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Anotace

Cilem této bakalarské prace bylo zavést a validovat metodu pro stanoveni
vankomycinu a jeho termodegradac¢nich produktli pomoci vysokouginné kapalinové
chromatografie s detekci pomoci detektoru diodového pole. Tato metoda, na rozdil
od imunochemickych metod, dokéze spolehlivé detekovat a rozlisit termodegradacni
produkty vankomycinu, které postradaji potfebnou léCebnou uCinnost a pfi
dlouhodobém podavani vankomycinu €i pfi renalni insuficienci dochazi k jejich

hromadéni v téle.

DalSim cilem této prace bylo monitorovani koncentracniho profilu uvolfiovani
vankomycinu a jeho termodegradacnich produktll z lokéalnich nosicl antibiotik,
ktera se vyuZivaji pfi sloZitych ortopedickych operacich jako prevence vzniku
zanétlivych infekci vyvolanych Staphylococcus aureus. Bylo porovnano uvoliovani
vankomycinu in vitro ze dvou rliznych kostnich cementl, z kostnich $tépli a ze
syntetického kostniho Stépu. Cilem bylo zjistit, zda se z danych material(i uvolfiuje
takové mnozstvi vankomycinu, které zajisti dlouhodobé vyssi lokalni koncentrace
vankomycinu, nez je MIC vankomycin-rezistentnich kmend Staphylococcus aureus
(VRSA).
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Annotation

The aim of this bachelor thesis was to introduce and validate the method for the
determination of vancomycin and its crystalline degradation products by high
performance liquid chromatography with detection by diode-array detector. This
method is able to reliably detect and distinguish the crystalline degradation products
of vancomycin, which lack the necessary therapeutic effect. The long-term using of
vancomycin or renal insufficiency lead to their accumulation in the patient’s body.

Another target of this bachelor thesis was to monitor the release profile of
vancomycin concentration and its crystalline degradation products from local carrier
of antibiotics that are used in some complicated orthopedic surgeries such as
prevention of inflammatory infections caused by Staphylococcus aureus. We
compared in vitro release of vancomycin from two bone grafts, two different bone
cements and from one synthetic bone graft. The aim was to determine if the examine
material releases the quantity of vancomycin, which ensure the long-term local
concentrations of vancomycin higher than is the MIC of vancomycin-resistant
Staphylococcus aureus (VRSA).

Keywords

vancomycin, methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA), HPLC, local

carriers of antibiotics, bone cement, bone grafts
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Uvod

Vankomycin je glykoproteinové antibiotikum urené Kk IéCbé tézkych
bakterialnich infekci zplisobenych gram-pozitivnimi koky, predevsim patogennimi
kmeny Staphylococcus aureus. Do popredi uZivani se vankomycin dostal koncem
20. stoleti, kdy byl ve svété zaznamenan markantni nardst vyskytu MRSA, ktery
vykazoval vic¢i vankomycinu vysokou senzitivitu. Po dlouho dobu si na néj
bakteridlni stafylokokové kmeny nedokazaly vytvorit rezistenci, ale béhem
poslednich let se zacaly objevovat i pFipady nalezd MRSA rezistentnich i na nizké
hladiny koncentraci vankomycinu. Dnes se vankomycin bézné pouZiva k léné
stafylokokovych infekci — endokarditid, infekci kosti a klze ¢i jako prevence
infekénich komplikaci pfi rozsahlych ortopedickych operacich, jako je napfiklad
vyména kycelni nebo kolenni endoprotézy.

PFi vyskytu ciziho télesa v téle roste riziko vzniku infekce, protoze Stafylokoky
velice snadno osidluji tyto umeélé povrchy a utvéreji biofilm. Pokud je kloubni
endoprotéza osidlena Stafylokoky, znamenad to vazné komplikace, které jsou
indikaci k dalsi vyméné endoprotézy, coZ je sém o sobé velice invazivni a tézky
chirurgicky vykon, ktery znamena velkou zatéZ pro lidsky organismus. Je proto
nutné zajistit spolehlivou prevenci vzniku takové komplikace, coZ umoZriuje pouZiti
tzv. lokalnich nosicd antibiotik (vankomycinu), které zajisti kontinualni uvoliiovani
vankomycinu v misté umélé kloubni nahrady a okolni tkani tak, aby byla lokalni
koncentrace vankomycinu dostateCné vysoka a presahovala MIC i vankomycin-
rezistentnich kment MRSA.

Staphylococcus aureus je velmi odolny vG¢i vnéjSimu prostiedi, preziva
v pritomnosti vysokych teplot, desinfekénich prostiedkl a je odolny k vyschnuti.
PFirozené osidluje sliznice a kizi lidi a zvifat. MRSA, jako plvodce nozokomialnich
infekci, predstavuje velky problém dneSniho zdravotnictvi. MnoZi se v nemocni¢nim
prostiedi, predevSim na méné pfistupnych mistech, kde se neprovadi pravidelné
desinfekce a sterilizace - ve vétracich Sachtach a klimatizacich. VVétSinou je prendsen
prostfednictvim nemocni¢niho persondlu. Nozokomialni ndkazy kmeny MRSA
zhorsuji klinicky stav pacienta, prodluzuji dobu hospitalizace a zvy3Suji morbiditu a
mortalitu. Cetnost jejich vyskytu nozokomiélnich nékaz je proto hlavnim kritériem

posuzovani kvality nemocnic¢ni péce.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 VANKOMYCIN

1.1.1 Historie

Vankomycin byl poprvé izolovan vroce 1953, kdy Edmund Carl Kornfeld,
organicky chemik farmaceutické spolecnosti Eli Lilly, zkoumal vzorek pldy z
bornejské dzungle. V plidé objevil dosud neznamy bakterialni kmen Aktinobakterif,
konkrétné druh Streptomyces orientalis, ktery produkoval substanci jevici
antibiotické vlastnosti, pojmenoval ji ,,sloucenina 05865 [22, 24, 25, 30, 39].

Nasledovala série testd, kdy bylo pomoci pasadzovani rliznych bakterii na plidach
s obsahem této slouceniny zjisténo, Ze slou€enina ma baktericidni ucinky na gram-
pozitivni bakterie véetné penicilin-rezistentnich Stafylokok( a na nékteré anaerobni
bakterie vCetné Clostridium difficile. Testy také ukazaly, Ze si Stafylokoky b&hem

pasazovani nedovedly vytvofit rezistenci vii¢i této sloucening.

Prvni izolované formy mély Cistotu pouze 82 %, byla u nich potvrzena
ototoxicita a nefrotoxicita a byly nazvany ,,Mississippské bahno* kvili jejich hnédé
barvé [24,25,30, 39]. Bylo tfeba ziskat preparat s vétsi Cistotu, proto se z precipitace
s kyselinou pikrovou preslo na ¢isténi prichodem pres ionexovou pryskyfici. Touto
Upravou vznikla Cistsi slou€enina urena pro dalsi klinicke studie. Ziskala také novy
nazev ,,Vankomycin“ odvozeny od slova ,,Vanquish“ ve vyznamu ,,pfemoci“ [25,

30].

Byly provedeny série pokusli na zvitatech, které nenaznacovaly tomu, Ze by
podavani vankomycinu mohlo byt nebezpecné u lidi. Vankomycin byl
experimentalné podan nékolika pacientlm s tézkymi bakterialnimi infekcemi, u
nichz selhala veSkera predchozi lécba, pacientlim s endokarditidou a pacientdim
s rozvinutou rezistenci k penicilinlm. Zaznamy o Uspésné Ié¢bé byly v roce 1958
pfedloZeny spole¢nosti US Food and Drug Administration, kterd podavani
vankomycinu bezprostfedné schvalila kvili néarlstu  penicilin-rezistentnich
Stafylokok(l. Vankomycin byl tak poprvé uveden na trh spole¢nosti Eli Lilly pod

ndzvem ,.Vancocin“ [24, 39].
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Od 50. do 70. let 20. stoleti byl vankomycin lékem posledni volby. Byl
vyhrazeny pouze pro pacienty s alergii na B-laktamova antibiotika, pro pacienty
srozvinutou rezistenci v0¢i penicilindm a pacienty stézkymi bakterialnimi
infekcemi, u nichz veSkera pfedchozi l1é€ba selhala [25,30, 34].

Koncem 20. stoleti se ale vankomycin diky rapidnimu naristu methicilin-

rezistentnich kmend Staphylococcus aureus (MRSA) dostal do popredi a pouzival se
stéle Castéji [27, 28].

Mnozstvi vankomycinu v
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Obrézek €. 1: PouZziti vankomycinu souhrnné v USA, Francii, Italii, Némecku,
Velké Britanii a Nizozemi [25].

V roce 1989 spole¢nost US Food and Drug Administration schvélila orélni
podavani vankomycinu k léché pseudomembrandznich kolitid zplsobenych
Clostridium difficile. V roce 2004 pak spolecnost Eli Lilly poskytla licenci na
vankomycin nékolika farmaceutickym firmadm v USA, Velké Britanii a Australii
[32].

1.1.2 Obecna charakteristika

Vankomycin je tricyklické glykoproteinové antibiotikum urcené k Ié¢bé téZkych
bakterialnich infekci. Je pomérné stabilni a dobfe rozpustny ve vodé. Jeho
molekularni hmotnost je 1450 Da, jeho sumarnim vzorec je: Cgs Hzs Cl, Ng Og4 [3,
6, 8, 9, 11].
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Obrézek €. 2: Struktura vankomycinu [13].

1.1.2.1 Klinické vyuziti

Vankomycin se vyuziva k lécbé tézkych bakteridlnich infekci zplsobenych
MRSA a ostatnimi gram-pozitivnimi bakteriemi. Pouziva se u pacientll s alergif
nebo rozvinutou rezistenci k ostatnim antibiotikim a v pFipadech, kdy veskera
pfedchozi IéCba selhala. NejCastéji k 16€bé endokarditid, infekci kosti, dolnich cest
dychacich a hnisavych koZnich infekci. Podava se také jako prevence pfi velkych
chirurgickych operacich, napfiklad v ortopedii pfi vyméné kostnich implantatd.
Perordlni cestou se milze podavat kléché pseudomembrandznich kolitid
zplisobenych Clostridium difficile. Lze ho pouzit i v kombinaci s ostatnimi IéCivy,
v kombinaci s cefalosporiny 3. generace se vankomycin pouziva pfi 1é€bé hnisavych
meningitid a v kombinaci s aminoglykosidy pfi lé¢bé endokarditid zplsobenych
Enterococcus faecalis, Streptococcus viridans a Streptococcus bovis [3, 6, 7, 8, 9,
11, 14,17, 22, 23, 25].

1.1.2.2 Mechanismus Uc¢inku

Mechanismem u€inku vankomycinu je inhibice syntézy bunécné stény gram-
pozitivnich bakterii, které maji bunéfnou sténu tvofenou silnou vrstvou
zesitovaného peptidoglykanu (mureinu). Neni G¢inny na gram-negativni bakterie,
mykobakterie ani houby [3, 9, 22, 26, 33, 39].

10
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Vankomycin plsobi na bunécnou sténu ve fazi jeji syntézy, kdy jesté jednotlivé
peptidoglykanové vrstvy nevytvofily pevna spojeni pomoci pentaglycinovych
vazeb. Vankomycin rozezna vazbu C-termindlniho D-alanyl-D-alaninu a navazZe se
na néj pevnou nekovalentni vazbou. Zabrani tak tomu, aby se na tuto strukturu
navazal enzym podmifiujici spojeni jednotlivych vrstev. Tim zabrani vytvofeni
pevného spojeni peptidoglykanovych vrstev a bunéné sténa se rozpadne [22, 33,
39], viz obrazek ¢. 6. Vankomycin mimo jiné také méni permeabilitu bunécné stény
a ovliviiuje syntézu RNA [22, 26].

Bunécné sténa bakterii je tvorena silnou vrstvou peptidoglykanu, skladajici se ze
dvou stfidajicich se aminosacharidi - N-acetylglukosaminu (NAG) a N-
acetylmuramové kyseliny (NAM), ze které vybiha fetézec peptidd [39].

R . N-acetyl muramovi kyselina idové Fets
N-acetylglukosamin peptidove retezce

Obrézek €. 3: Struktura peptidoglykanu Staphylococcus aureus [12].

1.1.2.3 Termodegradacni produkty

Jiz pri teploté lidského téla dochéazi k tepelné degradaci vankomycinu na
krystalizacni produkt CDP-1 (crystalline degradation product), ktery se sklada ze
dvou konformacnich izomerl - majoritniho CDP-M a minoritniho CDP-m. Tyto
produkty vznikaji hydrolytickym odStépenim amoniaku, jsou sice strukturné
podobné vankomycinu, jenze postradaji antibiotickou ucinnost. Déje se tomu tak
hlavné pfi kumulaci vankomycinu vtéle, k ¢emuz dochazi hlavné u pacientd

s renalni insuficienci. Tyto degradacni produkty se pak mohou v téle hromadit a

11
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prispivat k selh&ni 1éCby a k rozvoji rezistence. U vétSiny imunochemickych
stanoveni navic nejsou tyto produkty odliSitelné od vankomycinu a tudiz méa

stanoveni faleSné zvysené vysledky [11, 27, 29, 35].

CDP-1-M CDP-1-m

Cl
o
o OH
HO H N
NH ]’N NI
0

Obrézek €. 4: Termodegradacni produkty vankomycinu.

1.1.2.4 Davkovani

Vankomycin se podava intravendzné, vyjimec¢né se mlze podavat peroralng k
IéCbé stfevnich infekci vyvolanych Clostridium difficile. Intramuskularni podavani

se nedoporucuje vzhledem k mozné nekroze svalové tkané [8].

Obecné terapeutické rozmezi vankomycinu je 15 - 20 mg/l s dolni hranici 5 - 10
mg/l a horni hranici 30 - 40 mg/I [8, 11, 42]. Jinak se d&vka vypocitava z télesné
hmotnosti a upravuje se dle naslednych sérovych koncentraci [41]. Doporucené
davkovani u dospélych pacientll je podavani 1 g kazdych 12 hodin nebo 500 mg
kaZzdych 6 hodin. Podéni 1 g vankomycinu vyZaduje minimalné 1 hodinu dlouhou
infuzi, s podavanim vyssich koncentraci nez 1 g je nutné prodluzovat €as infuze [4,
8, 25, 40, 41, 42]. Déavkovani by nikdy nemélo byt rychlejsi neZ 10 mg za minutu
[11]. Sérové koncentrace by se dlouhodobé nemély pohybovat pod 10 mg/l nebo
kolem hodnot blizkym minimalni inhibi¢ni koncentraci (MIC), to by mélo za

nasledek rozvoj rezistence [8, 41].

Pro léCbu hnisavé meningitidy se doporucuje davkovani 0,1 - 8,5 mg/kg/den a
pro lécbu enterokolitid se doporucuje davka 125 - 500 mg kazdych 6 hodin [3]. U
dialyzovanych pacientl stai podavat 1 g/tyden, protoZe schopnost eliminace je

zna¢né omezena a vankomycin v téle z(istavd mnohem delsi dobu [4].

12
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Davkovani u déti a novorozencl je problematické. Jesté nebyly stanoveny
optimalni hodnoty ani zplsob davkovani. Bylo zjisténo, Ze u déti mladsich 12 let se
nedosahne takovych terapeutickych hladin, jako pfi podani stejného mnoZzstvi détem
starSich 12 let, proto je nutné témto mladSim détem podavat o néco vyssi davky k
dosazeni optimélnich terapeutickych hladin [42]. Na druhou stranu ledviny
novorozencl nejsou jesté zcela zralé, proto musi byt davkovani Setrné [11]. Jedna
studie zabyvajici se optimalnim davkovanim doporucuje podévat takoveé mnozstvi,
aby se docililo spodni terapeutické hladiny 15 mg/l, tj. podavat 15 mg/kg kazdych 6
nebo 8 hodin. Druhé doporuceni uvadi davkovani 70 mg/kg/den k dosazeni spodni
terapeutické hladiny 10 mg/l a 85 mg/kg/den k dosazeni spodni terapeutické hladiny
15 mg/l [42].

