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CAST TEORETICKA



1. Cast teoreticka

1.1. Uvod

vvvvvv

vlbec. Od pocatku 60. let 20. stoleti, kdy sir John Charnley vyvinul cementovanou endoprotézu kycle,
zaznamenavaji pocty implantovanych TEP kycli celosvétové kazidorocni nardst. Ackoliv je
bezproblémovy pribéh po nahradé kolena bézny teprve od 90. let 20. stoleti, poéty implantovanych
TEP kolen v poslednich letech dorovnavaji pocty implantovanych TEP kycli. Kazdy rok jsou tak miliony
pacientl z riznych zemi zbaveny znicujici bolesti a navraceny zpét do pracovniho a spolec¢enského
Zivota diky znovu nabyté funkci koncetiny.

Navzdory vSeobecné zndmému uspéchu a popularité endoprotetiky nebyvaji kloubni ndhrady
bez komplikaci. Registry kloubnich nahrad eviduji desitky moznych pticin selhani endoprotézy, mezi
nimiz jsou na prvnich mistech tradi¢né aseptické uvolnéni a infekce kloubni ndhrady. Incidence infekce
kloubni nahrady v pribéhu desetileti diky zavedenym preventivhim opatfenim vyrazné poklesla na
zdanlivé marginalni hodnotu, nicméné s ohledem na celkovy pocet implantovanych nahrad se stale
jedna o desitky tisic pacient( ro¢né. Pfi sou¢asném trendu narlstu prooperovanosti populace budou
pfipady fadoveé pribyvat. Nadklady na Iécbu infekce kloubni ndhrady jsou vysoké, |é¢ba byva dlouhodoba
a Casto vyZzaduje nékolik operacnich vykonU. Pacienti, ktefi jednou prodélali IKN, maji doZivotné vyssi
riziko, Ze se u nich tato komplikace vyskytne znovu ve stejné nebo i jiné lokalizaci.

Infekce kloubni nahrady by mohla byt definovana jako pfitomnost viabilnich bakterii nebo hub
na povrchu implantatu a ve tkanich v jeho bezprostifednim okoli, které se mnozi a svou pfitomnosti a
produkty svého metabolismu vyvoldvaji zanétlivou odpovéd organismu, kterd vyusti v poskozeni tkani
hostitele aZ klinické selhani kloubni nahrady [106]. Jakkoliv jasnd je tato definice, bakterie a houby
uvnitt protetického kloubu zatim neumime detekovat s dostatecnou presnosti. Spravna a vcasna
diagnostika infekce kloubni ndhrady a pochopeni patogeneze nemoci davaji pacientovi vyssi Sanci na
Uplné vyléceni a zachovani funkéni koncetiny, redukci délky hospitalizace, celkové doby Ié€by a poctu
operaci nutnych k vyléceni. To s sebou nese i ekonomické dopady, a proto se v poslednich letech
mnoho vyzkumnych skupin zaméfilo na rozvoj v této oblasti.

PredloZena prace shrnuje dosavadni poznatky z oblasti epidemiologie, prevence, diagnostiky a
IéCby infekci kloubnich nahrad. Ddle prezentuje vysledky klinickych studii, na kterych jsem
spolupracoval béhem postgradudlniho doktorského studia. Podilel jsem se rovnéZ na testovani
ucinnosti novych antibakterialnich Iatek na zvifecim modelu akutni stafylokokové osteomyelitidy.



1.2. Biofilm

Interakce bakterii s cizim materidlem v téle pacienta poskytuje bakteriim urcitou vyhodu. Tato
skutecCnost je spolecna pro infekce kloubni nahrady, permanentni katetry, chlopenni nahrady,
kardiostimulatory i dalsi implantaty. Kazdy implantat je vhodnym mistem k pfilnuti bakterii a vytvoreni
biofilmu, a navic indukuje vznik imunologicky kompromitované oblasti s omezenym pfistupem
imunitnich bunék a latek. Biofilm je zakladnim faktorem perzistence infekce chirurgickych implantatd
[58]. Diky biofilmu unikaji bakterie diagnostice a odolavaji imunitnim reakcim organismu i intenzivni
antibakteridlni terapii. Eradikace bakterii v biofilmu je velmi obtizna.

,,Biofilm je strukturované spolecenstvi bakterii obalené do polymerové matrix, produkované
bakterialnimi bufikami a adherované k inertnimu nebo Zivému povrchu [51].“ Biofilm bychom si neméli
predstavovat jako zvlastni bakteridlni formu. Je to zakladni uspofadani bakteridlni populace v pfirodé.
Vétsina bakterialnich bunék na nasi planeté se vyskytuje ve formé biofilmu a pouze minimum bakterii
Zije ve volné, planktonické formé [52]. Priklady béinych biofilml jsou kluzkd vrstva na Ficnich
kamenech nebo zubni plak. Biofilm je vysledkem dlouholeté evoluce a vznika jako adaptivni reakce na
nepriznivé podminky okolniho prostiedi, kterd umoznuje jednobunéénym organismim prezit uvnitf
mnohobunécného spolecenstvi [133]. Pro bakterie je lidské télo jen dalsi prostfedi se specifickymi
podminkami, kterym se v zajmu preziti, ristu a mnoZeni prizplsobuji pomoci zdkladnich mechanism(
ziskanych v priibéhu své evoluce. Odhaduje se, Ze vice nez 65 % vsech lidskych infekénich onemocnéni
je zplGsobeno bakterialnim biofilmem [330].

