patogenetickych souvislosti SDN, pfedevsim v oblasti imunologickych
poruch a infekce, tak ke zlepseni terapie pfedevsim v oblasti specialnich
forem odlehcovacich metod. Prioritou je 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 odlehéeni pomoci +-TCC v Ceské
republice.

4. SUMMARY

The diabetic foot (DF) develops based on a complex of
patophysiological processes which are presented in patients with
diabetic complications. DF significantly increases a patient morbidity
and mortality and markedly impairs the quality of life of these patients.
The theme of the dissertation “immunological abnormalities and
infection complications in patients with the DF and therapy of the DF
by off-loading” was divided into 3 parts:

- abnormalities of immune functions in connection with diabetes and its
complications, especially with the DF

- infectious complications of the DF

- therapy of the DF by off-loading.

Problems concerning the impairment of immune functions in
connection with diabetes and the DF were tresolved in 5 studies,
infectious complications of the DF in 3 studies and the therapy of the
DF by off-loading similarly in 3 studies.
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Abnormalities of immune functions in connection with diabetes
and its complications, especially with the DF

The first study deals with the effect of acute hyperglycemia
and/or hyperinsulinemia on function of PMN cells in healthy subjects.
The aim of this study was to assess the effect of short lasting acute
metabolic changes on phagocytosis and the respiratory burst of PMN
cells in healthy subjects in vivo. Acute hyperglycemia and/or
hyperinsulinemia were induced by three clamp studies — HHC, HEC
and HGC with endogenic blockade of insulin secretion by
somatostatin. PMN phagocytosis and respiratory burst were assessed by
flow cytometry under basal conditions and after E.coli stimulation. The
results found during clamp studies were compared to data detected
during the control clamp. Immune functions of PMN cells were not
significantly influenced by short lasting hyperglycemia and/or
hyperinsulinemia in healthy subjects in comparison with the control
clamp.

The second study was focused on the evaluation of possible
abnormalities of PMN functions caused by short lasting metabolic
changes induced in vivo in patients with Type 1 diabetes. Acute
hyperglycemia and hyperinsulinemia were induced by four hours lasting
HHC. PMN functions were assessed similarly as in the first study.
Indexes of respiratory burst detected after E.coli stimulation and all
phagocytic indexes found during HHC were not significantly different
in contrast to the control clamp. Short lasting hyperglycemia with
hyperinsulinemia induced in vivo in patients with Type 1 diabetes did
not influence significantly the immune functions of PMN cells.

The following two studies examined the potential effects of
diabetes decompensation and chronic inflammation on functions of
nonspecific and specific immune systems in patients with the DF. No
significant differences were found in the respiratory burst of PMN cells
detected under basal and the stimulated conditions between patients
with the DF and healthy subjects. There was found a significantly
reduced percentage of phagocyting PMN cells after E.coli stimulation
in patients with the DF compared to healthy subjects.

Significantly higher values of markers of inflammation (CRP,
leukocyte and neutrophil accounts) were found in patients with the DF
compared to healthy controls. However, this increase oscillated in most
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cases in normal values or was slightly above the norm. A higher
percentage of cytotoxic (CD8+) T-lymphocytes and lower
immunoregulatory index were found in patients with the DF.
Immunoregulatory  index correlated positively with HbAlc.
Significantly higher serum levels of IgA, IgG and CIK were displayed
in patients with the DF. Serum levels of IgM, C3 and C4 complement
were not significantly different from the values detected in healthy
subjects.

The fifth study assessed changes in the serum levels of
micronutrients and their possible effect on the nonspecific immune
system in patients with the DF. Significantly reduced serum levels of
vitamin C were found in patients with the DF compared to patients
with Type 2 diabetes without complications and healthy subjects.
Significantly higher serum levels of Cu and lower levels of Mg were
detected in both groups of diabetic patients compared to healthy
controls. Serum levels of other micronutrients (vitamin E, its isomers,
Zn and Fe) did not differ significantly among the study groups. Cu and
Mg only correlated significantly with the parameters of respiratory
butst of PMN cells in all study subjects.