Velkym problémem je fakt, Ze u novorozencd trpicich téZzkou bakterialni infekci
se vétSinou nezjisti hodnoty MIC bakterii a pro lé¢bu se pfedpoklada MIC o hodnoté
1 mg/l, jenze ve skutecnosti mlize byt novorozenec napaden kmenem s hodnotou
MIC 2 mg/l a vy3si (jak je tomu u VétSiny ostatnich koagulaza-negativnich
Stafylokok(ll a i u mensi ¢asti kmendl MRSA), lécba je pak podhodnocena a tudiz
neucinna [42].

1.1.3 Farmakokinetika

Perorélni cestou se vankomycin z vice nez 90 % vylouCi v nezménéné formé
moci, proto se doporucuje pouze intravendzni podani, po kterém se vankomycin
distribuuje do meékkych tkani celého téla. Jeho distribu¢ni objem je pfiblizné
0,4 - 1l/kg [3, 4, 7, 8]. Délka jeho distribu¢ni faze neboli a-eliminace je 30 — 60
minut. V této dobé dosdhne vankomycin maximalni koncentrace v tkéanich. [-
eliminace (vyluCovani) pak trvd 6 — 12 hodin a je zavisld na renalni funkci, u
pacientll s renalni insuficienci se polocas eliminace z plivodnich 3 — 6 hodin
prodluzuje az na 6 — 10 dni [3, 8, 11].

NejlepSim  farmakodynamickym parametrem hodnoticim Gc¢innost  IéCby
vankomycinem je pomér AUC (plochy pod kFivkou) a MIC, pomoci mnoha in vitro
pokust, pokusl na zvitatech a vysledkl ziskanych z mnoha studii davkovani u lidf,

byla stanovena optimalni hodnota poméru 4% > 400, aby méla 16¢ba dostategnou
MIC
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klinickou G€innost, nizsi hodnoty nez 400 jsou spojovany s malou ucinnosti 1éCby
a vysS8i mortalitou [7, 8, 40, 41, 42].

- MIC

koncentrace antibiotika

Obrézek €. 5: Graf vzestupu sérové koncentrace vankomycinu za €as a zastoupeni
ploch AUC a MIC [42].

Ucginek vankomycinu neni zavisly na koncentraci, jakmile je sérova koncentrace
v terapeutickém rozmezi, tak uZ zvySeni davky nezplsobi wvzrlst Gcinnosti.
ProdlouZi se pouze doba ucinku [8, 40, 42]. Ustaleni stavu nastane zpravidla pred 4.

davkou, v této dobé je vhodné zacit terapeutické monitorovani [7, 40, 41].

Celkova aktivita vankomycinu v tk&nich zavisi na tkanové distribuci, vazbé na
proteiny, stupni zanétu a na mnozstvi cilovych patogent [8]. Vazba vankomycinu na
proteiny je rlizna, obvykle 30 — 55 % a zavisi na koncentraci albuminu v krvi [7, 8,
40]. Byla provedena studie penetrace vankomycinu do cerebrospinalni tekutiny,
porovnavaly se dvé skupiny pacientd. Jedna skupina byla tvofena zdravymi pacienty
a ta druhd pacienty shnisavou meningitidou. U pacientll s meningitidou byly
naméfeny mnohem vys$i koncentrace neZz u zdravych pacientd. Tento vysledek
ukézal, Ze vankomycin lépe pronika tkanémi postizenymi zanétem [8, 40]. Testovala
se také distribuce vankomycinu u pacientl s diabetem. Porovnavala se skupina Sesti
diabetik(l a Sesti pacientll bez diabetu po operaci srdce. Byl jim intravendzné
podavan vankomycin v davce 80 — 120 mg/den, po osmi dnech byla u obou skupin
meéfena koncentrace vankomycinu v mékkych tkanich. Pacienti s diabetem doséhli

v v s

mnohem niZSich koncentraci, nez pacienti bez diabetu. Zavérem tedy bylo, Ze
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pacienti s diabetem maji vyrazné poruSenou penetraci vankomycinu do mékkych
tkani, coz by mohlo mit negativni dopad na léCbu a soucasné podmifovat vznik
rezistence [7]. Penetrace vankomycinu do plic je zna¢né variabilni, sniZuje ji vazba
vankomycinu na proteiny a samotny fakt, Ze vankomycin je pomérné velka
molekula a prostup do plicni tkéané je pro ni tudiz obtiznéjsi [8].

PFi studiich distribuce vankomycinu v téle se provadi biopsie mékkych tkani a
nasledné se v nich méfi hodnoty koncentrace vankomycinu. Problémem je ale
skutecnost, Ze se Casto nerozliSuje koncentrace vankomycinu od jeho neaktivnich

termodegradacnich produktl [7].

Vankomyecin je eliminovan glomerularni filtraci a nasledné vylu¢ovan do moci.
Hodnota jeho clearance je 60 ml/hod/kg a je zavislad na rendlni funkci [3, 4, 7].
Eliminaci vankomycinu u hemodialyzovanych pacientli Ize hrubé predpokladat
pouze z typu dialyzaéni membréany. Nizkopritokovou hemodialyza¢ni membranou
je vankomycin odstrafiovan slabé, kdezto vysokopritokovou membranou je
vankomycin odstrafovan vyrazné. Proto by se mélo zvolit adekvatni davkovani

vankomycinu, zpravidla po probéhnuti hemodialyzy.

Vankomycin  léCebné interferuje s gentamicinem, amfotericinem B,
streptomycinem, neomycinem, tobramycinem, polymyxinem B, kanamycinem,
amikacinem, bacitracinem, kolistinem, viomycinem a cisplatinou. S vétSinou
aminoglykosidl plsobi synergicky a to i ve smyslu zvySené ototoxicity a
nefrotoxicity. Dale mliZe v téle reagovat s anestetiky a svalovymi relaxancii [3, 23,
26].

Pokud pacient sou€asné uziva pryskyfice vazajici ZluCové kyseliny ke snizeni
VLD cholesterolu, je nutné vankomycin podavat alespon hodinu pfed podanim
pryskyfic, jinak by mohlo dojit k poruSe vstfebdvani vankomycinu [3].
Kontraindikaci k podani vankomycinu je alergie, nedoslychavost, akutni renalni
selhani a téhotenstvi a kojeni, protoze vankomycin se vyluCuje i do materského
mléka [9, 11].
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1.1.4 Nezadouci Ucinky

Vankomycin je ve vét$iné pfipadd dobfe snasen. Nejvice nezadoucich Gginkd
bylo spojeno suZivanim prvnich forem vankomycinu tzv. ,Mississippskym

bahnem*, po jeho nasledné purifikaci ale vétsina nezadoucich G¢inkd ustoupila.

v v s

NejcastéjSimi komplikacemi jsou alergické reakce, horecka, zimnice, flebitida
povrchové Zily, do které je zavedena infuze, doCasnd neutropenie a
trombocytopenie. PFi intramuskularnim podani hrozi nekréza svalové tkané
v dlsledku zanétu. PFi peroralnim podavani vankomycinu k l1é¢bé stfevnich infekci
se mohou objevit prijmy. Objevuje se komplikace spojena s rychlou infuzi tvz.
L.Syndrom rudého muze“, ktery je charakteristicky svédénim, zrudnutim kdZze,
vazodilataci a naslednym poklesem krevniho tlaku s mozZnosti vyvinuti Soku az
srdeCni z&stavy, proto je nutné podavat infuzi minimalné po dobu jedné hodiny [3,
4,9, 23, 25, 26].

Vankomycin byvé také spojovan s ototoxicitou a nefrotoxicitou.

Ototoxicita a nefrotoxicita vznikaji pfi monoterapii vankomycinem velmi
vzacng, prevalence je mensi nez 5 %, ale riziko vzniku ototoxicity a nefrotoxicity
roste v pripadé kombinace s dalSimi potencialné nefrotoxickymi a ototoxickymi

Iéky.

Riziko  ototoxicity stoupa v kombinaci s aminoglykosidy, diuretiky,
cyklosporinem, cisplatinou, aspirinem, polymyxinem B, erytromycinem a u pacient(
s drivéjSimi poruchami sluchu. Riziko miiZe také stoupat spodavanim vysokych
davek a u pacientd srendlni insuficienci, protoze vlivem snizené glomerularni
filtrace dochazi k hromadéni vankomycinu v organismu. Riziko bohuZel vétSinou
nekoreluje se sérovymi hladinami vankomycinu. Prvnimi pfiznaky ototoxicity je
tinitus a zavrat, dale hrozi postupna ztrata schopnosti sly3et vysokofrekvencni tony
aZ hluchota. Proto se okamZité pfi téchto pfiznacich musi l1éCba pFerusit. Preventivné
se proto provadi audiometrické testy sluchu pred, v priibéhu a po terapii potencialné
ototoxickymi léky [3, 4, 7, 9, 11, 23, 25, 26, 27, 31, 40, 41].

Nefrotoxicita zplsobena vankomycinem je vzacna, pripadné velmi mirna a
reverzibilni. Jeji zavaZnost stoupa s uzivanim aminoglykosidl, amfotericinu B a

diuretik, s podavanim vysokych davek, pfi kratkodobé 1é¢bé, u pacientl vyssiho
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véku a u pacientl s renalni insuficienci. Pfesna korelace nefrotoxicity s vysokymi
koncentracemi vankomycinu nebo s délkou terapie vSak neni zcela prozkoumana.
Vankomyecin plsobi na epitel renalniho proximalniho tubulu, kde aktivuje oxidativni
fosforylaci, pfi které se rozvine oxidativni stress, coZz mize vést k nekréze a
nasledné destrukci glomerulu. Doposud vSak nebyla Zadnému pacientovi
s monoterapii vankomycinem indikovana dialyza a vét$ing pacientl se velmi brzy
po skonceni IéCby vratila hodnota glomerularni filtrace a clearance kreatininu do
normélnich hodnot. Pfesto je pfed kazdou indikaci IéCby nefrotoxickymi [éCivy
nutné znat kazdy stupen renalni insuficience pacienta [3, 7, 8, 9, 11, 23, 25, 40, 42].

1.1.5 Vznik rezistence

Od 40. let 20. stoleti se pro IéCbu bakteridlnich infekci hojné pouZival penicilin.
Zacala se vSak rychle vytvaret i rezistence vici penicilinu, kterou dnes nalézame u
70 - 80 % izolovanych kmen( Staphylococcus aureus. [34, 39]. Na methicilin a
ostatni semisyntetické peniciliny se rozvinula rezistence jiz v 60. letech a kmen(
MRSA stale pfibyvalo. TudiZ se do popredi dostalo pouzivani vankomycinu. Z toho
ddvodu netrval dlouho ani vznik rezistence k vankomycinu. Uprostfed 80. let se
rezistence objevila u rodu Enterococcus. Prvni kmeny s rezistenci byly izolovany
v letech 1987 v USA a 1986 v Evropé [24, 25, 27, 28, 34, 39].

U bakterii bylo objeveno Sest gendl podmifujicich vznik rezistence
k vankomycinu, byly oznaCeny: VanA, VanB, VanC, VanD, VanE a VanG. Tyto
geny zplsobuji prfeménu aminokyselinového zbytku D-alanyl-D-alanin na
termindlnim konci peptidoglykanoveho fetézce bakterialni bunécné stény. Geny
VanA, VanB a VanD podmiiuji pfeménu plivodniho D-alanyl-D-alaninu za D-
alanyl-D-laktat, ktery po vazbé s vankomycinem postrada jednu z péti plvodnich
vodikovych vazeb, coZz ma za nésledek az tisicindsobny pokles afinity k
vankomycinu. Bakterie stémito geny jsou vysoce rezistentni k vankomycinu
s hodnotami MIC nad 32 mg/l. Pfitomnost gendi VanC, VanE a VanG zpUsobi
pfeménu D-alanyl-D-alaninu za D-alanyl-D-serin, ktery ma jinou konformacni
strukturu, coz zplsobi Sestindsobny pokles afinity k vankomycinu. Bakterie nesouci
tyto geny maji obvykle nizkou rezistenci k vankomycinu s hodnotami MIC okolo 16
mg/l [24, 25,33, 37].
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Obréazek €. 6: Mechanismus plsobeni vankomycinu na vankomycin-senzitivni a
vankomycin-rezistentni bakterie na Urovni peptidoglykanové vrstvy bunécné stény
[13].

Objev téchto gend vzbudil obavy z toho, Ze by se rezistence mohla prenést na
ostatni patogenni organismy, zejména na bakterialni kmeny MRSA [24, 25, 27, 36,
39].

Provedly se dva in vitro pokusy prenosu gend. Prvnim byla demonstrace pfenosu
genu VanB mezi dvéma Enterokoky. Donorem genu VanB byl Enterococcus
faecium s prokazanou rezistenci k vankomycinu a pfijemcem se stal druhy,
fluorescencné znaCeny, Enretococcus faecium citlivy na vankomycin. Tyto dva
kmeny se spole¢né kultivovaly v poméru 1:1 na Petriho miskach. Pfenos genu VVanB
byl prokazan metodou PCR s naslednou elektroforézou znacenych fragmentli DNA
a vznikla rezistence se potvrdila diskové-diluéni metodou na Zivném médiu
s pfidanym vankomycinem [38].

Druhym pokusem se v roce 1992 potvrdila moznost in vitro pfenosu genu VanA
z rodu Eterococcus na bakterie Staphylococcus aureus. Zdstavalo otazkou, zda se
tento transfer uskutec¢ni i v pfirozeném prostiedi bakterii.

To potvrdily nasledné zpravy v roce 1997 z Japonska a USA, kde byl objeven
Staphylococcus aureus rezistentni k nizkym hodnotadm vankomycinu [25,39]. Prvni
zcela rezistentni kmen Staphylococcus aureus s hodnotami MIC nad 32 mg/l byl
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objeven v roce 2002 v Michiganu u pacienta, u kterého byl soucasné prokazan i
vankomycin-rezistentni Enterococcus (VRE), ktery byl pravdépodobné donorem
genu Van A [24, 25, 36, 39]. Druhy izolat VRSA byl vzapéti objeven v Pensylvanii
a treti VRSA s hodnotami MIC nad 64 mg/l byl izolovan v roce 2004 v New Yorku
[25].

Pozdéji bylo vytvoreno rozdéleni vankomycin-rezistentnich  kment
Staphylococcus aureus dle hodnot MIC: VISA (vancomycin-intermediate
Staphylococcus aureus) s hodnotami MIC od 4 do 8 mg/l, hVISA (heterogeneous
vancomycin-intermediate Staphylococcus aureus) s hodnotami MIC nad 4 mg/l a
VRSA (vancomycin-rezistance Staphylococcus aureus) s hodnotami MIC nad
16 mg/l [7, 27, 28, 39].

Dnes se uvaZzuje o rliznych variantach toho, jak by se rezistence k vankomycinu
dala zvrétit. Jednou moznosti by bylo vyvinout modifikaci plivodniho vankomycinu,
ktery by si nejen zachoval afinitu k D-alanyl-D-alaninu, ale ktery by se doké&zal
pevné navazat na strukturu D-alanyl-D-laktatu nebo D-alanyl-D-serinu [33]. Druhou
moznosti, jak potlacit rezistenci u bakterii, by mohlo byt potlaceni gend vyvolavajici
rezistenci. Do bakterialni buriky by se vpravil komplementérni antisens gen, ktery
by produkoval RNA, kterd by se navazala na matrici, podle niz bakterie syntetizuje
proteiny zplsobujici rezistenci. Zatim neni vyresené, jak by se tento gen dostal do
vSech bakterialnich bunék v téle. Mohlo by se vyuzit bakteriofagd, avsak to by
mohlo u pacienta vyvolat neZadouci imunologickou reakci [36].