1.2.1. Slozeni biofilmu

Extraceluldrni matrix biofilmu je tvofena polysacharidy, polymernimi proteiny, volnou DNA,
kyselinou teichoovou a lipidy [10]. Hlavnim smyslem téchto latek je mechanicka ochrana bakterialnich
bunék, zabranéni prostupu antimikrobialnich sérovych slozek (tedy protilatek a komplementu) az
k bakterialnim burikam a zadrzeni esencialnich Zivin [92].

Klinicky vyznamnou roli hraje PIA (polysaccharide intercellular adhesine), ktery je zodpovédny
za adhezi mezi burikami. Chemické sloZeni PIA je poly-1,6-B-N-acetylglukosamin, zkracené PNAG.
Bakterie, které byly experimentdlné zbaveny genu pro tvorbu PIA, ztratily schopnost tvorby biofilmu
na nékterych povrsich [137]. Byla popsana i fada jinych proteind, které davaji bakterialnim burikam
schopnost adheze k povrchim: accumulation-associated protein (Aap), extracellular matrix protein
(Emp), protein A nebo Staphylococcus aureus surface protein G (SasG). Ne vsechny biofilmy tedy
vyuzivaji PIA [114].

Extraceluldarni DNA (eDNA) je nastrojem sdileni faktorG virulence a pfenosu gend antibiotické
rezistence mezi bakteriadlnimi burikami a zaroven prispiva i k lepsim mechanickym vlastnostem biofilmu
a adhezi bakterii pomoci vazby eDNA k polymernim proteinim a polysacharidiim extracelularni matrix
[393]. Bakterie dodavaji eDNA do extraceluldrni matrix bud' aktivni sekreci nebo pomoci autolyzy
vybranych bunék. Tento proces i proces pfrijmu eDNA bakteriadlni burikou, zvany kompetence, je fizeny
systémem bunécné signalizace zvanym quorum-sensing systém [363]. V biofilmu je horizontalni
pfenos genU vyvinuty mnohem vyraznéji nez v planktonické populaci bakterii [142]. Podil eDNA
v extracelularni matrix biofilmu se méni v pribéhu cyklu vyzravani biofilmu [343] a reaguje na zménu
podminek. Vystaveni biofilmu subinhibi¢ni koncentraci antibiotika zvySuje podil eDNA v extracelularni
matrix, coZ nejen urychluje prenos gen( antibiotické rezistence, ale také zhorsuje prlinik antibiotika
k bakteridlnim burikam [76].

10



DuleZitou soucasti bakterialniho biofilmu jsou sérové proteiny hostitele. S. aureus pomoci
koaguldzy preménuje fibrinogen na fibrin, ktery se potom stdva pevnou slozkou extraceluldrni matrix.
Fibrin vyrazné snizuje penetraci antibiotik biofilmem [342]. Zvlastni postaveni ma modulin rozpustny
ve fenolu (PSM). Za urcitych podminek mizZe PSM agregovat do amyloidnich fibril a stabilizovat biofilm
zlatého stafylokoka [381]. Kromé toho pUsobi jako cytotoxin na eukaryotické buriky a hraje stézejni roli
vV quorum-sensing systému.

1.2.2. Vlastnosti bunék vazanych v biofilmu

ees

Bakteridlni buriky Zijici uvnitf biofilmu vykazuji odlisSny fenotyp od volnych bunék rozptylenych
v prostredi. Jsou rozmistény husté vedle sebe, vystaveny nedostatku Zivin a kysliku a nadbytku zplodin
svého metabolismu, coZ vede nutné k ur¢itym k metabolickym a fenotypovym zménam.

Zpomaleni aZ zastaveni rlstu. Bakterie v biofilmu tlumi syntézu DNA, protein( a bunécné
stény [395]. S Upravou metabolismu souvisi i redukovand potfeba a zména zastoupeni pfijimanych
Fivin [92]. Cést populace rist, mnoZeni a pFijem Zivin Gplné zastavi [51]. Tato extrémni Zivotni forma,
perzistory, zcela zastavila latkovou vyménu a dychani, avSak dokaze se ,0zivit” v reakci na konkrétni
signaly.

Pfechod na anaerobni metabolismus. Stafylokoky maji aerobni metabolismus za
dostatecného pfistupu kysliku, ale v hlubsich vrstvach biofilmu se musi pfizplsobit jeho nedostatku
[255]. Dukazem je exprese alkohol dehydrogenazy a L-laktat dehydrogenazy, enzym( zapojenych do
anaerobniho metabolismu [353].

Zvysena mutabilita. Navzdory utlumené reprodukci je v biofilmech vétsi pravdépodobnost
vzniku mutant s novymi vlastnostmi nez u bakterii v planktonické formé [92].