Infectious complications of the DF

The sixth study referred to the infectious complications in
different groups of patients with the DF. The aim was to assess
possible differences in the occurrence of microbial agents in diabetic
foot ulcers and differences in their ATB resistance among transplant,
dialyzed and other patients with the DF. The occurrence of individual
microbial agents did not differ significantly among study groups, but
the observed groups of patients differed significantly in the ATB
resistance. Transplant patients had significantly more Staphylococcus
sp. resistant to Oxacillin, Imipenem, Co-trimoxazole and Erythromycin
and Enterococcus sp. resistant to Ampicillin, Piperacilin and
Ticatcillin/clavulanic acid compated to othet groups. Pseudomonas sp.
was more resistant to Piperacillin and Cefpirom in dialyzed patients
with the DF in contrast to other two groups.

The aim of the seventh study was to evaluate whether

resistance to oral ATB could form a risk factor for lower limb
amputations. Consecutively included into the study were all patients
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treated during one year for diabetic foot ulcers with at least one
positive wound swab. According to logistic regression analysis were
OM and peripheral arterial disease (PAD) together with resistance to
oral ATB significant risk factors for lower limb amputations. It was
shown that the association of resistance to lower limb amputations was
significant especially in patients without OM.

Mycotic agents could contribute to the development of
diabetic foot ulcers and could slow the healing process. The aim of the
eighth study was to specify mycotic diagnosis in patients with the DF.
There were compared the occurrences of mycotic agents found in
hyperkeratosis and ulcers, the concordance of microscopic and culture
mycotic assessments and culture mycotic findings from hyperkeratosis
and ulcers. Culture and microscopic findings did not correspond in
patients, the concordance of culture mycotic findings from ulcers and
hyperkeratosis was only 56% in the same patient.

Therapy of the DF by off-loading

The appropriate method of lower limb off-loading is one of
the factors contributing to the DF healing. The aim of the ninth study
was to evaluate the effectiveness of the DF therapy by r-TCC in
patients with neuropathic foot ulcers, acute ChaO and neuropathic
fractures. Neuropathic fractures healed for a significantly shorter time
in contrast to the other two groups as well the number of healed
patients was the highest in this group. Therapy by r-TCC was also
successful in patients with neuropathic foot ulcers (ulcer size reduction)
and acute ChaO (decrease of disease activity).

The aim of the tenth study was to determine the incidence of
complications of r-TCC therapy and to assess the effect of TCC on
OM healing and risk of new OM development in patients with the DF.
The most frequent complications of r-TCC therapy were technical
complications and the development of a new contact ulcer. Progression
of local finding was found in 17% of patients treated by r-TCC. Other
complications such as mycotic infection or joint pain were rarely seen.
The number of patients with healed OM was significantly higher
compared to the number of patients with newly developed OM.
Patients with unhealed OM were characterized by OM location in tarsal
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bones and patients with newly developed OM by deeper foot ulcers
infected by resistant pathogens.

The aim of the eleventh study was to compate the off-loading
therapy performed by r-TCC and orthesis RCW. A significantly higher
number of healed patients with OM and a lower number of patients
with newly developed OM was found in patients treated by r-TCC in
contrast to patients treated by RCW. A risk/benefit ratio was
significantly lower in patients treated by r-TCC compared to patients
treated by RCW.

In conclusion:

Abnormalities of immune functions in connection with diabetes
and its complications, especially with the DF

° Acutely induced hyperglycemia and/or hypetinsulinemia did
not influence significantly functions of nonspecific immune system as
in healthy subjects as in patients with diabetes mellitus Type 1.

This model corresponds better with the real conditions
present in patients with diabetes mellitus than to date published in vitro
tests.

. Patients with chronic infection within the DF had following changes of
immune functions:

- Slightly reduced percentage of phagocyting PMN cells after E.coli
stimulation compated to healthy controls.

- Significantly higher serum levels of IgA and IgG in contrast to healthy
controls.

- Higher number of CD8+ T-lymphocytes and significantly lower
immunoregulatory index in comparison with healthy controls.

- Only moderate elevation of typical markers of inflammation (CRP
and leukocytes), in norm in 69% and 83% of patients.