1.1.6 Stanoveni

Koncentraci vankomycinu v krvi je nutné monitorovat kvili jeho Gzkému
terapeutickému rozmezi. Je nezbytné védét, jestli pacient eliminuje vankomycin
rychleji nebo pomaleji nez je obvyklé a popfipadé mu adekvatné upravit davkovani.
Stanoveni také slouZzi k odhadnuti potencidlniho rizika toxicity a to hlavné u
pacientll s indikovanou agresivni lécbou, srenalni insuficienci, s dlouhodobou
IéCbou a soucCasné uzivajicich dalSi potencialné nefrotoxicka nebo ototoxicka léCiva
[25, 40, 41]. Odbér se provadi dvé hodiny po davce, kdy by koncentrace
vankomycinu meéla dosdhnout maxima, avSak vyrazné nepfesahovat horni mez
terapeutického rozmezi, a pak pred dalsi aplikaci 1éku, kdy by koncentrace neméla

klesnout pod dolni terapeutickou mez. Stanoveni se mlize byt provadéno v séru a v
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plazmé odebrané do zkumavek s ethylendiamintetraoctovou kyselinou (EDTA),
heparinem nebo citratem. Stabilita vzorku je pak dana polo¢asem rozpadu, takze by
se vzorek mél zpracovat maximalné do 4 hodin od odbéru. Je mozné také vzorek
zamrazit, pfi méng nez - 20 °C zlstane stabilni az 10 tydnd. Je ddleZité znat i
vyznamné interference pfi stanoveni. Pokud je ve vzorku vysok& koncentrace
bilirubinu nebo hemolyza, mlZe dojit prfi imunochemickém stanoveni
k analytickému faleSnému sniZzeni hodnot vankomycinu. Naopak pokud je vzorek
lipemicky, mdze dojit k jeho analytickému faleSnému zvyseni [16].

1.1.6.1 Imunochemické metody
= Fluorescencni polarizacni imunoanalyza (FP1A)

Jednd se o homogenni kompetitivni metodu, kterd vyuZzivd ke znaceni
fluorescein. Principem metody je méfeni emitované fluorescence v roviné
polarizovaného svétla pomoci fluorimetru. Vankomycin ze vzorku soutéZi se
znaCenym vankomycinem o omezeny pocet vazebnych mist 1gG zvifeci protilatky
proti vankomycinu. Pokud se znaCeny vankomycin navadZe na protilatku a vytvori
imunokomplex, zplsobi to narlist polarizacni fluorescence. Toto zvyseni je pak
nepfimo Umérné koncentraci vankomycinu ve vzorku. VyuZiva se toho, Ze volna
molekula vankomycinu znacenad fluoresceinem rotuje velmi rychle a emitované
svétlo je depolarizované. AvSak po navazani na vétS§i molekulu protilatky a
vytvoreni imunokomplexu se jeji rotace zpomali a detektor tak zaznamenava nardst
fluorescence v roviné polarizovaného svétla [10, 14, 15, 16, 17, 22]. FPIA je
nejcastéji pouzivand metoda v rutinni praxi — je rychla, levna, pfesna, nenaroc¢na na
mnoZstvi materialu, ma dobrou linearitu a pfi stanoveni nevadi bilirubin, hemolyza,
lipémie ani rdzné koncentrace sérovych proteind. Je plné automatizovana a je
k dispozici Siroké spektrum kitd od rliznych vyrobcl. Avsak na rozdil od HPLC
nedokaze rozeznat termodegradacni produkty vankomycinu, které nachazime hlavné
u pacientl s renalni insuficienci a u pacientl podstupujicich peritoneélni dialyzu. U
téchto pacientli se vankomycin nedoporucuje stanovovat metodou FPIA, protoze by
se stanovila hodnota, kterd by zahrnovala i koncentraci neaktivnich degradacnich
produktl a skutecna koncentrace aktivniho vankomycinu by byla ve skute¢nosti
nizsi [18, 22].
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Firma Roche Diagnostic vyvinula FPIA metodu stanoveni vankomycinu na
analyzatoru Cobas INTEGRA. BohuZel ani tato metoda neumi rozpoznat
termodegradacni produkty od aktivniho vankomycinu [15].

» Radioimunoanalyza (RIA)

Je jednou z nejstarSich imunochemickych metod, kterymi se vankomycin
stanovoval. Jednd se o heterogenni kompetitivni imunoanalyzu vyuZivajici znaCeni
radioaktivnim jodem ?°I s pologasem rozpadu 60 dni, ktery vyzafuje y-zéreni.
Princip RIA spoCiva v kompetici radioaktivné znaCeného vankomycinu
s vankomycinem ze vzorku o omezeny pocet vazebnych mist protilatky, ktera je

zakotvena na pevné fazi, vétSinou na sténé zkumavky.

Do zkumavky s 1gG protilatkou proti vankomycinu se pfida vzorek séra nebo
plazmy a stejné mnoZstvi roztoku se znafenym vankomycinem. Smés se necha
nékolik minut inkubovat, poté se provede separace vzniklych imunokomplext a
zméfi se radioaktivita jako pocet impulz(l za minutu. Koncentrace vankomycinu ve

vzorku je pak nepfimo umérnd namérené hodnoté radioaktivity [10, 16].

Napfiklad Pfaller a Krogstad (1984) stanovovali vankomycin RIA metodou
takto: K 100 ul IgG kralici protilatky proti vankomycinu pfidali 100 pl séra nebo
kontroly a 100 pl roztoku znaCeného vankomycinu a nechali smés inkubovat 10
minut. K separaci imunokomplex(i pouzili ov¢i 1gG protilatku proti kralici
protilatce, ktera zbylé kralici protilatky vyvazala. Nésledovala inkubace 20 minut,
poté se smés 10 minut centrifugovala a odsal se horni supernatant, kde zlstaly pouze
imunokomplexy krali¢ich protilatek s vankomycinem (znafenym i neznaCenym).
Pomoci detektoru y-zé&feni se pak stanovila radioaktivita a vypocCetla koncentrace

stanovovaného vankomycinu [17].

Ackerman, Berg, et al. (1983) porovnavali stanoveni vankomycinu metodami
FPIA a RIA. Porovnali vysledky obou analyz, korelace byla vysoka, avSak RIA
metoda méla v 63 % analyz tendenci nadhodnocovat vysledek, a to nejen u
stanoveni vankomycinu, ale u vSech antibiotik. DoSli k z&véru, Ze vhodnéjSi
metodou pro stanoveni vankomycinu je FPIA, protoze je rychlejsi, levngjsi a méné

naroc¢na na bezpecnost nez RIA [20].
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Chemiluminiscen¢ni imunoanalyza (CLIA)

Spole€nost SIEMENS vyvinula v roce 2006 metodu pro stanoveni vankomycinu
na analyzatoru IMMULITE 2500. Jde o kompetitivni chemiluminiscen¢ni
imunoanalyzu na pevné fazi zesilenou enzymem. Pevna faze (kulicka) je potaZena
znaCenym vankomycinem, ktery soupefi s vankomycinem ze vzorku o omezeny
pocCet vazebnych mist mysi monoklonalni protilatky proti vankomycinu, ktera je
konjugovana s alkalickou fosfatdzou (ALP). Smés se inkubuje 30 minut. Poté se
provede centrifugace, odebere se horni supernatant a pfida se k nému substrat, ktery
se navaze na pevnou fazi. Naméfeny signdl chemiluminiscence je pak nepfimo

umérny koncentraci vankomycinu ve vzorku [11].
Luminiscencni imunoanalyza (L1A)

Vankomycin lze stanovit luminiscenéni imunoanalyzou s esterem akridinu. Jde o
kompetitivni  heterogenni analyzu, kdy vankomycin ze vzorku soupefi
s vankomycinem oznaCenym esterem akridinu o omezeny pocet vazebnych mist
mySi monoklonalni protilatky proti vankomycinu. Mysi monoklonalni protilatka je
navazana na kozi protilatku, ktera je ukotvena na paramagnetickych Casticich. Tyto
Castice jsou pak po inkubaci oddéleny pomoci magnetického pole. Naslednym
promytim je oddélena suspenze imunokomplexu mysi protilatky a vankomycinu.
V této suspenzi se po nastfiku hydroxidu sodného spusti oxidace akridinu a dojde
k emisi luminiscencniho zéfeni, jehoZ intenzita je nepfimo Umérnd koncentraci

vankomycinu ve vzorku. Variacni koeficient stanoveni je 1,6 — 3,0 % [16].
Fluorescencni imunoanalyza (FIA)

Je metoda vyuZivajici schopnost nékterych latek po ozareni urc€itou vinovou
délkou emitovat fluorescencni svétlo. Takové latky jsou nazyvéany flourochromy
(fluorescein-isothiokyanat (FITC), umbeliferon atd.). Fluorescence je pak
detekovana fluorimetrem pod Ghlem 90° a je nepfimo UGmérna koncentraci
stanovované latky ve vzorku. Je vSak velmi citliva k interferencim, pH a teploté. Ve
vzorku by nemély byt Zddné molekuly pohlcujicich svétlo, napf. zh&3edla, ktera
zpUsobi pokles vysledné fluorescence. Velmi dllezité je i Cistota laboratorniho skia,
protoze zbytky mycich prostfedkd maji silny fluorescenéni potencial. Nejvétsi
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nevyhodou metody je rychla klesajici intenzita fluorescence [17, 19]. Ke stanoveni
vankomycinu se vyuZziva heterogenni kompetitivni FIA, kdy vankomycin ze vzorku
soupefi s fluorochromem znafenym vankomycinem o omezeny pocet vazebnych

mist protilatky. Nebo se misto vankomycinu oznaci fluorochromem dané protilatka.

Pfaller a Krogstad mezi sebou porovndvali metody stanoveni vankomycinu.
Z tohoto pokusu vysla FIA s nejhorSimi vysledky, hodnota variatniho koeficientu
dosahovala 12,2 — 16,2 %. Provedli manualni pfipravu vzorku pro stanoveni
vankomycinu. Do zkumavky s IgG krali¢i protilatkou proti vankomycinu pFidali
100 pl vzorku a 100 pl roztoku vankomycinu znaCeného fluorochromem. Jako
diluéni roztok byl pouZzit fosfatovy pufr o hodnoté pH 7,5. Smés se 30 minut
inkubovala pfi pokojové teploté, b&hem této doby doSlo k wvytvofeni
imunokomplexd. Volné protilatky se vychytaly pridanim IgG ov¢ich anti-kréli¢ich
protilatek. Poté se smés 10 minut centrifugovala pfi 1500 g. Odebral se horni
supernatant s imunokomplexy a vlozil se do fluorimetru Amerifluor od spolecnosti
American Diagnostic. Vzorek byl ozafen svétlem o vinové délce 490 nm a detektor
zaznamenal emitované fluorescencni zareni o vinove délce = 520 nm. Chyby méfeni
byly nejspiSe dudsledkem nepfesného pipetovani nebo Casnym rozpadem

fluorochromu [17].
= Turbidimetrie

Vankomycin je mozné stanovovat také metodou kompetitivni inhibi¢ni
turbidimetrie s vyuzZitim homogennich Céstic. Tato metoda vyuZiva kompetice
vankomycinu ze vzorku skonjugdtem vankomycinu o vazebna mista mysi
monoklondlni protilatky. Touto kompetici se sniZuje rychlost agregace, ktera se meri
turbidimetricky pfi 340 nm. Rychlost agregace je pak nepfimo Umeérna koncentraci
vankomycinu ve vzorku. Tato metoda neni vhodna pro rutinni stanoveni
vankomycinu, neni tak presnd jako ostatni imunochemické metody a ma maly

rozsah, pouze do 34,5 umol/l [16].
»= Enzymové imunoanalyza (EIA)

Jedna se o homogenni kompetitivni enzymovou imunoanalyzu. Ke vzorku

s nezndmou koncentraci vankomycinu je pfidan vankomycin znaCeny enzymem
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glukdza-6-fosfatdehydrogendzou (G6P-DH), mySi monoklonélni protilatka proti
vankomycinu, glukéza-6-fosfat a NAD". Pokud znaceny vankomycin s G6P-DH
utvofi imunokomplex, klesa aktivita enzymu. G6P-DH konvertuje NAD* na NADH,
coz zpUsobi narlst absorbance, tento narlst je pak fotometricky detekovan pfi
340 nm a je nepfimo umeérny koncentraci vankomycinu ve vzorku. DalSi mozZnosti je
meéfit pfimo aktivitu G6P-DH, ktera by byla pfimo 0mérna koncentraci
vankomycinu ve vzorku. PFitomnost endogenni G6P-DH ve vzorku nevadi, do
reakce vstupuje pouze komercné vyrabény bakterialni konjugat G6P-DH. Tato
metoda téZz neni vhodna pro rutinni stanoveni vankomycinu, jeji rozsah je pouze

3,35 — 33,5 uymol/l, vyssi koncentrace by bylo nutné pfed analyzou nafedit. Hodnota
variacniho koeficientu je 2 — 6 % [16].

1.1.6.2 HPLC

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) je jedinou metodou, ktera
dokéze rozlisit vankomycin od jeho neaktivnich termodegradacnich produktd.
Pracuje na principu déleni latek mezi mobilni a stacionarni fazi na zakladé rizné
afinity latek ktémto fazim. Celd separace se odehrava v Uzkych ocelovych
kolonéach, ve kterych jsou malé nosné Castice se stacionarni fazi. Mobilni faze a
vzorek jsou pak do kolon vstfikovany pod vysokym tlakem o hodnoté nékolika
desitek MPa. Na konci kolony je pfipojen detektor s vystupem do pocitaCe, ktery
provede kalkulaci vysledkd.

HPLC je hojné pouZivanou metodou pro stanoveni vankomycinu, existuje
mnoho modifikaci lisicich se postupem pFipravy vzorkd, pouZitymi reagenciemi,

mobilni fazi nebo rliznym pFistrojovym vybavenim.

Pfed analyzou je nutné ze vzorku odstranit veSkeré sérové proteiny, protoze
interferuji pfi stanoveni. NejCastéji se k tomu pouzivd extrakce na pevné fazi,
ionexova chromatografie nebo extrakce kapalina-kapalina. Jako precipitacni Cinidla
se hojné pouzivaji acetonitril, ledova kyselina trichloroctova, EDTA nebo smés
izopropanol-acetonitril. Jako vnitfni standardy se pouZivaji cefazolin, vitamin B12,
trimethoprim nebo 3,4,5-trimethoxy-phenyl-acetonitril. Nej¢astéji pouZivanymi
kolonami na bézné i reverzni fazi jsou: Microbondapak Cis, Aminopropylshimpak
CLC NH,, ODS, Supelco LCyg a Nucleosid C5[22].
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Phaller et al. napfiklad pouZili pro pfipravu vzorku separaci pomoci ionexové
gelové chromatografie seluci pomoci boratu sodného. Smichali 500 ul vzorku s
500 pl vnitfniho standardu, ktery obsahoval 16 pg ristocetinsulfatu, 0,02 M
kyselinu octovou a 0,16 M siran sodny. Pfipravenou smés aplikovali do
polypropylenové kolonky obsahujici 0,8 ml Carboxymethylethyl-Sephadex.
Kolonka se pfed pouZzitim pfipravila tak, Ze byla naplnéna 0,2 M roztokem siranu
sodného a ponechala se pres noc, aby nabobtnala. Poté byla pfed aplikaci vzorku
dvakrat promyta 1 ml 0,2 M roztokem siranu sodného a pak 0,5 ml 0,5 M roztokem
boratu sodného, poté byl do kolonky aplikovan vzorek. Eluce probéhla pfidanim
0,5 ml boratového pufru. Do eluatu pak bylo jeSté pred nastfikem do pfFistroje
pfidano 40 pl 8,5% kyseliny fosforecné. K analyze byl nastaven nastfik 50 pl,
pritok 1,5 ml/min a vinova délka detekce 210 nm. Jako mobilni faze byla pouzita
smés 0,01 M roztoku fosfatoveho pufru o pH 3,8 - 4 a acetonitrilu v poméru 9:1.
Celkova hodnota variacniho koeficientu byla 2,4 — 5,2 % [17].

Podobny postup pouzili Filburn, Shull et al. Smichali stejné mnozstvi vzorku a
vnitfniho standardu, ktery obsahoval 0,075 mg/ml ristocetinu. Vzorek extrahovali
pfes ionexovou kolonku Carboxymethyl-Sephadex a eluce probéhla po pFidani
800 pl boratového pufru. Prvnich 300 pl eludtu se nepouZilo a ze zbytku se provedl
nastrik, detekce probihala pfi 210 nm [14].