Exprese stresovych genl. Bakterie tvori biofilmy v reakci na zhorsené podminky okolniho
prostredi. Exprimuji stresové geny, napr. univerzalni stresovy protein A (uspA), cozZ je fylogeneticky
konzervovand molekula, kterou tvoti bakterie, houby, archaea i hmyz v pripadé ohrozZeni. Bakterie
vazané v biofilmu vyraznéji exprimuji nukleosid-difosfat-kinazu (Ndk), ktera je v prvni fadé enzymem
syntézy nukleosid-trifosfatli jinych nez ATP (CTP, UTP, GTP). Ndk je ale aktivniiv syntéze polysacharid(
a vsupresi imunitnich bunék. Zvysend exprese Ndk znamend, Ze bakterie syntetizuji slozky
extracelularni matrix biofilmu. DalSi over-exprimovany protein je FabG, ktery hraje stéZejni roli
v syntéze dlouhych mastnych kyselin [353].

Zmény pH a elektrickych vlastnosti membrany [92].

Ochrana pred fagocytézou. Uvnitf biofilmu jsou bakterie do jisté miry chranéné pred
fagocytdzou [286]. Mira rezistence k fagocytdze se odviji od druhu bakterie a slozeni biofilmu [130].

RGzné bakteridlni buriky téhoZ kmene uvnitf jednoho biofilmu exprimuji rizné geny a nabyvaji
raznych fenotyp(, diky ¢emuZ se biofilm lehce podoba organizovanym tkanim mnohobunécnych
organismu, kde se jednotlivé subpopulace bunék specializuji na riizné funkce [51]. Kazdy stafylokokovy
biofilm obsahuje nejméné 4 subpopulace: buriky rostouci s aerobnim metabolismem, buriky rostouci
s anaerobnim metabolismem, spici bunky a mrtvé bunky [255]. VySe popsané vlastnosti bunék
vazanych v biofilmu jsou u rGznych subpopulaci vyjadiené v rizné mire. Kazdy fenotyp potom muze
mit i jiny profil antibiotické rezistence.

11



Bakterie exprimuji rlizné geny v zavislosti na prevladajicim typu leukocytd, které je obklopuiji.
Zatimco neutrofily fenotyp bakterii témér neméni, prfitomnost makrofagt zplsobi down-regulaci genli
fidicich rlst, tvorbu bunécné stény nebo replikaci [263].

1.2.3. Mechanismy antibiotické rezistence biofilmu

Struktura biofilmu obecné brani volné difuzi molekul antibiotik, protilatek i komplementu.
Proto vétsina antibiotik dosahuje uvnitf biofilmu koncentraci vyrazné nizsich, nez je koncentrace
v séru. Extracelularni hydrolytické enzymy biofilmu inaktivuji néktera antibiotika jeSté predtim, neZ se
dostanou do kontaktu s bakterialnimi bufikami [192]. Kladné nabité aminoglykosidy byvaji zachyceny
zaporné nabitymi molekulami exopolysacharidové matrix [142].

Mechanismus antibiotické rezistence vsak neni pouze Spatnd prostupnost biofilmu pro vétsinu
antibiotik. Tato hypotéza byla prekondna poté, co bylo dokdzano zZe néktera antibiotika dosahuiji i
uvnitf biofilmu koncentrace presahujici MIC pro planktonické formy bakterii. Dokonce i vankomycin,
velkd molekula, ma znacnou penetraci biofilmem [56]. Rezistence bakterii uvnitf biofilmu je tedy
zpUsobena zménami fenotypu bunék popsanymi vyse, které vedou k vyraznému nartstu MIC vétsiny
antibiotik. Na pfikladu zlatého stafylokoka bylo ukdzano, Zze MIC nékterych antibiotik pro metabolicky
a reprodukcéné inaktivni bakteridlni buriky maze byt uvnitf biofilmu az 1000x vy3si v porovnani
s planktonickymi bakteriemi [198]. Proto se u bakterii tvoficich biofilm zavadi pojem minimalni biofilm
inhibujici koncentrace (MBIC) a minimalni biofilm eradikujici koncentrace (MBEC).

Struktury a procesy, na které antibiotika cili, tedy syntéza DNA, protein’ a bunécéné stény, jsou
mnohondasobné méné ovlivnitelné, pokud jsou inaktivni. Napfiklad B-laktamy jsou Gc¢inné pouze na
bunky, které pravé syntetizuji bunécnou sténu. Proto zUstavaji netknuté ty bakterie vazané v biofilmu,
které bunécnou sténu netvoti [102].

Uvnitf  biofilmu samoziejmé funguji ,tradi¢ni“ mechanismy antibiotické rezistence
planktonické formy bakterii, jako jsou modifikace cilové molekuly, zhorseni propustnosti plasmatické
membrany pro antibiotikum, aktivni transport antibiotika ven z buriky nebo enzymaticka hydrolyza
antibiotika [192]. Bakterie Zijici v biofilmu vykazuji vyrazné vyssi frekvenci mutaci neZ bakterie
v planktonické formé, takze vznik nového mechanismu antibiotické rezistence je uvnitf biofilmu

pravdépodobné;jsi [78].