Based on these findings, it is possible to presume that the
activation of immune system and the inflammatory reaction are not
adequate despite the unproven significant immunodeficiency.

. Patients with chronic infection within the D had the following changes of
micronutrients related to immune functions:

- Significantly lower serum levels of vitamin C in comparison with
healthy controls and patients with Type 2 diabetes without diabetic
complications.
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- Significantly higher serum levels of Cu and lower levels of Mg in
contrast to healthy subjects. The same findings were presented in
patients with Type 2 diabetes mellitus without diabetic complications.

These changes could be related to immune functions,
especially to the intent of impact of redox potential, differentiation of
immune cells and ROI production.

Infectious complication of the DF
. There was found a higher occurrence of microbial ATB
resistance especially in transplant patients compared to patients on
hemodialysis and other patients with the DF. Based on these findings,
it is possible to modify an empiric ATB treatment in risk groups of
patients with the DF.
. The DF patients were compared for risk factors of lower limb
amputations — not only OM and PAD but also microbial resistance to
oral ATB belonged to risk factors according to logistic regression
analysis. Therefore, we recommend to take this fact into consideration
and perform ATB therapy adequately effectively especially in risk
groups of patients.
o No concordance of microscopic and culture mycotic findings
from hyperkeratosis and diabetic foot ulcers was proved. Culture
findings from samples taken from hyperkeratosis and ulcers were
different in the same patient.

Therefore, we recommend performing a culture evaluation to
assess mycotic agents in the DI instead of microscopic assessment and
to evaluate samples taken as from ulcers as from the surroundings.

Therapy of the DF by off-loading

. We confirmed the beneficial effect of therapy performed by
t-TCC, especially in patients with neuropathic fractures and also in
patients with ChaO and neuropathic foot ulcers. We found a relatively
high number primarily of technical complications; therefore, we
modified the original method.

° Unlike “the traditional indications”, we verified that this
method is able to apply successfully in patients with OM since the
benefit of this therapy is higher than the risk of new OM development
in patients with the DF, however, provided that they will be controled
carefully ((OM in tarsal bones and ulcers of W3 infected by
multiresistant pathogens).
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° The therapy performed by r-TCC is more suitable than
orthesis RCW in the off-loading treatment of patients with OM.

The results of dissertation contributed as to the clatification of some
pathogenic consequences of the DF, especially in the field of
immunological abnormalities and infection, as to the improvement of
therapy primarily in the field of special forms of off-loading methods.
Assessment of the effect of acute hyperglycemia and hyperinsulinemia
in vivo on immunological parameters, evaluation of consequences of
ATB resistance with the DF complications and possible empiric
therapy modification, especially in risk groups of patients and
introduction of off-loading method performed by r-TCC in the Czech
Republic were particularly the priorities of this work.

5. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

- ATB- antibiotika, antibioticky

- CC-kontrolni clamp

- CIK- cirkulujicf imunokomplexy

- CRP- C-reaktivni protein

- Cu- méd

- Fe- Zelezo

- fMLP- formyl-methionyl-leucyl-fenylalanin

- HbATlc- glykovany hemoglobin

- HEC- izolovany hyperinzulinovy clamp

- HGC- izolovany hyperglykemicky clamp

- HHC- hyperglykemicky hyperinzulinovy clamp
- ChaO- Charcotova osteoarthropatie

- ICHDK- ischemicka choroba dolnich koncetin
- Ig- imunoglobulin

- IRI- imunoreaktivni inzulin

- Mg- magnesium

- MRSA- Methicillin rezistentni S.Aureus

- NADPH- hydrogen nikotinamid adenin dinukleotidfosfat
- O2- molekula kysliku

- OM- osteomyelitida

- PMA- phorbol 12-myristat 13-acetat

- PMN- polymorfonuklearni

- RCW- Removable Cast Walker- ortéza “Walker*
- ROI- reaktivni kyslikové intermediaty
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10.

11.

- t-T'CC- removable Total Contact Cast- snimatelna kontaktni fixace
- SDN- syndrom diabetické nohy
- Zn- zinek
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