Feferbaum et al. pracovali sUV detektorem pfivinové délce 230 nm,
pouzili kolonu CLC-ODS 150 x 6 mm s prdtokem 0,8 ml/min. Mobilni faze
obsahovala 0,05 M fosfatovy pufr o pH 4,6, metanol a acetonitril v poméru 80:15:5
[18].

Jehl, Gallion et al. stanovovali vankomycin nasledujicim zplsobem: 500 pl
vzorku smichali s 500 pl smési izopropanol-acetonitril (1:1), protfepali a nechali 10
minut centrifugovat. Odsali horni supernatant do nové zkumavky a smichali ho s
3,5 ml methyl chloridu. Smés se 20 minut centrifugovala a pak se odebralo 20 pl
horniho supernatantu, ktery se vpravil do pfistroje. Mobilni faze obsahovala smés
acetonitrilu, 0,2 M octanu amoného a destilované vody v poméru 9:10:81. Priitok
byl 1 ml/min a detektor pak méfil signal pfi 214 nm [21].

25



Bakalarska prace Stanoveni vankomycinu a jeho termodegradacénich produktd pomoci HPLC

1.2 Methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus (MSRA)

1.2.1 Staphylococcus aureus

1.2.1.1 Obecné vlastnosti a zarazeni

Staphylococcus aureus je nesporulujici, fakultativni anaerobni, gram-pozitivni,
katalaza-pozitivni a koagulaza-pozitivni nepohyblivy kok rostouci v nepravidelnych
shlucich, tzv. hroznech. Jeho néazev ,,zlaty Stafylokok“ se odviji od zbarveni, které
mZe byt od zlatoZluté, oranzové, hnédé az po bilou, zaleZi na obsahu karotenovych
pigmentd [5, 44].

Obrézek ¢. 7: Staphylococcus aureus [43]

SA patii k velmi odolnym bakteriim v{c¢i vnéjsimu prostredi. Je znatné odolny
k vyschnuti, vysoké teploté i desinfekénim prostfedkiim. Prezivd na pldach
s obsahem az 15 % NaCl. Zahubi ho vystaveni teploté 70 °C po dobu nejméné jedné

hodiny nebo expozice 5% fenolu po dobu 30 minut [44, 45].

Prirozené se vyskytuje na k0Zzi a sliznicich dychacich cest lidi a zvifat. Jeho
nosicstvi je velmi Casté, 10 — 40 % dospélé populace tvofi trvalé nosice a az 50 %
populace jsou nosiCi prechodni. Nosi¢i jsou potencidlnim zdrojem infekce pro
ostatni, ale nosi¢stvi samo o sobé nebezpecné neni, naopak zplsobi imunizaci
organismu a odolnost nositele. Pfipadny vznik infekce u nosie je spojovan se
snizenou obranyschopnosti, velkou davkou virulentniho kmene SA a s porusenou
integritou kdZe nebo sliznic [1, 6, 44].
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1.2.1.2 Onemocnéni vyvolana SA

SA je plivodce pyogennich hnisavych infekci lidi a zvifat. Vznik infekce je Casto
spojeny straumaty, chirurgickymi vykony, popéleninami, imunodeficienci a
s pfitomnosti ciziho télesa v téle, jako jsou katetry, endoprotézy, umelé srdecni
chlopné nebo stehy, k témto povrchiim SA lehce adheruje, vytvari biofilm a rychle
se mnozi [1, 6, 44]. SA prekonad ochranné bariéry a pronikne do téla hostitele.
Pomoci mnoha enzymil a toxin(l se dokéaze dostat hluboko do tkani, kde zplsobi
z&nét. Z téchto zanétlivych 1ézi mize SA proniknout aZz do krve a rozsifit se po
celém organismu, kde néasledné vznikaji metastaticka zanétlivd loZiska. SA
zplisobuje hnisavé kozni infekce, jako je furunkl, pyodermie, impetigo, karbunkl,
paranicius a folikulitidy, infekce otevienych ran, organové infekce - mastitidy,
osteomyelitidy, artritidy, pyelonefritidy, infekce moCovych cest, bronchopneumonie,
enterokolitidy, meningitidy, endokarditidy, organové abscesy a sepse. SA je
plvodcem syndromu toxického Soku (TSS), ktery je spojovan predevsim
s pouzivanim menstruacnich tampond, je charakteristicky horeckou, zrudnutim
kdze, Sokem, nauzeou, zvracenim, trombocytopenii, snizenym tlakem, poruchami
védomi a poruchami funkce ledvin a jater s jejich naslednym selhavanim. Po dvou
tydnech od zacatku TSS se objevuje odlupovani kiize z chodidel a dlani, lamani
nehtll a vypadavani vlastl. Jeho tézky neléceny priibéh mlze konCit az smrti. SA je
také Castym plvodcem alimentarnich infekci, které vznikaji po pozZiti potravin
s bakteriemi produkujicimi enterotoxiny, jsou charakteristické nahlym tézkym
pribéhem, nauzeou, zvracenim, prdjmy, bolestmi hlavy, kieéemi, tachykardii az
kolapsem. | bez léCby pak zpravidla nasleduje rychlé zlepSeni stavu a uzdraveni [1,
5, 6, 44, 45].

1.2.1.3 Faktory patogenity a virulence

Patogenita je soubor faktorl podminujici vznik infekce, tedy schopnost urcitého
mikroorganismu vyvolavat onemocnéni. Virulence je pak infekéni potencial
uréitého bakterialniho kmene, je podminéna produkci toxind a enzym(, schopnosti
rezistence a pfitomnosti specifickych antigennich struktur, které napomahaji vstupu
do organismu hostitele. SA patfi mezi vysoce patogenni a virulentni druh

mikroorganismu, protoze produkuje celou Fadu rlznych enzymd, toxind,
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extracelularnich proteind a antigennich struktur bunééné stény, které jsou vyznamné
pro vznik infekce [1, 5, 44, 45]:

= pouzdro — chréni bakterii pfed fagy, komplementem a protilatkami;

= peptidoglykan — zakladni sloZka buné¢né stény, ma pyogenni charakter, aktivuje
B-buriky, komplement a makrofagy, ¢imz stimuluje produkci cytokinG;

= protein A — specificky povrchovy antigen a soucast peptidoglykanu buné¢né stény,
z Casti je uvoliovan do okoli, kde je schopen vézat Fetézce IgG, ¢imz brzdi jejich
opsonizani schopnost, znemozhuje navazani komplementu a znesnadfuje
fagocytozu;

= Kkyselina teichoova — specificky antigen na bunécné sténé, ktery tvori fagové
receptory a napomaha adhezi;

» adheziny - bilkoviny umoziujici adhezi ke k0zi, hostitelskym burikdm a
bilkovindm mezibunécné hmoty;

= hemolyziny:

= a-lyzin (o-toxin) — hlavni toxin produkovany lidskymi stafylokoky, porusuje
integritu bunécnych membran, lyzuje krali¢i a berani erytrocyty, ale nelyzuje
lidské Pfi kultivaci vznika za vyssi tenze CO, Na krevnim agaru tvofi neostre
ohrani¢enou hemolyzu a je antagonistou B-lyzinu;

= B3-lyzin (sfingomyelinaza C) — je charakteristicky pro zvifeci kmeny SA. Lyzuje
berani a hovézi erytrocyty, ale nelyzuje lidské ani kréli¢i, na krevnim agaru
tvori ostfe ohraniené dvorce hemolyzy. B-lyzin potencuje U€inek d-lyzinu a je
antagonistou a-lyzinu;

= y-lyzin — lyzuje krali¢i erytrocyty a ma imunogenni charakter;

= d-lyzin — m& charakter povrchové aktivni latky, lyzuje kralici, berani i lidské
erytrocyty, na krevnim agaru je hemolyza ostfe ohranicend;

» plazmakoagulaza — protein s enzymatickou aktivitou, ktery konvertuje fibrinogen
na fibrin a vytvari tak kolem stafylokoka ochranny fibrinovy obal, ktery ho chrani
pred fagocyt6zou a antibiotiky, pFispiva k opouzdreni zanétlivych lézi;

= fibrinolyzin (stafylokindza) — enzym rozpoustéjici fibrin, fungujici jako invazivni
faktor umoznujici prdnik infekce do okolnich tkani;

= hyaluroniddza — enzym, ktery rozpousti kyselinu hyaluronovou, ktera je soucasti

mezibunééné hmoty tkani, tim usnadiuje Sifeni stafylokokové infekce;
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TSST - superantigen, ktery se vaze pfimo na makrofagy a lymfocyty a stimuluje

tak produkci cytokinll zpdsobujici TSS, je to pyrogenni toxin, ktery inhibuje

syntézu makromolekul v endotelu a to hlavné v ledvinach a jatrech;

= termostabilni nukledza — protein, ktery odolava teploté az 100 °C po dobu
minimalné 15 minut, plisobi na DNA i RNA jako fosfodiesteraza;

= P-V leukocidin — toxicky enzym, ktery poruSuje integritu bunéénych membran
leukocytd;

= exfoliantiny — proteiny vznikajici béhem aktivniho rlistu bakterii v misté infekce,
které se pak krevni cestou dostavaji do klze, kde vyvolavaji tézké poskozeni
(toxickou epidermalni nekrézu) nasledované olupovanim vnéjsich vrstev kize;

= enterotoxiny — toxiny rezistentni k vysoké teploté a proteolytickym enzymim

traviciho traktu, zplsobujici enterotoxikozy, které vznikaji po poziti infikovanych

potravin, hlavné mlécnych a vajecnych vyrobkl, na kterych se enterotoxiny

zaCnou tvofit jiz béhem nékolika desitek minut a neznici je ani expozice 100 °C po

dobu 30 minut.

1.2.1.4 Laboratorni priikaz

Laboratorni diagnostika se provadi na zakladé specifickych morfologickych a
metabolickych znak(. Priikaz je mozné délat z vytéru, exsudatu, sputa, krve, moci,
likvoru i stolice. Prvni diagnostika se provadi mikroskopicky. SA roste na
kultivanich pldach a vytvari 1 — 3 mm Siroké, hladké, lesklé a ostfe ohranicené
kolonie. Dle Grammova barveni se zbarvi do modra diky silné wvrstvé
peptidoglykanu ve své bunécné sténg. K rlistu potfebuje SA kyselinu nikotinovou,
thiamin a aminokyseliny jako zdroj dusiku. Charakteristickd je pro néj tvorba
plazmakoagulazy, ktera se na krevnim agaru projevi jako viditelny dvorec hemolyzy
[1, 44, 45].

29



Bakalarska prace Stanoveni vankomycinu a jeho termodegradacénich produktd pomoci HPLC

Obrézek €. 8: Staphylococcus aureus na krevnim agaru [43].

Jako dalsi se mlze provést fagotypizace nebo prikaz TSST a enterotoxinl
pomoci metody ELISA. Dale mizeme provadét prikaz hemolyzind, termostabilni
nukledzy a kataldzy, ale tato vySetfeni uz v béZné praxi nejsou tak Casta a vyuzivaji

vy,

se modernéjsi metody diagnostiky, zaloZené na priikazu bakterialni DNA [1].

1.2.2 Vznik MRSA a mechanismus rezistence

Po objeveni a pouzivani penicilinu se brzy zaCaly objevovat bakterialni kmeny
produkujici penicilindzu, coZz zpUsobilo jejich rezistenci, kterd se v soucasnosti
vyskytuje az u 80 % vSech kmenll SA. Zahy byly proto nasazeny nové stabilnéjsi
peniciliny (methicilin a oxacilin), které byly rezistentni k pencilindze. Prvi kmeny
MRSA byly vSak objeveny v roce 1961, postupné se Sifily a na zacatku 80. let 20.
stoleti byl zaznamenan jejich vyskyt v nemocni¢nim prostfedi. Tyto kmeny jsou
rezistentni jak k penicilinim, tak k methicilinu, oxacilinu a B-laktamovym
antibiotikdim vcetné cyklosporind a karbapenem(. Nékdy mohou nést i rezistenci
k dal$im antibiotik(im, jako je tetracyklin nebo erytromycin. Rezistence je uréena
pfitomnosti genu mecA, ktery podmifiuje syntézu aberantniho proteinu vaziciho
penicilin PBP2a, kter& ma oproti normalnimu PBP2 aZz 1000 x nizsi afinitu
k penicilinu. V populaci se vyskytuji dva kmeny MRSA, nemocni¢ni a komunitni.
Komunitni se od nemocnicniho liSi hlavné jinou lokalizaci genu mecA a nizsi
rezistenci k antibiotik(m, zplisobuje hlavné sepse a nekrotizujici fascitidy a Castéji

napadd male déti [1, 5, 6].
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1.2.3 Nozokomialni infekce a jejich prevence

Nozokomialni infekce jsou vzdy spojeny s pobytem v nemocni¢nim prostredi.
Jejich vznik je podminén setkanim rezistentniho kmene bakterie s oslabenym
pacientem. Infekce ma vétSinou delSi inkubacni dobu a onemocnéni se projevi
nejdfive 48 hodin po néakaze, nékdy az 14 dni po odchodu pacienta do domaciho
prostiedi. Zdrojem infekci jsou mikroorganismy s vysokou rezistenci k antibiotik(im
a desinfekénim prostfedkim. Vyskytuji se ¢asto v méné pristupnych mistech, jako
jsou ventilani Sachty a klimatizace, jejich pFenos zprostfedkovava vétSinou
nemocnicni personal. Vyskyt nozokomialnich infekci je hlavnim kritériem
v posuzovani kvality nemocni¢ni péce, napadeni pacienta nozokomialni infekci

prodluzuje dobu hospitalizace a zvySuje morbiditu a mortalitu.

Mezi nejéastéjsi plvodce nozokomialnich infekci patfi MRSA. Vysoké riziko
vzniku nozokomialni infekce vznik& ve spojitosti s dlouhodobou hospitalizaci,
otevienou ranou, koZni ulceraci, popéleninami, chirurgickym vykonem, pfitomnosti
ciziho télesa vtéle — zavedenou kanylou, katetrem Ci cévkou, umélou plicni
ventilaci, nebo pfipojeni na pfistroj na mimotéIni obéh i dialyzu. OhroZeni jsou i
pacienti s imunodeficienci a pacienti, kterym jsou podavany kortikoidy, cytostatika,
imunosupresiva a antibiotika. Velkou rizikovou skupinu tvofi pacienti na JIP, u
kterych nalézame katabolismus, hypoxii, stres, jsou jim podavany kortikosteroidy a

navic maji mnoho otevienych vstupl se zavedenymi kanylami [6, 46].