1.2.4. Stadia vyvoje biofilmu

Tvorba biofilmu zacind béhem prvnich vtefin po kontaktu bakterii s povrchem implantatu. Biofilm
ve svém vyvoji periodicky prochazi ¢tyfmi stadii vyvoje [114]:

1. Adheze bunék. lhned po zavedeni ortopedického implantatu se implantat zacina pokryvat
pacientovymi sérovymi proteiny. Z nich nejdllezitéjsi jsou fibrin, fibronektin, von Willebrandliv
faktor a vitronektin. Sérové proteiny jsou v kloubu pfitomny ve zvySené mire po poranéni a
krvaceni, tedy samoziejmé i po implantaci kloubni nahrady. Bakterie na svém povrchu
exprimuji fibrinogen vazajici protein, von Willebrandv faktor vazajici protein a dalsi molekuly,
které jim usnadnuji adhezi k povrchu implantatu pomoci vazby na hostitelské proteiny
[209][226]. Bakterie mUzZou k povrchu implantatu ptilnout i bez pomoci hostitelskych protein(,
coz je zavislé na elektrickém naboji, hrubosti a hydrofobii povrchu implantatu [259].
Experimentdlné bylo ovSsem prokazano, Zze mutanty, které nejsou schopny na svém povrchu
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exprimovat fibrinogen vazajici protein nebo fibronektin vazajici protein, nejsou schopny tvofit
biofilm na kloubnich nahradach ani volné plujici agregaty v kloubnim vypotku [61]. Biofilmy se
netvofi jen na inertnich povrsich implantat(, ale téZ na Zivych nebo nekrotickych tkanich, jako
napf. na kostnim sekvestru u osteomyelitidy nebo uvnitf bronchidlniho stromu pacienta
s cystickou fibréozou [51].

E3 ~ntibiotikum [ Protilétka [y Planktonické bakterie @ Bakterie v biofimu  [E Enzymy granulocyt

Obrdzek 1.1: Stadia vyvoje biofilmu. Pfevzato z [51]

Agregace bunék. Bakterialni bunky intenzivné proliferuji a formuji klastry bunék navzajem
propojenych adheznimi molekulami. Kromé toho bakterie secernuji slozky extracelularni
matrix, ktera postupné pokryje celé jejich kolonie a vytvofi jim ochrannou bariéru. V tomto
stadiu je biofilm jesté nestabilni a pomérné snadno odstranitelny.

Vyzravani biofilmu. Béhem treti faze se bakterialni buriky specializuji do subpopulaci's rGznymi
rolemi a komunikuji pomoci quorum-sensing systému. Quorum-sensing systém mezibunécné
signalizace je zodpovédny za rychlost mnozeni jednotlivych subpopulaci a transkripci
konkrétnich genl, tedy i vlastnosti subpopulaci, jejich schopnost pfijimat Ziviny a odoldvat
antibiotikim. Povrchoveé uloZené bakterie maji snadnéjsi pristup ke kysliku a Zivinam, a proto
jsou metabolicky aktivnéjsi nez hluboko uloZené buriky. Alesport omezené se rozmnoZuji a jsou
citlivéjsi k antibiotikim [102]. Vyzraly biofilm ma sloZitéjsi architekturu, je organizovany do
vrstev a protkany vodnimi kandly umoziujicimi prostup Zivin [52]. Zraly biofilm je uz velmi
obtizné eradikovat. Odstranéni biofilmu pouze mechanismy imunitniho systému téla hostitele
je vzacnym jevem [51].
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4. Uvolnéni bakterii z biofilmu. Z vyzradlého biofilmu se periodicky uvoliuji bakterie do volné
plujici frakce nebo se oddéluji celé kusy biofilmu, aby kolonizovaly dalsi volné povrchy, popfr.
metastazovaly do jinych ¢asti téla hostitele. Za na¢asovdnim a rozsahem tohoto procesu opét
stoji quorum-sensing systém. Biofilm starne a degraduje podobné jako tkané wvyssich
organismd.

Obrdzek 1.2: Biofilm Staphylococcus epidermidis na kovovém terciku TigAl,V. Snimek poridila
Bc. Lucie Vdlkova pomoci rastrovaciho elektronového mikroskopu Hitachi SU6600. Snimek
laskavé poskytl doc. Pandcek z Prirodovédecké fakulty UPOL.

1.2.5. Ovlivnéni biofilmu synovialni tekutinou

Ctyfi stadia vyzravani biofilmu, ktera se cyklicky opakuji béhem infekce kloubni nahrady, jsou
fizena quorum-sensing systémem, tedy systémem bunécné signalizace mezi bakterialnimi burikami,
ktery je zodpovédny za specializaci subpopulaci, expresi rlznych genl v riznych subpopulacich
biofilmu, a tedy i rizné fenotypy nékterych bunék. Soucasti tohoto systému je i Agr (accessory gene
regulator) a jeho efektor PSM (modulin rozpustny ve fenolu), které byly zkoumdany na bakterii
Staphylococcus aureus. PSM je specificky stafylokokovy cytotoxin a zaroven enzym rozpoustéjici ¢asti
zralého biofilmu a zodpovida za rozsev bakterii z biofilmu do volné frakce. Jeho cilovou molekulou je
jedna z hlavnich sloZek extraceluldrni matrix biofilmu, PIA. Pokud pfi mutaci bakterie ztrati gen Agr a
netvofi tedy PSM, jeji biofilm se spontanné nerozpousti a nabyva obrovskych rozmérd. Navic postrada
typickou architekturu. Aktivita genu Agr je vyrazné snizena v pfitomnosti kloubni tekutiny. Stejny
bakterialni kmen tedy uvnitf kloubu tvofi silnéjSi a méné strukturovany biofilm neZ in vitro, a to
Ucinkem latek produkovanych hostitelem [61].
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1.2.6. Ovlivnéni imunitniho systému biofilmem