V prevenci nozokomialnich ndkaz je nutné dodrZovat hygienu, spravné a Casto
myt a desinfikovat ruce, zabranit kontaminaci vnitfniho prostfedi nemocnice,
pristrojd a l0zkovin, je nutné provadét disledné dekontaminaci, stfidat desinfekéni
prostfedky, provadét sterilizaci malo pfistupnych mist a vyuZivat ochranné bariery
mezi pacienty a mezi pacienty a oSetfujicim personalem. DUleZité je predchéazet
ndkaze rizikovych pacientl a to hlavné jejich oxygenaci, zabezpecenim
dostateCného prokrveni i perifernich Casti téla, pfedchazeni tvorbé prolezZenin,
zajisténim spravného metabolismu pacienta, zajisténim spravné funkce ledvin a
stfev, imunomodulaci a monitorovanim hladin antibiotik. Dulezity je téZ vyzivovy
stav pacienta, je prokazano, Ze podvyZiva zvySuje riziko ndkazy nozokomialnimi
infekcemi az 2,5 krét. Pfitom lze stav vyZivy pacienta lehce monitorovat napf.

méfenim hodnot albuminu (popf. prealbuminu), transferinu nebo koZni fasy.
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Preventivné by se mél provadét screening pritomnosti MRSA u pacientd
prijimanych na JIP, pacientd prelozenych z jinych zdravotnickych zafizeni a
oddéleni, u pacientd s predchozi infekci MRSA nebo u pacientdl, u kterych bylo
v minulosti zjisténo nosicstvi. ldedlni by byla moZnost rozlisit trvalé nosiCe a
vyloucit je z prace ve zdravotnickém zafizeni a z procesu vyroby nebo pfipravy
potravin pro hospitalizované [6, 44, 46]. Pacienti pozitivni na pfitomnost MRSA
museji byt izolovani od ostatnich pacientd, jejich transport po nemocni¢nim
prostfedi se omezi na minimum a pokud to jejich zdravotni stav dovoli, jsou co
nejdfive propusténi do domaciho léCeni. V opaCném prFipadé jsou uzavieni na
izolaCni pokoje se samostatnym socialnim zafizenim. Jsou obleCeni tak, aby se
minimalizovala kontaminace okolniho prostiedi, vétSinu kiize maji tedy zakrytou.
Pro navstévy i oSetfujici personal pak plati prisna hygienickd pravidla zahrnujici
pouzivani ochrannych pomlcek a desinfekci rukou po kazdém kontaktu
s pacientem. Po propusténi takového pacienta se provede desinfekce celého pokoje a
jeho prislusenstvi a aZz po negativnich vysledcich kultivace stér(l se do takového
pokoje mlze umistit dal$i pacient. Kazdy zaznam o pozitivité pacienta na

pFitomnost MRSA se musi zaznamenat do jeho zdravotni karty [6].
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1.3 APLIKACE VANKOMYCINU V LOKALNICH NOSICICH
UZIVANYCH V ORTOPEDII

Infekce postihujici pohybovy aparat, zejména Kkosti, pFedstavuji vazne
komplikace v ortopedii a traumatologii. S rostoucim rozvojem bakterialni rezistence
k antibiotik(im se tento problém stava ¢im dal tim zavaznéjSim. Vysoce patogenni
kmeny Staphylococcus aureus maji velmi rozvinutou rezistenci k rliznym typtim
antibiotik avSak ke glykoproteinovym antibiotik(im (vankomycinu a teicoplaninu) si
stale zachovavaji citlivost. Uplna rezistence je zatim jen ojedinélou zalezitosti.
V minulosti bylo nalezeno jen nékolik pfipadd vyskytu VISA a VRSA s MIC
> 16 mg/l. Infekce jsou charakteristické vyskytem hlubokych zanétlivych loZisek a
vyZaduji dlouhodobou 1é¢bu. Zplsobuji je bakterie schopné vytvaret biofilm a
odolavat tak nizkym koncentracim antibiotik. Tyto nizké koncentrace jsou vétSinou
spojeny s uzivanim systémovych antibiotik. Uplna eradikace infekce je tak
Uspésnéjsi diky lokalni aplikaci antibiotik, kterd zajisti vysoké koncentrace, které
mnohonasobné prevysuji hodnoty MIC a které jsou schopny odstranit bakteriemi
vytvoreny biofilm a zaroven vytvéret dlouhodobou preventivni ochranu pred
kolonizaci endoprotéz [2, 28, 49].

1.3.1 Kostni cement

Kostni cement je Casto pouZivanym lokalnim nosi¢em vankomycinu a jinych
antibiotik. VétSinou se pouZivaji polymethylmetakrylatové (PMMA) cementy
(Copal nebo Palacos), které nepodIéhaji biodegradaci a slouZi tak k trvalé stabilizaci
kostnich endoprotéz ¢i kostnich defektl. Vankomycin se z kostniho cementu
kontinualné uvolfuje do okoli a prochazi i mrtvou, devaskularizovanou tkani kosti,
ktera se vyskytuje typicky napfiklad u pacientl s osteomyelitidou, ¢imzZ je zajisténa
ucinnd prevence vzniku bakterialnich infekci diky vysoké lokalni koncentraci
antibiotika, kterd prevysuje hodnotu MIC patogennich bakterii a kmen VRSA a
ktera zaroven neni spojovana s rizikem systémové toxicity. Rychlost uvoliovani
vankomycinu pak zavisi na povrchu, €ase a poréznich vlastnostech konkrétniho
cementu. Vysoce porézni cementy maji lepsi eluni schopnosti nez ty meéné porézni

[2, 27]. Polymethylmetakrylatové cementy po styku svodnymi roztoky ztraceji
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pozadované fyzikalni a mechanické vlastnosti, proto je doporu¢ovano do cementd

pfimichavat antibiotika nikoliv v roztocich, ale v praSkové formé [27, 47, 48].

S aplikaci kostnich cementd jsou spojeny nékteré lokalni nezadouci Gginky.
Kostni cement mliZze nepFiznivé ovliviiovat proliferaci osteoklastli a osteoblastd.
ZpUsobuje tepelnou nekrézu okolni tkané diky jeho zahfivanim pri procesu tvrdnuti,
kdy teplota dosahuje az 80 °C. In vitro byl prokazan dokonce negativni G¢inek na
makrofagy, konkrétné na jejich schopnost fagocytézy a chemotaxe [2, 27]. Po
implantaci endoprotézy s cementem se vyjime¢né mlze objevovat pokles krevniho
tlaku, alergicka reakce, tromboflebitida, krvaceni, srdecni arytmie nebo infarkt
myokardu [47, 48].

1.3.1.1 Copal a Palacos

Copal a Palacos od firmy Heraeus jsou rychletvrdnouci cementové pryskyrice
z polymethylmetakrylatu. Jako rentgenové kontrastni Cinidlo obsahuji oxid
zirkonicity. Pro dobrou rozliSitelnost od kosti a okolni tkané jsou obarveny
chlorofylem. Oba maji vysokou pérovitost, takze se z nich antibiotika uvolfuji lehce
a rychle. Kostni cementy Copal a Palacos jsou uréeny k vyplnéni kostnich dutin a
naslednému upevnéni kostnich endoprotéz, stabilizaci kloubnich nahrad, k vyplni
nebo kryti kostnich defektd. Kostni dutina se pred aplikaci cementu musi
chirurgicky vycistit. Cement se pfipravi dle ndvodu, vznikne tak meékka,
tvarovatelna hmota, ktera se aplikuje do uréeného mista, prizpdsobi se tvar a upevni
se do néj endoprotéza, poté zaCina hmota tvrdnout a chladnout. Tyto cementy se
aplikuji hlavné pfi reviznich operacich a reimplantacich kloubnich endoprotéz, u
pacientd s vysokym rizikem vzniku infekce nebo po predchozim vyskytu infekce
zplisobené MRSA. NepouZivaji se pfi aplikaci primarnich protéz, protoZe by to mélo
za nésledek zvyseni rizika vzniku rezistence k vankomycinu. Neaplikuji se téhotnym
a kojicim Zendm a lidem salergii na nékteré z pouZitych antibiotik nebo na

komponenty cementu [2, 27, 47, 48].
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1.3.2 Kostni stépy

Kostni Stépy jsou urCeny hlavné k pFirozené rekonstrukci poSkozené kostni
tkané. Maji jako nosi¢e vankomycinu tu vyhodu, Ze jsou télu vlastni a jsou snadno
pfijaty organismem pacienta. Jsou schopny reagovat na aktudlni potfeby téla
pacienta, podléhaji osteoindukci, osteointegraci a remodelaci.

Pripravend kost se nejprve zbavi vSech chrupavCitych a fibroznich tkani,
ponecha se jen kolagen a osteoinduktivni proteiny a poté se kost namele a sterilizuje
gama z&fenim. Takto upravend kost je pfipravena na absorpci antibiotik, mohou se
pridavat jak ve formé roztoku, tak v podobé prasku. Nésledné se tato kostni hmota
aplikuje na urCené misto. Nékteré kostni cementy uZ antibiotika obsahuji, do
kostnich S$tépl se ale antibiotika museji pfimichavat pfi jejich pFipravé, je
doporuceno pridavat je 1 — 1,5 g vankomycinu na jednu femoralni hlavici [2, 27].
Uvolfiovani antibiotika je pak zavislé na jeho koncentraci, velikosti namletych ¢astic
kosti a na pH [27].

1.3.3 Actifuse

Actifuse je silikatova, osteostimulacni, biokompatibilni nahrada kostniho Stépu,
kterd obsahuje, podobné jako kost, 0,8 % kremiku. Sklada se z biodegradacniho
materialu, takze miize byt postupné nahrazovana nové vytvorenou kostni hmotou. In
vitro bylo dokazano, Ze urychluje metabolickou aktivitu a proliferaci kostni tkané.
Ma rliznorodou porovitost, kterd umozni rychlé prorlstani tkani a cévami. Actifuse
je urcen pro vyplit mezer a otvorll v kostech, které vznikly pfi chirurgickém vykonu
nebo pfi traumatu, kdy je béhem hojiciho procesu nahrazen nové tvorenou kostni
tkani. Nemél by se pouzivat k vyplni kostnich mezer kosti, které se pfimo podileji
na podpore skeletu, nemél by se aplikovat pacientdim s vaznym onemocnénim cév,
s nekompenzovanym diabetem, osteomyelitidou, abnormalnim metabolismem
vapniku, pacientiim s malignim nadorovym onemocnénim nebo s tézkou renalni
insuficienci. Jen vyjime€né se mohou objevit nezadouci G¢inky spojené s aplikaci
Stépu - hematom, edém, zlomenina v misté umisténi Stépu, Spatné zahojeni defektu

v kosti. Pfiprava syntetického kostniho Stépu Actifuse je snadna, po rozbaleni se
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pripravek pouze smicha s prislusnymi roztoky, kostni dfeni nebo krvi pacienta a

antibiotikem, naplni se pistole a aspiruje se dle potfeby do kostniho otvoru [50, 51].

Obrézek €. 9: Aspirace pfipravku do otvoru v kosti [51].

36



Bakalarska prace Stanoveni vankomycinu a jeho termodegradacnich produkti pomoci HPLC

1.4 CHIRURGICKE VYKONY V ORTOPEDII VYUZIVAJICI
LOKALNI APLIKACI VANKOMYCINU

1.4.1 Reimplantace endoprotézy kycelniho kloubu

Jak uz bylo zminéno dfive, implantace kostniho cementu €i kostnich Stépl
s obsahem antibiotik se provadi pfedevsim pfi reviznich operacich i reimplantaci
endoprotéz. Mezi nejcastéjsi diivody reimplantace kycelni endoprotézy patfi luxace
¢i uvolnéni nékteré CcCasti endoprotézy, infekce, zlomeniny femuru v oblasti
cementového ldzka ¢i zlomeniny samotnych ¢asti endoprotézy. Existuje nékolik
mozZnosti jak postupovat. Pokud jde o infek¢ni pFiCinu reimplantace, provadi se
aplikace nové endoprotézy s novym cementovym llizkem s obsahem antibiotik. Tato
metoda je velmi narocna a vyZaduje extrakci cementového l0zka a GpIné manualni
odstranéni zanétlivé tkané kolem endoprotézy. Je narond na dobu chirurgického
vykonu, dochazi pfi ni k vyraznéjSim ztratdm krve a nese sebou rizika jako je tukova
embolie ¢i zlomeniny femuru. Nékdy se mlZe pristoupit k bezpe¢ngj$i dvoubodové
reimplantaci, kdy je v prvnim kroku odstranéna endoprotéza, cementové lizko i
zanétliva tkan a na misto endoprotézy se do kostni dutiny aplikuje pouze cementova
vloZka s obsahem antibiotik. Po 6 — 12 tydnech, kdy se infekce zhoji a ustoupi

vSechny znamky zanétu, se pak do cementového lGzka upevni endoprotéza.

Pokud ale nejde o infek¢éni komplikace, je zde mnoho variant, jak postupovat, zalezi
na dlivodu reimplantace, zda selhalo cementové I(izko, jamka, zda do$lo k uvolnéni
¢i frakture endoprotézy. Je mozné také aplikovat novou endoprotézu do plvodniho
cementového llizka, novy cement s antibiotiky je pak aplikovan na povrch starého
cementového ldzka pred fixaci nové endoprotézy. Tato metoda ponechani
plvodniho cementového lizka je indikovana hlavné v pFipadech, kdy je nutné
vymeénit pouze umélou kloubni jamku, a kdy jsou ostatni komponenty zachovany
neporuseny a maji stale poZadovanou pevnost a stabilitu stycnych ploch [52, 53].

1.4.2 Reimplantace endoprotézy kolenniho kloubu

Endoprotéza kolenniho kloubu je velmi Casty a UspéSny ortopedicky vykon,
k selhani endoprotézy dochazi pouze ve 3 — 8 % v 10 - 15 letech po implantaci.

K nejCastéjSim pricinam selh&ni endoprotézy patfi uvolnéni nékterych z komponent,
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infekce, nestabilita, fraktury kolem endoprotézy nebo otér polyethylenu.
Opotiebovani povrchu endoprotézy zplsobi resorpci kosti pod cementovou vrstvou
se vznikem dutinek a malych defektl, coz zplsobuje pacientovi bolest.
Reimplantace kolenni endoprotézy je zaméfena hlavné na obnoveni pfirozené osy
kolene, obnoveni stability a nahradu kostnich defektl ¢i defekt(l endoprotézy. Jako
v predchozim pripadé reimplantace kyCelni endoprotézy, i pfi reimplantaci kolenni
endoprotézy je ve vétsiné pripadd nutné chirurgicky odstranit implantat s cementem
a vSechnu nekrotickou a zénétlivou tkan. Provede se vycCisténi dutiny kosti, nejdfive
tibie, poté femuru a aplikuje se do nich nova endoprotéza s cementem. Nasledné je
sefizena osa kloubu, poloha pately a vySka endoprotézy vzhledem ke stavu vazl
[54].

1.4.3 Zakryvani defektd na kosti lebe¢ni

Pomoci kostniho cementu lIze spravovat téZ defekty v kosti lebecni. Cement se
pfipravi dle navodu do tvarovatelné hmoty. Defekt v lebeCni kosti se vy€isti, dura
mater se zakryje buniCinou a hlinikovou folii, na kterou se aplikuje cement.
Vytvaruje se do potfebného tvaru a tloustky 4 — 5 mm. Teplo uvolfiované
polymeraci se musi regulovat, proto se cement v priibéhu tvarovani skrapi
fyziologickym roztokem. Jakmile zaCne cement tuhnout, upravi se jeho okraje a
provrtaji se do néj na nékolika mistech otvory, kterymi bude moci odtékat epiduralini
tekutina a kterymi bude moci pozdéji prordstat pojivova tkan. Z dura mater se
odstrani hlinikova folie a buniCina a pfilozi se hotovy cement, ktery se nasledné

zafixuje na nékolika mistech nevstfebatelnym materialem [48].

Obrézek ¢. 10 a 11: Hydroxyapatit jako kryci material otvoru v kosti lebecni [55, 56].
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2 CILE

1. Zavedeni a validace metody pro stanoveni vankomycinu a jeho
termodegradacnich produktd.

2. Monitoring koncentraniho  profilu uvolfiovani vankomycinu a jeho
termodegradacnich produktd z rliznych typl nosi¢l vankomycinu vyuZivanych

pfi ortopedickych operacich.
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Pfistroje, chemikalie a pom(cky

3.1.1 Pristroje

= HPLC sestava Agilent 1260 s DAD detektorem (Agilent Technologies)

zasobnik s mobilni fazi

¢erpadlo, degasser

autosampler

termostat kolon

detektor diodového pole

Obrézek €. 12: HPLC sestava Agilent 1260.

= Vortex (Velp-Scientifica)

= Kolona ZorbaxSh-Aq 4,6 x 250 mm, 5 ym

= Evaporétor (ECOM)

= analytické vahy (Mettler-Toledo)

= PC s vyhodnocovacim programem Open Lab
= vakuova vyvéva (Merck)
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>

Obrézek ¢. 13: Vortex.