Nejnovéjsi imunologické poznatky dokladaji, Ze prezivani bakteridlnich biofilmd a unikani
antibiotické rezistence, ale téZz oblenénim imunitni reakce v okoli biofilmu. Zatimco planktonické
bakterie vedou makrofagy ke klasické aktivaci, tedy fagocytdze, uvolnéni prozanétlivych cytokinl a
reaktivnich sloucenin kysliku a dusiku, stafylokokovy biofilm indukuje protizanétlivou odpovéd
organismu, charakterizovanou hromadénim alternativné aktivovanych makrofagd v jeho okoli a
expanzi myeloidnich supresorovych bunék — MDSC [127]. To, jestli se makrofagy aktivuji klasickym
prozanétlivym nebo alternativnim protizanétlivym zplsobem, se odviji od mnoha faktor( okolniho
fagocytuje a indukuje fibrotizaci tkané. M4 suprimovanou tvorbu indukovatelné NO syntetdzy (iNOS),
hlavniho baktericidniho mechanismu, takZe netvofi reaktivni slouceniny dusiku. Misto toho exprimuje
arginazu 1, enzym tvorby prolinu, prekurzoru kolagenu. Zlaty stafylokok charakter prostredi
v pfitomnosti makrofagl aktivné upravuje smérem alternativni aktivace makrofagl, ¢imz prispiva
k dysfunkci makrofagt. Vyuziva k tomu ucinek leukocidinu AB a alfa toxinu, které mohutné secernuje
do svého okoli [380]. Experimentdlné bylo prokazano, Ze injekcni aplikace makrofagl, které jsou jiz
z predchoziho in vitro prozdnétlivého prostredi aktivovany klasickou cestou, na pravé se rodici biofilm
vyrazné zpomali rlst a vyvoj biofilmu [134].

MDSC mohou mit v periprotetické tkani 2 ulohy: potlacuji aktivaci T-lymfocytl nebo se
diferencuji do neutrofill, makrofagl nebo dendritickych bunék. Zlaty stafylokok svymi pusobky
sméfuje diferenciaci MDSC do makrofagli s protizanétlivou aktivaci [374]. V periprotetické tkani se
stabilné nachazi velmi nizky podil T-lymfocytl, coZ je zpUsobeno pravé inhibici jejich aktivace a
proliferace v pfitomnosti robustniho infiltratu MDSC [138]. V pfitomnosti slozky PIA extracelularni
matrix biofilmu je narusena i prace neutrofilnich granulocytd, které vykazuji mensi schopnost
fagocytdzy bakteridlnich bunék [327]. Pokud bakterie secernuji PSM, tento potom pUsobi toxicky na
neutrofily a v krajnim pfipadé vede kjejich bunécné lyze. Pfitomnost neutrofild stimuluje zlaté
stafylokoky k akcentované sekreci PSM [263].

V pritomnosti stafylokokového biofilmu je tedy imunitni systém vyrazné kompromitovan.
Implantat jako kazdé cizi téleso je pro imunitni bunky a latky hlife dostupnym terénem uz jenom proto,
Ze na rozdil od vlastnich tkani neni perfundovan. Horsi perfuzi ma i operacni jizva. VSechny tyto faktory
vedou k tomu, Ze nejmensi pocet bakterii nutny pro vznik infekce je po operaci s implantatem az o 6
fadl nizsi neZ po operaci bez implantatu. K vyvolani infekce kloubni ndhrady S. aureus staci teoreticky
pouhych 100 bunék zlatého stafylokoka [645].

1.2.7. Varianty malych kolonii

Nékteré bakterie jsou schopny transformace do stavu, ktery jim umozZnuje prizplsobit se
narocnéjsim podminkdam prostredi. Tento stav se nazyva varianty malych kolonii, ,small colony
variants” nebo ,SCV“. Fenotyp SCV obvykle vznika v reakci na restrikci Zivin, kontakt se subletalni
koncentraci antibiotik, genetickou mutaci nebo jiny stresovy faktor, kterému jsou bakterie
vystaveny [20]. SCV neni alternativa k biofilmu, ale jeden z moZnych fenotyp(, kterého bakterie
v biofilmu nabyvaji. Fenotyp SCV byl zatim pozorovan u tfi bakteridlnich druhl: S. aureus, S.
epidermidis a S. lugdunensis [366]. Pokud S. aureus prejde do formy SCV, tvofi vétsi a strukturované;jsi
biofilm nezZ bézné varianty [274]. Oznaceni SCV bylo pouzito kvlli makroskopické morfologii kolonii
vykultivovanych na agarovych plotnach, protoze bakterie ve formé SCV tvofi kolonie cca. 10x mensi
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nez jejich genotypicky totozné varianty v béiné formé. SCV neznaji hemolyzu, vykazuji vyrazné
zpomaleny rlst, mensi naroky na Ziviny, vyssi antibiotickou rezistenci a rizné biochemické odlisnosti
v porovnani s bézné izolovanymi variantami. Nejednou se stane, Ze na kultivacni plotné vyrostou
klasické kolonie a SCV geneticky totozného kmene a SCV jsou potom prehlédnuté nebo interpretované
jako kontaminace [13].

Hlavni biochemickou odlisnosti SCV od béznych variant zlatého stafylokoka je auxotrofie pro
hemin, menadion a tymidin. Fakt, Ze bakterialni burika ztratila schopnost syntetizovat vlastni tymidin
a je plné odkazana na jeho pfijem z prostredi, hraje z hlediska antibiotické rezistence vyznamnou roli
proto, Ze tato SCV varianta obchazi ucinek ko-trimoxazolu, ktery brani endogenni syntéze tymidinu.
Dalsi odlisnosti SCV od klasické varianty zlatého stafylokoka je defekt v elektronovém transportu, a
tedy zména elektrického potencidlu na bunécné membrané, kterd znemozni priichod aminoglykosidl
do bakterialni buriky a zpUsobi tak jejich absolutni neucinnost [197].

SCV jsou schopny perzistovat intraceluldrné uvnitf savcich bunék, ¢imz dlouhodobé unikaji
moci imunitniho systému hostitele [249]. V ptipadé zlatého stafylokoka se o pritomnosti bakterie
uvnitf lidskych bunék ¢asto nehovofi, nicméné tento jev byl popsan na burikdch endotelu pacient(
s infekéni endokarditidou [57] a dale na osteoblastech, fibroblastech a polymorfonukledrech u infekce
kloubni nahrady [266]. Do osteoblastl penetruji vyhradné burky sfenotypem SCV, zatimco
profesiondlni fagocyty fagocytuji i klasické varianty bakterii [366]. Produkty metabolismu SCV jsou
vyrazné méneé toxické pro okoli, popf. buriku, ve které SCV prezivaji, nez je tomu u béznych variant, a
proto burka zlstava dlouhodobé viabilni [281]. Uvnitf buriky jsou potom SCV vystaveny mensim
koncentracim antibiotik, neZ kterych je dosaZeno v intersticiu. Rlizna antibiotika maji samoziejmé
rznou miru prostupu do intracelularniho prostoru v zavislosti na své lipofilité [57]. Po vysazeni
antibiotické |écby se intracelularni SCV stavaji zdrojem reinfekce.

Ackoliv byla intracelularni perzistence v osteoblastech S. aureus prokazana opakovang,
internalizace S. epidermidis zUstava spornd a S. lugdunensis nebyl v osteoblastu zastizen nikdy. | u
zlatého stafylokoka se jedna spiSe o vzacny jev: na 100 000 zkoumanych osteoblastl pfipadd pouze
100 internalizovanych bunék S. aureus.

Doddni heminu, menadionu a tymidinu bunkam ve formé SCV vede k nabyti klasického
fenotypu, véetné hemolyzy a opusténi intracelularniho prezivani zlatého stafylokoka [20].

Vsechna uvedena zjisténi platnd pro S. aureus vsak nelze plosné pouzit pro dalsi stafylokoky
tvorici SCV. Vyssi rezistenci na aminoglykosidy nebo ko-trimoxazol vykazuji pouze nékteré kmeny S.
epidermidis ve formé SCV. SCV S. epidermidis nejsou nikdy auxotrofni pro hemin, menadion nebo
tymidin. Nebylo ani prokazano, ze SCV S. epidermidis by tvotily vyraznéjsi biofilm nez bézné varianty
stejného kmene [197].

1.2.8. Biofilmu podobné agregaty

Nova zjisténi nas vedou k pfehodnoceni ndhledu na bakteridlni biofilm jako na entitu vznikajici
pouze na povrsich tkani nebo neZivych materiald. V pfitomnosti kloubni tekutiny totiz bakterie upravuji
expresi nékterych genl a nabyvaji fenotypu bakterii pfisedlych v biofilmu, i kdyZz se volné pohybuiji
v kloubnim prostoru v podobé agregatli. Ackoliv maji pravdépodobné pfistup k dostatku kysliku,
stafylokoky v agregdtech exprimuji alkohol dehydrogendzu a L-laktat dehydrogenazu, enzymy
zapojené do anaerobniho metabolismu, a dale univerzalni stresovy protein A (uspA), coz svédci o tom,
Ze jsou vystaveny stresu podobné jako bakterie v biofilmech [353].
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Podobné jako biofilm, tyto agregaty k bakteridlni adhezi vyuZzivaji lidské sérové proteiny (napft.
fibrin a fibronektin) a bakteridlni fibrinogen vazajici protein. Experimentdlné bylo ovéreno, Ze podani
plasminu vyrazné redukuje tvorbu biofilmu i volnych bakteridlnich agregatd. Plasmin je serinova
protedza krevni plasmy, kterd odbourdva fadu krevnich proteinl, prfedevsim fibrin v koagulech.
Bakterie neschopné tvofit agregaty a biofilm jsou vyrazné citlivéjsi k antibiotikiim [60]. Fakt, Ze tvorba
agregatd je vyrazné utlumena v pfitomnosti plasminu, je povaZovan za dlikaz, Ze agregace bakterii je
nejvice zavisla na fibrinu a méné na ostatnich sérovych proteinech. Bohuzel pro pacienta je to pravé
fibrin, ktery je ze vSech bakteriemi vazanych sérovych proteinl nejhojnéji zastoupen
v traumatizovanych kloubech, tedy i v misté implantace kloubni nahrady [61].