3.1.2 Pomlcky a material

= Lidské spongiozni kostni Stépy (kostni banka, 1. ortopedicka klinika 1. LF UK)
= Kostni cement Palacos (Heraeus)

= Kostni cement Copal (Heraeus)

= Synteticky kostni Stép Actifuse (Apatech LTD)
= SPE kolonky Sep-Pak Vac (Waters)

= automaticka pipeta (Biohit)

= 3piCky

= eppendorfky

= kadinky

= odmérné valce

= sklenéné zkumavky (10 ml)

= plastové kyvety (50 ml)

= vaZenka

= stficka s destilovanou vodou

= vialky s uzavéry (Agilent Technogies)

= sklenéné ldhve (1 1)

3.1.3 Chemikalie

= dihydrogenfosfore¢nan draselny KH, PO, (Penta)

= hydrogenfosfore¢nan didraselny K;H PO, (Penta)

= monohydréat dyhydrogenfosforeCnanu sodného NaH,PO, . H,O (Penta)
= heptahydrat hygrogenfosfore¢nanu disodného Na,HPO, . 7 H,O (Penta)
= vancomycin (Sigma-Aldrich, PharmaSwiss 1000 mg)

= cefazolin (Sigma-Aldrich)

= degradacni produkty vankomycinu (Ratiochem, s.r.0.)

= destilovana voda (Biotech)
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= metanol (Merck)
= acetonitril (Sigma-Aldrich)

3.1.4 Priprava reagencii a vzorkd

* PFiprava promyvaciho roztoku

Promyvaci roztok do HPLC sestavy jsme pfipravili smichanim metanolu a

destilované vody v poméru 1:1.
» PFiprava mobilni faze AaB

Pro analyzu jsme vyuZivali gradientovou eluci dvou mobilnich fazi — A a B. Pro
jejich pripravu jsme si pripravili zasobni pufr, na analytickych vahach jsme navazili
2,14 g KoH PO4 a 11,94 g KH; PO4 a rozpustili ve 2 | destilované vody. Mobilni faze A
obsahovala 910 ml pufru, 50 ml acetonitrilu a 40 ml metanolu. Mobilni faze B
obsahovala 840 ml pufru, 80 ml acetonitrilu a 80 ml metanolu.

* PFiprava eluénich roztokd pro SPE

Prvni elucni roztok jsme pfipravili smichanim vySe zminéného pufru a acetonitrilu
v poméru 3:7. Druhy elucni roztok jsme pfipravili smichanim vody a acetonitrilu

v poméru 1:1.
» PFiprava vnitiniho standardu (IS)

Jako vnitfni standard pro stanoveni vankomycinu byl zvolen cefazolin. Na pfipravu
zasobniho roztoku jsme navazili 0,01 g praSkového cefazolinu a rozpustili v 10
ml destilované vody. Tento roztok jsme jeSté zfedili v poméru 1:9 destilovanou vodou,
aby bylo dosazeno poZadované koncentrace 100 mg/I.

» PFiprava kontrol

Kontroly pro analyzu jsme pfipravovali v nizkych i vysokych koncentracich pro
vankomycin i pro termodegradacni produkty vankomycinu. Ve smésném standardu
termodegradacnich produktli vankomycinu se nachazi 23,1 % CDP-m a 76,9 % CDP-M.
Nejprve jsme navazili 0,01 g praSkového vankomycinu a 0,01 g termodegradacnich
produktl a rozpustili jsme kazdy v 10 ml destilované vody, ziskali jsme tak zasobni
roztoky o koncentraci 1 mg/l vankomycinu, 0,231 mg/l CDP-m a 0,769 mg/l CDP-M.
Poté jsme si do sklenénych zkumavek prFipravili z&sobni roztoky kontrol dle
nasledujicich tabulek:
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z&s. roztok voda koncentrace
(D) (ui) (mg/1)
kontrola 1 135 8865 15
kontrola 2 900 8100 100

Tabulka €. 1: Pfiprava kontrol vankomycinu.

zas. roztok voda CDP-M CDP-m
(uD) (uD) (mg/1) (mg/l)
kontrola 1 585 8415 50 15
kontrola 2 1170 7830 100 30

Tabulka €. 1 a 2: Priprava kontrol termodegradacnich produktdi.

Nésledné jsme z kaZzdého takto pFipraveneho zasobniho roztoku odebrali 200 pl do
eppendorfek, oznaCili a skladovali pFi - 20 °C.

* PFiprava kalibracnich roztok(

Pro vankomycin a pro termodegradacni produkty vankomycinu byly pfipraveny
osmibodové linearni kalibrace. Kalibracni roztoky byly pfipraveny dle nasledujicich
tabulek:

¢ z&s. roztok koncentrace
' (D) (D) (mg/l)
5
! (10x zfedéno) 495 !
50

2 (10x zfedéno) 450 10

3 15 485 30

4 30 470 60

5 50 450 100
6 100 400 200
7 200 300 400
8 300 200 600

Tabulka ¢. 3: Priprava kalibracnich roztokd pro vankomycin.
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Termodegradacni produkty

¢ zas. roztok | voda CDP-M CDP-m

' (D) (D) (mg/1) (mg/1)
1 (10x zZedéno) 493 1,08 0.3
2 7 493 10,8 3,2
3 21 479 32,3 9,7
4 42 458 64,6 19,4
5 65 435 100 30,0
6 130 370 200 60,0
7 260 240 400 120,1
8 500 - 769 231,0

Tabulka €. 4: Priprava kalibracnich roztok( termodegradacni produkty vankomycinu.

» Priprava fosfatového pufru

Fosfatovy pufr byl pFipraven pro pokusy s lokalnimi nosi¢i vankomycinu. Na jeden litr
pufru bylo smichano 95 ml 0,2 M roztoku monohydratu dyhydrogenfosforeGnanu
sodného NaH,PO, . H,0O, 405 ml 0,2 M roztoku heptahydratu hygrogenfosfore¢nanu
disodného Na;HPO, . 7 H,0 a 500 ml destilované vody. Nasledné byl takto pfipraveny

fosfatovy pufr pfevaren a uzavien do sterilni lahve.

* PFiprava vzorku

Ke 200 pl vzorku, kontroly i kalibratoru v eppendorfkach jsme pfidali 200 pl
vnitfniho standardu (cefazolinu), 200 pl destilované vody a smés jsme kratce promichali
pomoci extrakénich kolonek. PFipravili jsme si sklenéné zkumavky a umistili jsme je do
vakuove vyvévy. SPE kolonky jsme nejprve aktivovali napipetovanim 1,6 ml metanolu
a nasledné 0,8 ml vody. Poté jsme na takto aktivované kolonky nanesli vzorky, pak
jsme na kolonky jesté napipetovali 1,6 ml vody. Po vsaknuti jsme kolonky uzavieli a
vymeénili jsme sklenéné zkumavky za Cisté, abychom mohli jimat eludt vzorku. Na
kolonky jsme postupné nanesli dvé elucni Cinidla, nejdfive 0,8 ml smési pufru a

acetonitrilu v poméru 3:7 a poté 0,8 ml smési vody a acetonitrilu v poméru 1:1.
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Obrézek €. 14: Vakuova vyvéva s kolonkami pro SPE.

Zkumavky s eluatem jsme vloZili do evaporétoru a suSili jsme vzorky vzduchem po
dobu 10 minut, aby se ndm zredukoval objem na cca 1 ml. Takto pfipravené vzorky
jsme prepipetovali do sklenénych vialek, které jsme uzavreli vickem a vlozili do
pristroje.

Obrézek €. 15: Evaporator.
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3.1.5 HPLC analyza

Vychézeli jsme z metody popsané v préci Bakes D. W. et al., kterou jsme

nasledné optimalizovali. Chromatograficka analyza probihala za pritoku 1,5 ml/min

gradientovou eluci dvou mobilnich fazi A a B dle nésledujici tabulky.

minuty MF A MF B
0-2 100 % -
2-9 - 100 %

9-21 - 100 %

21-24 100 % -

24 - 28 100 % -

Tabulka €. 5: Gradient mobilnich fazi.

Celkova doba analyzy byla nastavena na 28 minut pfi tlaku cca 230 bar(i. Kolona

byla temperovana na teplotu 22 °C. Nastfik na kolonu byl nastaven na 50 pl a

detekce probihala pomoci detektoru diodového pole pfi 210 nm. Vankomycin byl

eluovan priblizné v 11. minuté analyzy, majoritni degradacni produkt byl eluovan

pfiblizné v 7. minuté, minoritni degradacni produkt byl eluovan pfiblizné v 5.

minuté a vnitfni standard pfiblizné v 17. minuté analyzy.

mAl 4 g
b

700
] \ §s°
1 S

600
500
400

300 \ %@"

200

o Vankomycin
&

Vnitini standard

100

25 min

Obrézek €. 16: Priibéh HPLC analyzy.
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4  VYSLEDKY A DISKUSE

41 VALIDACE METODY

4.1.1 Kalibrace

Pro stanoveni vankomycinu byla sestavena osmi bodova linearni kalibrace,
kazdy kalibrator byl pFipraven v dubletu. Koncentrace jednotlivych kalibratorl byly
1, 10, 30, 60, 100, 200, 400 a 600 mg/l. Pro vypocet koncentrace vankomycinu byla
pouZita rovnice regrese y = 0,02177908.x — 0,0168092, kde y je pomér ploch pikd
vankomycinu a IS a x je koncentrace vankomycinu. Hodnota regresniho koeficientu
pro vankomycin je 0,99995, ta ndm udava miru rozptylu bodd od regresni kfivky.
Kalibra€ni kFivka byla v celém rozsahu testovanych koncentraci linearni.

Calibration Curve

vankomycin, DADT A
Area Ratio =0.02157853*AmtRatio -0.0051213

Area Fatio - oo pasgg(g): -2.63532-1

=
(] B o o o
= P 1 0 Y [ |

=)

Comelation: 0.99986

T T T T T T T T
200 400 Amount Ratio

Obrézek €. 17: Kalibraéni kfivka vankomycinu.

Pro kalibraci termodegradacnich produktl vankomycinu byly pfipraveny dvé
samostatné kalibrace. Pro majoritni termodegradacni produkt byla vytvorena osmi
bodova linearni kalibrace o koncentracich kalibracnich roztokd 1,08, 10,8, 32,3,
64,4, 100, 200, 400 a 769 mg/l. Pro vypocet koncentrace CDP-M byla pouZita
rovnice regrese y = 0,01900594.x — 0,0241061, hodnota regresniho koeficientu pro
CDP-M je 0,99995. Kalibracni kFivka byla v celém rozsahu testovanych koncentraci

linearni.
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Calibration Curve

major, DADT A
Ares Ratio =0.01300554*AmtRatio -0.0241061

Aea Ratio | pa) Raste(z) -1.7410=-1
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Obrézek ¢. 18: Kalibra¢ni kfivka pro CDP-M.

Pro minoritni termodegradac¢ni produkt byla sestavena také osmi bodova linearni
kalibrace, jeden bod byl vypustén, tudiz byla kalibracni kfivka sestavena
z kalibrator(l o koncentracich 0,32, 3,2, 19,4, 30,0, 60,1, 120,1 a 230,0. Pro vypocet
CDP-m byla pouzita rovnice regrese y = 0,0334927.x — 0,0328197, hodnota
regresniho koeficientu je 0,99994. Kalibraini kfivka byla v celém rozsahu

testovanych koncentraci linearni.

Calibration Curve

rinor, DAD1 A
Ares Ratio =0.03348271*AmtRatio -0.0328187

Area Ratio 2 ooy Raztgiz): -1.1299e-1
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Obrézek ¢. 19: Kalibraéni kfivka pro CDP-m.
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4.1.2 Opakovatelnost

Opakovatelnost neboli pfesnost je definovana, jako tésnost shody naméfenych
hodnot za podminek opakovatelnosti méfeni. VVzorky by mély byt pfipraveny téze
osobou, stejnym analytickym postupem, na témze misté a mély by byt méreny na
stejném analyzatoru v kratkém Casovém obdobi [57]. V této praci byla
opakovatelnost zjisténa pomoci méfeni série dvaceti kontrol od nizké i vysoké
hladiny koncentrace vankomycinu a termodegradacnich produktd vankomycinu.
Z naméfenych vysledkl byl pak vypocitan primér, smérodatna odchylka vybérova
(SD), varia€ni koeficient (CV) a bias neboli spravnost. Smérodatna odchylka nam
udava miru rozptylu hodnot od stfedni hodnoty, tedy ¢im niZsi je jeji hodnota, tim je
metoda presnéjSi. Varialni koeficient neboli nepfesnost, je vyjadien jako podil
smérodatné odchylky a primérné hodnoty méfeni a nemél by presahnout hodnotu
10 %. V naSem pfipadé hodnota CV pro nizkou hladinu kontroly vankomycinu
dosahuje 5,53 %, pro vysokou hladinu 2,50 %. Hodnota CV kontrol pro
termodegradacni produkty vankomycinu dosahuje Vv nizkych hladinach hodnoty
5,11 % pro CDP-m a 2,89 % pro CDP-M, ve vysokych hladindch kontrola pak
2,49 % pro CDP-m a 1,82 % pro CDP-M. VSechny tyto naméfené hodnoty

variacnich koeficientd splfiuji podminky Uspésné validace metody.
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g Kol Ko 2
(15 mg/l) | (100 mg/l)
1 14,27 99,03
2 15,44 98,48
3 15,43 99,07
4 15,32 104,76
5 14,73 101,05
6 13,17 100,93
7 16,06 101,16
8 15,82 106,35
9 15,19 102,30
10 16,08 99,86
11 14,36 104,81
12 16,02 103,82
13 15,89 105,31
14 14,94 101,73
15 13,49 103,68
16 14,87 105,02
17 14,12 104,22
18 14,97 102,60
19 14,78 98,43
20 15,57 99,10
prameér 15,03 102,09
SD 0,83 2,56
CV (%) 5,53 2,50
Bias (%) 0,17 2,09

Tabulka €. 6: Opakovatelnost vankomycinu.
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Tabulka ¢. 7: Opakovatelnost termodegradacnich produktd vankomycinu.

Termodegradacni produkty vankomycinu

Kol Ko 2
CDP-m | CDP-M | CDP-m CDP-M
(15 mg/l) | (50 mg/l) | (30 mg/1l) | (100 mg/l)
1 16,35 52,76 30,23 104,85
2 15,85 50,06 30,01 103,47
3 14,70 50,45 29,51 105,08
4 16,49 50,47 29,93 103,56
5} 14,52 51,86 32,00 103,33
6 16,59 51,51 29,02 102,15
7 15,62 51,35 29,56 102,42
8 16,09 50,19 30,07 103,46
9 15,27 53,26 29,32 97,99
10 14,55 52,62 29,12 100,26
11 14,66 52,68 30,56 101,94
12 14,91 53,29 31,47 98,27
13 14,22 52,94 30,69 104,20
14 14,68 53,03 30,64 102,36
15 14,04 51,70 30,55 102,80
16 15,33 52,00 30,66 102,18
17 15,01 49,95 30,64 101,31
18 14,73 49,43 30,73 101,44
19 14,55 48,48 29,84 103,21
20 15,79 49,25 30,54 101,30
prameér 15,20 51,36 30,25 102,28
SD 0,78 1,48 0,75 1,87
CV (%) 5,11 2,89 2,49 1,82
Bias (%) 1,32 2,73 0,85 2,28
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4.1.3 Reprodukovatelnost

Reprodukovatelnost je definovana jako tésnost shody naméfenych hodnot za
podminek reprodukovatelnosti méfeni. Kdy je jedna z podminek opakovatelnosti
poruSena [57]. V naSi praci jsme poruSili podminku méfeni kontrol v Gzkém
Casovém obdobi. MéFili jsme dvacet kontrol pro nizkou i vysokou hladinu
vankomycinu a termodegradacnich produkt(i vankomycinu vzdy v jiny den. Ostatni
podminky opakovatelnosti byly zachovany. Z vysledki jsme opét vypocitali prlimér,
smérodatnou odchylku vybérovou, variacni koeficient a bias. VVSechny naSe hodnoty
CV pro vankomycin a pro termodegradatni produkty vankomycinu splfiuji
podminky 0(spéSné validace metody. Hodnoty CV pro nizkou hladinu kontrol
vankomycinu dosahly 5,80 %, pro vysokou 2,91 %, pro nizkou hladinu kontrol
termodegradacnich produkt(l 6,65 % pro CDP-m a 3,76 % pro CDP-M, ve vysokych
hladin&ch kontrol zase 6,44 % pro CDP-ma 3,37 % pro CDP-M.
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. Ko 1l Ko 2
¢ | @5 mg/) | (100 mg/)
1 14,06 | 104,89
2 1548 | 106,83
3 1581 | 102,96
4 1594 | 99,98
5 1559 | 100,29
6 1544 | 98,97
7 13,55 | 106,86
8 1558 | 103,09
9 13,28 | 100,32
10 1547 | 103,15
11 1533 | 103,27
12 14,95 | 100,68
13 15,78 | 98,83
14 1540 | 98,58
15 16,01 | 109,74
16 16,49 | 102,15
17 16,75 | 101,36
18 1579 | 102,68
19 1561 | 101,80
20 16,45 | 99,56
pramér | 15,44 102,30
SD 0,90 2,97
CV (%) | 580 2,91
Bias (%) 2,92 2,30

Tabulka €. 8: Reprodukovatelnost vankomycinu.
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Tabulka ¢. 9: Reprodukovatelnost termodegradacnich produktd vankomycinu.