1.2.9. Dalsi strategie preziti

Bakterie pUsobici infekci kloubni nahrady tvofi biofilmy, biofilmim podobné agregaty, nabyvaji
formy SCV a prezivaji uvnitf lidskych bunék, véetné osteoblastl. Existuji i dalsi zpUsoby, kterymi
bakterie unikaji imunitnimu systému a cilené antibakterialni [éCbé:

Odolnost vici oxidativnimu stresu. Zlaté stafylokoky vazané v biofilmu na své cytoplasmatické
membrané exprimuji stafyloxantin a superoxid dismutdzu, které je chrani pfed oxidativnim stresem
reaktivnich sloucenin kysliku, a znemoZiuji zahubeni bakteridlni buriky jednim z nejdlleZitéjsich
antibakterialnich mechanisma neutrofil( [48].

Odolavani fagocytéze. Zlaty stafylokok vdézany ve zralém biofilmu odoldva fagocytdze
polymorfonuklearnimi neutrofily. Cerstvy biofilm je fagocytézou jesté zranitelny [132]. Snahou
polymorfonuklearnich neutrofilll je po fagocytdze propadnout apoptdze, v jejimz prabéhu sStépi
intracelularni slouceniny véetné DNA intraceluldrnich fagocytovanych stafylokokl. Programovana
bunécna smrt zabrani vyliti cytotoxickych slou€enin, narozdil od pfipadné nefizené nekrézy. Senzitivita
k fagocytdze je zavisla na druhu bakterie. S. epidermidis je odolnéjsi k fagocytdze neutrofily a vyrazné
méné indukuje apoptdzu neutrofilt [130].

Perzistence uvnitf profesionalnich fagocyta. Pokud je pfece jen zlaty stafylokok fagocytovan,
mUzZe a nemusi perzistovat uvnitf neutrofilll a mize se jejich pomoci presouvat do pfilehlych tkani [44].
Uvnitf neutrofilt jsou potom bakterie do jisté miry chranény pred plsobenim antibiotik a mohou v nich
perzistovat aZ do ukonceni antibiotické terapie, aby se potom staly zdrojem recidivy infekce.

Inhibice komplementu. Zlaty stafylokok je schopny inhibovat aktivaci komplementu [44].

Asymetrické déleni. Staphylococcus aureus vazany v biofilmu se na okrajich kostnich fisur déli
asymetricky tak, Ze dcetiné bunky nabyvaji mensich rozmért a podlouhlych tvarl. To jim umoZnuje
pronikat do nejuzsich Stérbin a lakun osteocytl, kde maji neomezeny pfisun Zivin a do jisté miry jsou
chranény pred imunitou [258].

1.2.10. Vliv biofilmu na osteolyzu

Pfedstava, Ze bakteridlni biofilmy secernuji toxiny a enzymy, které rozpoustéji kostni matrix a
preménuiji ji na zdroj Zivin a umoziuji invazi do kostni tkané, je potvrzena pozorovanim a pfrijata [155].
To ovSsem neni jediny mechanismus osteolyzy. Poskozeni osteocytll (biomechanické, ucinek zanétlivych
mediator(, bakteridlnich toxin(, intraceluldrni invaze bakterii) zpUsobi jejich apoptézu a uvolnéni
RANKL (receptor activator of nuclear factor-k B ligand), ktery reaguje s RANK (receptor activator of
nuclear factor-k B) na povrchu monocyto-makrofagovych prekurzorl a priméje je k diferenciaci
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v osteoklasty. Prozanétlivé cytokiny rovnéz stimuluji osteoklastogenezi bud pfimo nebo stimulaci
produkce RANKL osteoblasty [366]. Dalsi buriky, které produkuji RANKL, jsou polymorfonuklearni
neutrofily, které jsou v pfitomnosti bakterii pfirozené aktivované.

Zajimavosti je, Ze notoricky znamy superantigen TSST-1 (toxin stafylokokového toxického
Soku 1), ktery je spojovany stoxickym Sokem zpUsobenym pomnoZenim zlatého stafylokoka
v menstruaénim tamponu, hraje v infekci kloubni nahrady jinou roli: stimuluje resorpéni aktivitu
osteoklast( [358].

Zlaty stafylokok nejen podporuje resorpci kosti pomoci stimulace osteoklastl, ale svymi
plsobky sniZuje aktivitu osteoblastl, v krajnim pfipadé indukuje jejich smrt [365]. Hlavnimi hybateli
osteolyzy jsou makrofagy, které jsou pritomny jak u infekéniho, tak u aseptického uvolnéni implantatu,
kde fagocytuji otérové cdstice a sekretuji prozanétlivé mediatory, které jsou potom signdlem
k pfichodu dalsich makrofagl a aktivaci osteoklastl [233]. Makrofagy se spojuji do mnohojadernych
bunék, aby mohly fagocytovat velké otérové cCastice. Na rozdil od osteoklastl tyto obrovské burky
nemaji schopnost resorbovat kostni matrix [366].

18



1.3. Epidemiologie infekci kloubnich nahrad

Pocet implantovanych kloubnich nahrad kaZzdoro¢né stoupa u nas i ve svété. Poptdvka roste
diky neutuchajicimu nadseni odborné i laické verejnosti z pozitivnhiho dopadu operace na kvalitu Zivota
pacienta a diky vy$simu véku doziti populace. Ortopedicka pracovisté nabizi vétsi a vétsi kapacity pro
endoprotetickou operativu. Umé&rné vyvoji poctu primarnich implantaci, ale s jistym zpozd&nim, musi
zdkonité rlst i pocet reviznich operaci. Neptijemnym zjisténim je, Ze celosvétové sili podil infekci
kloubnich nahrad na celkovém poctu indikaci k reviznim operacim.