Termodegradacni produkty vankomycinu

Kol Ko 2
CDP-m | CDP-M | CDP-m | CDP-M
(15 mg/l) | (50 mg/l) | (30 mg/l) | (100 mg/l)
1 15,52 54,34 28,40 102,33
2 16,58 55,58 26,51 105,64
3 14,93 54,85 28,77 99,89
4 15,34 53,52 31,25 109,70
5} 14,72 51,66 25,10 108,68
6 15,37 54,22 27,76 102,45
7 15,48 48,73 29,32 102,43
8 15,41 53,09 26,06 109,43
9 14,52 51,38 30,01 109,76
10 15,46 53,8 29,45 103,53
11 14,46 50,46 26,57 102,62
12 14,04 52,25 28,44 102,23
13 13,10 49,50 30,27 101,48
14 14,82 54,52 29,99 98,54
15 16,78 52,02 27,92 106,02
16 13,89 51,53 25,33 102,55
17 14,36 53,73 31,04 104,15
18 15,66 50,13 30,44 101,06
19 17,03 49,99 29,53 100,35
20 16,42 01,17 28,65 99,45
prameér 15,19 52,32 28,54 103,61
SD 1,01 1,97 1,84 3,49
CV (%) 6,65 3,76 6,44 3,37
Bias (%) 1,30 4,65 -4,87 3,61
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4.1.4 Spravnost (bias)

Spravnost neboli také pravdivost je definovana jako rozdil mezi stfedni
hodnotou vysledkll zkousky a pfijatou referenéni hodnotou. Udava nam hodnotu
odhadu systematické chyby méreni, ktera by neméla presahnout hodnotu 10 % [57].
Z naméfenych hodnot opakovatelnosti a reprodukovatelnosti jsme vypocitali
hodnoty bias. Vypocitané hodnoty jsou zaznamenany v tabulkach €. 6 — 9 a Z&dna z
naméfenych hodnot nepfekracuje hodnotu 5 %.

4.1.5 Mez detekce

Mez detekce je nejnizsi mnozstvi analytu ve vzorku, které mize byt detekovano
a analyticky signal je statisticky vyznamné odlisny od Sumu [57]. V naSem pfipadé
byla mez detekce zjisténa zmérenim tfi slepych vzorkd (blank(l), u kterych byla
zaznamenana vyska pik(. Z téchto hodnot se vypocetl primér a vynasobil se tfemi.
Pro vypocet meze detekce pak byla vyuZita rovnice:

Xd = mez detekce 7} |
Yd = 3.hmax

b1 = smérnice kalibracni kfivky, zjisténa ze zavislosti y = b.x, kde y je vyska pikd

Vyska pikl nulovych vzork
¢ vankomycin CDP-m | CDP-M
1 0,05 0,10 0,06
2 0,45 0,09 0,05
3 0,12 0,01 0,01
Primér 0,21 0,07 0,04
Yd 0,63 0,21 0,12

Tabulka ¢. 10: Hodnoty vySek piki namérenych blanka.

Smeérnice kalibracni kFivky pro vankomycin je 1,6087. Mez detekce pro
stanoveni vankomycinu je tedy 0,39 mg/l. Smérnice kalibracni kiivky pro CDP-m je
1,8344. Mez detekce pro stanoveni minoritniho termodegradacniho produktu
vankomycinu je 0,11 mg/l. Smérnice kalibratni kfivky pro CDP-M mé& hodnotu
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1,2519. Mez detekce pro stanoveni majoritniho termodegradacniho produktu
vankomycinu je 0,10 mg/I.

4.1.6 Vytéznost

VytéZznost metody ndm udavd pomér mnozstvi analytu ziskaného danou
analytickou metodou Kk prijaté referenni hodnoté [57]. Nami ziskané hodnoty
vytéznosti pro vankomycin jsou 100,20 — 102,09 %. Hodnoty vytéznosti metody pro
stanoveni termodegradacnich produkt(l vankomycinu jsou pak pro CDP-m 100,83 —
101,33 % a pro CDP-M 102,28 — 102,72 %. Vytéznost by se méla pohybovat
v rozmezi 90 — 110 %, tudiz ndmi naméfené hodnoty vytéznosti spliiuji podminky

Uspésné validace.

4.1.7 Robustnost

Robustnost je schopnost metody poskytovat pfijatelné vysledky méfeni i v
pfipadé, Ze dojde k malym odchylkam od méficiho postupu ¢i k malé zméné slozZeni
vzorku. Udava ndm spolehlivost metody pfi jejim béZzném pouzivani v praxi [57].
V naSem pfipadé stanoveni vankomycinu jsme se rozhodli porovnavat vliv
skladovani vzorkd pri rdznych teplotach. Pipravili jsme si zasobni roztoky kontrol
vankomycinu dle tabulky ¢. 11. Na celkovy objem 20 ml byla pfipravena kontrola €.
1 o koncentraci 60 mg/l a kontrola €. 2 o koncentraci 120 mg/I.

koncentrace | zés. roztok voda

(mg/1) (ml) (ml)

Kol 60 1,2 18,8
Ko2 120 2,4 17,6

Tabulka ¢. 11: Priprava kontrolnich roztok( pro méfeni robustnosti.

Z&sobni roztoky kontrol jsme po 200 pl rozpipetovali do eppendorfek. Provedli
jsme méreni prvni série Cerstvé pripravenych vzorkl a zbytek kontrol jsme umistili
do lednice (cca 4 °C), mrazaku (cca -20 °C) a do mistnosti o prlimérné teploté cca
25 °C. Vzorky skladované v lednici a pfi pokojové teploté byly pak méfeny po 12,
24, 48 a 120 hodinéach. A vzorky v mrazaku po 1, 2 a 3 mésicich od zhotoveni. Bylo
provedeno vzdy méreni 10 vzork( kontroly 1 a 10 vzorkl kontroly 2. Ze
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stanovenych hodnot koncentraci vankomycinu byl pak vypocitan prdmér a

zaznamenan do nasledujicich tabulek:

Ko 1 (60 mg/l)
58,28

Ko 2 (120 mg/l)
118,89

Tabulka €. 12: Naméfrené koncentrace jednotlivych kontrol bezprostfedné po
zhotoveni.

Tabulka €. 13: Naméfené hodnoty kontrol po skladovani pfi laboratorni teploté.

(hocjfny) Ko 1 (mg/l) | Ko 2 (mg/l)
12 58,54 119,79
24 57,82 120,27
48 50,62 118,68

(hocjfny) Ko 1 (mg/l) | Ko 2 (mg/l)
12 50,04 120,11
24 50,44 121,87
48 57,51 121,31
120 58,64 120,98

Tabulka €. 14: Naméfené hodnoty kontrol skladovanych v lednici.

Tabulka ¢. 15: Namérené hodnoty kontrol vzorkl skladovanych v mrazéaku.

cas
(mésice) Ko 1 (mg/l) | Ko 2 (mg/l)
1 59,38 118,96
2 57,64 121,36
3 58,45 119,41
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Naméfené hodnoty riizné skladovanych vzorkl se od plvodni koncentrace lisily
v maximalnim rozsahu 2,77 %. Z naméfenych hodnot Ize tedy usoudit, Ze
kratkodobé skladovani vzorkl vankomycinu pfi rliznych teplotach nema vyrazny
vliv na zménu koncentrace. Vzhledem k tomu, Ze se vankomycin vlivem vysSich
teplot rozpada na termodegradacni produkty, mohl by se kratkodobé skladovat

v lednicich pfi cca 4 °C, ale pfi dlouhodobéjsim skladovani by bylo vhodnéjsi zvolit

skladovani v mrazaku pfi cca -20 °C a méné.

4.2  Testovani uvolfiovani vankomycinu a jeho termodegradacnich

produktl z rdiznych typl nosi¢d vankomycinu

Bylo provedeno pét pokusl s rdznymi typy lokalnich nosic¢i vankomycinu. Na
100 g kazdého materialu bylo pfidano urcité mnozstvi vankomycinu, material byl
nasledné odvazen a rozdélen na 10 vzork{ o stejné hmotnosti 1 g. Z materialu byla
vytvarovana kulicka, ktera se umistila do plastovych kyvet, do kterych se nasledné

pridalo 20 ml fosfatoveho pufru.

Obrézek €. 23 a 24: Jednotlivé vzorky kostniho cementu v kyvetach.
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Kyvety byly popsany, uzavieny a umistény do termostatu nastaveného na 37 °C.
Po urcitych ¢asovych intervalech v ¢asovém rozmezi 2 — 3 tydnl se pak z kazdého
vzorku, po promichani jeho obsahu, odebiralo 200 ul fosfatového pufru, ve kterém
jsme detekovali koncentraci uvolnéného vankomycinu a termodegradacnich
produktd. Abychom zachovali konstantni objem, ve kterém se vankomycin
z materialu lokalnich nosi¢l uvolrioval, vzdy jsme do kyvet napipetovali zpét 200 pl
Cistého fosfatového pufru. Z naméfenych koncentraci jsme pak sestrojili
koncentracni profil uvolfiovani vankomycinu a jeho termodegradacnich produkt(

z rliznych typ( materiald, které jsme timto mohli porovnat.

Prehled testovanych lokalnich nosic
vankomycinu

mnozstvi

pokus ., .
& typ materialu vankomycinu na
' 100 g materialu (g)

1 Kostni §tép 2,50
2 Palacos 2,50
3 Copal 3,17
4 Actifuse 2,50
5 Kostni Stép 2,50

Tabulka ¢. 16: Pouzité materialy lokalnich nosi¢d vankomycinu.

4.2.1 Pokus €. 1 - Kost

Na prvni pokus se spongi6znimi kostnimi $tépy bylo navazeno 100 g kostnich
Stépll o velikosti 4 — 5 mm, do kterych bylo nasledné pfimichano 2,5 g praskového
vankomycinu. Tato smés se dikladné promichala a po 1 g se rozdélila a zavazala do
malych kuliCek pomoci gazy. Takto vytvofene kuliCky byly umistény do kyvet a
zality 20 ml fosfatového pufru. Nésledné jsme odebirali vzorky v intervalech 3, 6,
12, 24, 48, 96, 144, 192, 240, 288 a 336 hodin. Naméfené koncentrace jsou

zaznamenany do nasledujiciho grafu:
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Obréazek €. 25, 26, 27 a 28: Prlibéh pripravy namleté lidské spongiézni kosti.

Pokus €. 1 - Kost

1000
800
600

400

koncentrace (mg/l)

200

¢as (h)

—&—Vankomycin ~—CDP-m ~#—CDP-M

Graf €. 1: Prlibéh uvolriovani vankomycinu z kostnich $tépa.
Maximélni hodnoty naméfené koncentrace uvolnéného vankomycinu bylo

dosazeno po 24 hodinach od zaCatku pokusu a to 618,9 mg/l, poté dochézelo

k pozvolnému poklesu koncentrace aZz na hodnotu 217,5 mg/l, coz je stale
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nékolikanasobné vyssi koncentrace nez je hodnota MIC pro VRSA. Koncentrace
uvolnénych termodegradacnich produktd téméF linearné stoupala az k dosazeni
hodnoty 959,8 mg/l pro CDP-M a 320,9 pro CDP-m. Buttaro et al. ve svych pracich
popisuji, Ze provadéli in vitro a in vivo pokusy se spongidéznimi kostnimi $tépy, aby
zjistili jejich kapacitu jako lokalnich nosi¢l vankomycinu. Impregnovali 6,5 g
vankomycinu na jednu lidskou femoralni hlavici a pozorovali mnozstvi uvolnéného
vankomycinu. Ukéazalo se, Ze naméfené hodnoty jsou az 220 krat vysSi nez je
potfebnd MIC hlavnich patogennich bakterii vCetné MRSA a VRSA. Takové
hodnoty lokalni koncentrace vankomycinu mohou mit vSak negativni vliv na
aktivitu osteoblastl a mohou vést az k lokalni nekréze [59, 61]. Nami namérené
koncentrace jsou jen cca 38 krat vysSi nez potfebna MIC. Autofi navic ve své
publikaci neuvadgji, jakou hmotnost méla pouZzitd femoralni hlavice. V dalsi jejich
studii je uvadéno, Ze zkoumali in vivo uvoliovani vankomycinu ze spongioznich
kostnich §tépl, uzitych u 10 pacientl, ktefi prodélali reimplantaci kycelni
endoprotézy. Impregnovali 1 g vankomycinu na jednu femoralni hlavici. Maximalni
naméfené koncentrace metodou FPIA dosahovaly hodnot kolem 1400 mg/l, coz
nékolikanasobné prevySuje hodnotu MIC, avSak tato metoda neumi rozlisit
vankomycin od jeho termodegradacnich produktl a jelikoZz dochazi ke zkfizenym
reakcim termodegradacnich  produktd s vankomycinem, je tato hodnota
pravdépodobné jejich sumou [59, 60].

4.2.2 Pokus €. 2 — Palacos

Palacos je synteticky polymerovy kostni cement bez pfidaného antibiotika.
Pfipravili jsme ho nésledujicim zplsobem: Na analytickych vahéach jsme odvazili
100 g cementu, do kterého jsme pridali 2,5 g prdSkového vankomycinu a promichali.
Ke smési byl pridan cely obsah ampulky s tekutym monomerem a vse bylo dlikladné
promichano do vzniku elastické homogenni smési. Tuto smés jsme rozdélili na deset
1 g kulicek, které jsme pak umistili do fosfatového pufru a do termostatu. Cement
po zhotoveni rychle tuhne za zvySené teploty, ktera dosahuje hodnot az 80 °C, proto
jsme museli pracovat velmi rychle, dokud bylo moZné pfipravenou hmotu tvarovat.
Vzorky jsme pak odebirali v intervalech 3, 6, 12, 24, 48, 96, 144, 192, 240, 288, 336
a 504 hodin. Naméfené koncentrace vankomycinu a jeho termodegradacnich

produktl jsou zndzornény v nasledujicim grafu.

61



Bakalarska prace Stanoveni vankomycinu a jeho termodegradacénich produktd pomoci HPLC

Pokus ¢. 2 - Palacos
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Graf ¢. 2: Pribéh uvoliiovani vankomycinu z kostniho cementu Palacos.

Maximalni koncentrace uvolnéného mnoZzstvi vankomycinu bylo dosazeno po
12 hodindch a to hodnoty 34,2 mg/l, poté dochazelo k poklesu. 7. den klesla
koncentrace uvolnéného vankomycinu na hodnotu pfiblizné 13,9 mg/l, coz uz je
mensi hodnota nez MIC pro VRSA. V tento ten bylo také dosazeno maximalnich
koncentraci termodegradacnich produkt(l, 16,7 mg/l pro CDP-M a 5,4 mg/l pro
CDP-m. Od té doby se uvoliiovani vankomycinu i jeho termodegradacnich produkt(
z kostniho cementu Palacos zfejmé zastavilo a hodnoty koncentrace vankomycinu se
pohybovaly okolo 1 mg/l. To mohlo byt zplsobeno tim, Ze kostni cement béhem
polymerace zcela zatvrdne a to znemozni uvolfiovani antibiotika z celého objemu
materialu. V prvnich 7 dnech se tedy pravdépodobné uvolnilo pouze to mnoZstvi
vankomycinu, které bylo ukotveno na povrchu vytvofenych kuli¢ek. Buttaro et al.
v jedné ze svych praci uvadi, Ze provadéli porovnani uvoliovani antibiotik u 10
pacientl s implantovanymi kostnimi $tépy a 10 pacientl s implantovanym PMMA
cementem, ktefi podstoupili totalni endoprotézu kycelniho kloubu. Zaznamenali, Ze
koncentrace uvolnéné z PMMA cementu jsou az 35 krat niz8i, nez koncentrace
uvolnéné z kostnich stépl [60]. Velké vykyvy v naméfenych koncentracich
vankomycinu mohou byt zplsobeny nerovnomérnym zastoupenim vankomycinu

v jednotlivych vzorcich kostnich cementll, ke kterému pravdépodobné doslo pfi
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promichdvani kostniho cementu s praSkovym vankomycinem. Dalsi pfiCinou
nerovnomérného uvoliiovani mliZze byt i nejednotna velikost cementovych kulicek,
protoZe v nékterych pripadech pfi jejich zhotoveni nebyla spravné odhadnuta
velikost a po prevazeni se musel jesté kousek materialu pFidat, tudiz plocha, ze které

se mohl uvolnit vankomycin byla vétsi.

4.2.3 Pokus ¢. 3 - Copal

Copal je synteticky polymerovy kostni cement, ktery uz ve svém sloZeni
obsahuje 3,17 g vankomycinu na 100 g materidlu, tudiz je zde o 26,8 % vétSi
mnoZstvi vankomycinu, neZ bylo pouZito v ostatnich pokusech. Cement jsme
pripravili nasledujicim zplsobem: Obsah ampulky s pfislusnou kapalinou jsme nalili
do sterilni keramické nadoby a dikladné jsme v ni rozmichali 100 g cementu
obsahujici vankomycin. Poté jsme opét z hmoty, dfive nez zaCala tvrdnout a zahfivat
se, vytvorili kulicky o hmotnosti 1 g a umistili jsme je do 20 ml fosfatového pufru.
Vzorky jsme odebirali v intervalech 3, 6, 12, 24, 48, 96, 144, 192, 240, 288, 336 a
504 hodin.

Pokus ¢. 3 - Copal
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Graf ¢. 3: Prlibéh uvoliiovani vankomycinu z kostniho cementu Copal.
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Maximalni uvolnéné koncentrace vankomycinu (35,7 mg/l) bylo dosazeno
béhem 12. hodiny od zacatku pokusu. 9. den pokusu klesla koncentrace pod hodnotu
MIC pro VRSA na 14,2 mg/l. Poté se koncentrace vankomycinu udrZovaly pfiblizné
kolem hodnoty 10 mg/l a velmi pozvolna klesaly. Posledni (22.) den poklesla
koncentrace na 6,9 mg/l. Koncentrace CDP-M b&hem prvnich 9 dni prudce vzrostla
na hodnotu 30,2 mg/l, pak doSlo k jejimu poklesu na hodnotu 18,4 mg/l a béhem
posledniho tydne pokusu doslo k jejimu opétovnému narlstu aZz na hodnotu 35,2
mg/l. Cim byl tento nariist zplisoben, nedokaZeme vysvétlit, protoZze k Zadnému
rozpadu Ci zbrouSeni kulicek cementu, pfi kterém by mohlo dojit k dalSimu

uvolnéni, nedoslo.

Klekamp et al. ve své praci uvadéji, ze kombinace cementu s antibiotiky ma
mnohé nevyhody. K potfebnému promichani antibiotika s cementem je tfeba pouzit
automatickou vakuovou michaCku, kterd zajisti rovnomérné zastoupeni
vankomycinu v cementu a také redukuje velikost vzniklych vzduchovych bublin.
Pozitivni mechanické vlastnosti cementll zase prebiji fakt, Ze ztakto tvrdého
materialu se uvolni méné nez 50 % z celkové pfidaného vankomycinu. Neéktefi
autofi uvadéji, ze se z kostnich cement( uvolfiuje prlimérné pouze 5 % antibiotika.
Dalsi nevyhodnou vlastnosti PMMA cementd je to, Ze po pFidani vankomycinu
¢asto ztraceji potfebné mechanické vlastnosti jako je pevnost, odolnost vici tlaku a
celkové se dochazi k jejich Casové a mechanické Gnavé materialu [62].

Buttaro et al. v diskuzi jedné ze svych praci uvadi, Ze cement s impregnovanym
mnozstvim 1, 2 a3 g na 100 g materialu byl neG¢inny v 90, 70 a 50 % pfipadd
v tomto poradi [61].

4.2.4 Pokus €. 4 — Actifuse

Actifuse byl pFipraven smichanim 100 g materialu s2,5 g vankomycinu a
s danym mnoZzstvim kyseliny hyaluronové, kterd byla soucéasti baleni Smés byla
dikladné promichana a opét rozdélena na 10 Casti o hmotnosti 1 g, které byly
svazany pomoci gazy do kuli¢ek. Vzorky pufru byly odebirany v intervalech 3, 6,
12, 24, 48, 96, 144, 192, 240, 288, 336 a 504 hodin, jejich koncentrace jsou

zaznamenany v nasledujicim grafu.
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Obrézek €. 29 a 30: Actifuse zavazany do kulicek pomoci gazy.
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Graf ¢. 4: Priibéh uvoliiovani vankomycinu ze syntetickych kostnich stépli Actifuse.

Nejvétsi mnozstvi vankomycinu bylo uvolnéno béhem prvnich 12 hodin, kdy
byla naméfena koncentrace 816,7 mg/l, poté pozvolna klesala aZz na koneCnou
hodnotu 47,3 mg/l, ktera stéle prevySuje hodnotu MIC a tim splfiuje podminky pro
Uspésnou eradikaci VRSA. Koncentrace termodegradacnich produktli od zacatku
pokusu pozvolna stoupaly az na hodnoty 530,2 mg/l pro CDP-M a 154,2 mg/I pro
CDP-m. Variabilita naméfenych koncentraci na zaCatku byla pravdépodobné
zplisobena nerovnomérnym rozmichanim vankomycinu v materialu, nebyla totiz
vytvorena homogenni smés a hmota nedrZzela pohromadé. Synteticky kostni Stép

Actifuse se jevi jako vhodny lokalni nosi¢ vankomycinu, ktery je schopen
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absorbovat velké mnoZstvi vankomycinu a diky své vysoké pérovitosti zajistit jeho
pozvolné uvolfiovani.

4.2.5 Pokus €. 5 - Kost

Druhy pokus se spongiéznimi kostnimi Stépy se od prvniho pokusu lisil tim, Ze
jsme kostni hmotu smichanou s vankomycinem po zhotoveni je$té na dobu 5 minut
zahtali na 80 °C a nechali postupné chladnout, aby byly vytvorfeny stejné podminky
uvolriovani jako u pokustl se syntetickymi kostnimi cementy. Vzorky jsme odebirali
v Gasovych intervalech 3, 6, 12, 24, 48, 96, 144, 192, 240, 288, 336 a 504 hodin.

Naméfené hodnoty jsou zaznamenany v nasledujicim grafu.

Pokus c. 5 - Kost
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Graf ¢. 5: Prlibéh uvoliiovani vankomycinu z kostnich §tépl zahratych na 80 °C.

Z grafu je patrné, Ze maximalni koncentrace vankomycinu byla zaznamenéna po
48 hodinach a to 668,6 mg/l, poté doslo k jejimu téméF linearnimu poklesu. 22. den
poklesla koncentrace na hodnotu 119,0 mg/l, coz nékolikanasobné prekracuje
hodnotu MIC pro VRSA. Koncentrace uvolnéného CDP-M vyrazneé rostly a 22. den
dosahovaly hodnot 880,2 mg/l. Koncentrace CDP-m velmi pozvolna rostla az na
kone€nou hodnotu 254,0 mg/l. Winkler et al. ve své praci porovnavali uvoliovani
vankomycinu z nékolika druhd kostnich $tépl. Testovali lidské spongiézni a

kortik&lni kostni Stépy o velikosti 1 - 5 mm namletych ¢&stic, bovinni spongidzni
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kostni $tépy o velikosti 3,5 mm a jesté uvolfiovani vankomycinu z 5 mm?® krychli
lidské spongidzni kosti a bovinni spongiozni kosti. VSechny kostni Stépy byly
impregnované roztokem vankomycinu (1 g/ 10 ml) po dobu 24 hodin a poté byly 2
krat oplachnuty ve fyziologickém roztoku. Kostni $tépy prosly procesem lyofilizace
a poté byly rozdéleny po 1 g do zkumavek, kam byly nasledné pfidany 3 ml 5%
roztoku lidského albuminu, pak byly zkumavky se vzorky umistény do termostatu
nastaveného na 37 °C. Roztok albuminu byl kompletné vymeériovan kazdych 24
hodin po dobu prvnich 10 dni a pak 13., 15., 20., 22. a 28. den. Koncentrace
vankomycinu v roztoku lidského albuminu byla méfena po moci HPLC. Ve
vzorcich lidské spongiozni kosti byla namérena pocatecni koncentrace kolem 20 900
+ 1800 mg/l, ktera béhem jeden&cti vymén roztoku albuminu klesla na hodnotu
4,43 + 0,95 mg/l. Pocatecni koncentrace lidské kortikalni kosti byly dle oCekavani
nizsi nez v pripadé kosti spongidzni a to 5 752 £ 2 167 mg/l. Néasledné sniZzovani
koncentraci mélo pomalejsi priibéh nez u spongiéznich kostnich $tépl. Koncentrace
vankomycinu ve 13. dni pokusu se vSak od hodnot naméfenych ve spongiozni kosti
prilis nelisila (5,15 £ 1,61 mg/l). Bovinni spongiozni kostni $tépy uvolnily ze
zaCatku pokusu vyssi mnoZstvi vankomycinu. Po 13. dni byla koncentrace dokonce
2 krat vyssi, nez u lidské spongiézni kosti. Celkovy rozdil koncentraci byl viak
statisticky nevyznamny. Statisticky nevyznamné byly i rozdily mezi uvolnénym
mnoZstvim vankomycinu z5 mm® krychli lidskych a bovinnich spongiéznich
kostnich stépd [58].
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Kdyz bychom porovnali eluéni vlastnosti obou kostnich $tépl, moc by se
neliSily. V obou pfipadech bylo dosaZzeno maximalni uvolnéné koncentrace
vankomycinu okolo 650 mg/l, ktera posledni den pokusu klesla az na hodnotu
pfiblizné 200 mg/l a obé koncentrace uvolnéného CDP-M se dostaly az na hodnotu
kolem 1000 mg/l. Ackoliv byla kost z pokusu €. 5 kratkodobé zahfata az na 80 °C,
zfejmé to na jeji elu¢ni schopnosti nemélo vliv. Také mnoZstvi uvolnéného CDP-M
nebylo vy3si neZ u kostniho Stépu z pokusu €. 1. To naznaCuje tomu, Ze kratkodobé

zahtati pravdépodobné nema vliv na uvolnéni termodegradacnich produktdi.

Synteticky kostni $tép Actifuse dosahl v prvnich dnech oproti lidskym kostnim
Stéplm vyssi eluéni koncentrace vankomycinu (cca 818 mg/l) a témér o polovinu
nizsi konecné koncentrace CDP-M. To by mohlo byt zplsobeno tim, Ze oba kostni
Stépy mély pomérné mastny povrch, tudiz se diky tomu mohlo uvolfiovani

vankomycinu zpomalit.

Eluéni vlastnosti obou cementd se také pfilis nelisily. U obou cementl bylo
nejvétsi mnozstvi vankomycinu uvolnéno po 12 hodinach a to podobné hodnoty
koncentrace kolem 35 mg/l. Uginna koncentrace vankomycinu v cementu Palacos
byla ztracena 7. den, kdy se koncentrace snizila pod hodnotu MIC na cca 14 mg/I.
Diky tomu, Ze v cementu Copal bylo o pfiblizné 27 % vice vankomycinu, nez
v ostatnich materidlech, klesla koncentrace pod hodnotu MIC az 9. den, kdy také
klesla na priblizné 14 mg/I.
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ZAVER

Byla zavedena a validovana metoda pro stanoveni vankomycinu a jeho
termodegradacnich produktd pomoci HPLC s detekci diodového pole. Metoda
byla testovana z hlediska opakovatelnosti a reprodukovatelnosti. Hodnoty
variaénich koeficientd nepfekrocily hranici 7 % a hodnoty smérodatné odchylky
se pohybovaly pod 5 %. Bylo provedeno také testovani robustnosti metody
z hlediska skladovani vzorkd pfi rliznych teplotach. Hodnoty koncentraci vzork(
skladovanych kratkodobé pfi pokojové teploté, po dobu 5 dni pfi teploté cca

4°C a po dobu 3 mésicl pri cca -20 °C se nelisily vice nez 0 5 %.

Uvedena metoda je pomérné Casové naro¢na na pripravu vzorkd, ale je
robustni a vhodnd pro zavedeni do klinické praxe a to hlavné pro urcitou
rizikovou skupinu pacientd (s renalni insuficienci, dialyzovani, diabetici,
novorozenci), u kterych dochdzi ke kumulaci termodegradacnich produktl

vankomycinu v téle.

Déle bylo provedeno testovani eluénich vlastnosti nékterych lokalnich nosic
vankomycinu vyuzivanych pfi sloZitych ortopedickych operacich. Testované
kostni Stépy vykazovaly vyborné eluni vlastnosti, kdy se i po 3 tydnech
koncentrace uvolnéného vankomycinu drZzela nékolikanasobné nad hranici MIC
pro VRSA. Dobré elu¢ni vlastnosti vykazoval i synteticky kostni Stép Actifuse,
z néhoz se vankomycin uvolroval sice rychleji, nez z lidskych kostnich $tép,
ale také u néj doslo k rychlému poklesu koncentraci vankomycinu. | pfes to bylo
po 3 tydnech dosazeno koncentraci, které prevysuji hodnotu MIC pro VRSA.
Nejhorsi eluéni vlastnosti z testovanych nosicli vankomycinu mély oba testované
PMMA cementy Palacos a Copal. Vankomycin se béhem prvnich 12 hodin
pravdépodobné uvolnil pouze z povrchu vytvorenych tvrdych kuliek a pak se
eluce zastavila. Tyto vysledky naznaCuji tomu, Ze mnoZstvi antibiotika
pridaného k pouzitym cementdm je nedostatecné, coz jiz bylo popsano

v odborné literature.

Tato prace byla podpofena projektem NT/14218.
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SEZNAM ZKRATEK

ALP alkalicka fosfataza

AUC plocha pod kfivkou

CLIA chemiluminiscenéni imunoanalyza
DAD detektor diodového pole

DNA deoxyribonukleova kyselina

EDTA ethylendiamintetraoctové kyselina

EIA enzymova imunoanalyza

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay
FIA fluorescenéni imunoanalyza

FPIA fluorescencni polarizacni imunoanalyza

G6P-DH gluk6za-6-fosfatdehydrogenaza

hVISA heterogenous vancomycin-intermediate Staphylococcus aureus
IS vnitfni standard

JIP jednotka intenzivni péce

MIC minimalni inhibi¢ni koncentrace

NAD nikotinamidadenindinukleotid

NADH dihydroderivat nikotinamidadenindinukleotidu
NAG N-acetylglukosamin

NAM N-acetylmuramové kyselina

PBP penicilin-vazici protein

PCR polymerdzova fetézova reakce

PMMA polymethylmetakrylat

RIA radioimunoanalyza

RNA ribonukleova kyselina
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SA Staphylococcus aureus

SPE separace na pevné fazi

TSS syndrom toxického Soku

TSST toxin syndromu toxického Soku

VISA vancomycin-intermediate Staphylococcus aureus
VRE vankomycin-rezistentni Enterococcus

VRSA vankomycin-rezistentni Staphylococcus aureus
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