1.3.1. Srovnani dat z vybranych narodnich registrt

Do ¢eského Narodniho registru kloubnich nahrad bylo v roce 2003 registrovano 5524 TEP kycli
implantovanych v ¢eskych nemocnicich. V soucasnosti se podle dat Narodniho registru kloubnich
nahrad v CR implantuje kolem 16 tisic TEP ky¢li (2018). V roce 2003 Nérodni registr zaznamenal 994
reviznich TEP kycli, o patnact let pozdéji potom 1586 revizi TEP kycli. To neznamena skokovy narUst
reoperaci, nybrz se ukazuje, Ze registr pokryva vét$i a vétsi pocet pracovit v CR. TEP kolen se u nas
implantuje lehce méné neZ TEP kycli. V roce 2018 probéhlo 12 507 primoimplantaci a 704 revizi TEP
kolen [389].

Pocty TEP v CR

2003 | 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018

M Revize TEP kolen 643 749 770 704
Revize TEP kycli 994 1066 1259 | 1402 1443 1423 | 1348 1346 1491 1578 1434|1542 1603 1688 | 1638 1586
Primarni TEP kolen 10108 1169511706 12507

Primdrni TEP ky¢li | 5524 6793 9443 | 9365 | 9416 11470 11639 11828 12457 13239 13304 13792 14818 15528 15699 15854

Graf 1.1: PoCty primdrnich a reviznich TEP kycli registrovanych do Ndrodniho registru kloubnich
néhrad Ceské republiky v letech 2003 aZ 2018. TEP kolen se zacaly registrovat v roce 2015 [389]
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Indikace k revizni operaci. Revizni operace kloubnich nahrad maji celou skalu moznych
indikaci. Infekce kloubni nahrady zaujima stale vétsi podil mezi pficinami reviznich operaci kloubnich
nahrad. Tento trend ma pravdépodobné nékolik pficin. Zaprvé je to samoziejmé pokrok v operacni
technice a vyvoji implantat(l, ktery vedl ke sniZeni incidence aseptického uvolnéni a mechanického
selhani implantatd. Na druhé strané k primarni ndhradé indikujeme stdle rizikovéjsi polymorbidni
pacienty. Obezita a diabetes jiz davno nejsou na seznamu kontraindikaci, ovSem pocet pacientd
s témito civilizaCnimi chorobami roste. V neposledni fadé se rozsifuji infekce multirezistentnimi
bakterialnimi kmeny [169].

Cesky Narodni registr kloubnich nahrad nejcastéji eviduje nasledujici d@ivody k revizim TEP
kycli: Aseptické uvolnéni, recidivujici nebo zaviené nereponibilni luxace, infekce kloubni nahrady,
periprotetickd fraktura, otér polyethylenové vlozky, osteolyza, mechanické selhani implantatu,
paraartikularni osifikace, neresitelna bolest ky¢le, hematom. Graf 1.2. zndzornuje podil jednotlivych
pricin na celkovém poctu reviznich TEP kycli [320].

Davody k revizim TEP kycli

= Aseptické uvolnéni, osteolyza = Luxace IKN
= Periproteticka fraktura = Opotrebeni PE = Mechanické selhani implantatu
= Paraartikularni osifikace Bolest nejasné etiologie Ostatni

Graf 1.2: Divody k revizim TEP kycle podle vystupu z Ndrodniho registru kloubnich ndhrad Ceské
republiky za léta 2003 — 2012 [320].

U TEP kolen jsou pficiny revizi mirné odlisné: V poradi od nejcastéjsi se jednd o aseptické
uvolnéni, infekci, nestabilitu, mechanické selhani implantatu, bolesti nejasné etiologie, opotfebeni
polyethylenu a kloubni ztuhlost. Ostatni pficiny jsou zastoupeny jen okrajové a jejich detailni soupis
pfindsi tabulka 1.2. [389].

20



Davody k revizim TEP kolen

= Aseptické uvolnéni IKN Bolest nejasné etiologie
= Nestabilita Mechanické selhani implantatu = Opotrebeni PE
= Zlomenina Ostatni

Graf 1.3: Divody k revizim TEP kolen podle vystupu z Ndrodniho registru kloubnich ndhrad Ceské
republiky za léta 2015 — 2019 [389]

Ostatni narodni registry hlasi podobna zjiténi jako Narodni registr kloubnich ndhrad CR. Pocet
implantovanych TEP ve Velké Britdnii roste. V roce 2010 bylo implantovano 75 513 TEP kycli a 81 733
TEP kolen. V roce 2018 potom 97 792 TEP kycli a 102 944 TEP kolen [371]. Infekce kloubni ndhrady byla
pfic¢inou 9,87 % reviznich operaci TEP kycli a 25 % TEP kolen. Podil infekci na vSech indikacich ma
dlouhodobé pomaly vzestupny trend.

Svédsko je jednou ze zemi s nejvétsi incidenci primarnich TEP. V roce 2017 bylo ve Svédsku
implantovano 18 140 primarnich TEP kycli, coZ odpovida incidenci 353 TEP na 100 000 obyvatel starSich
40 let. 3,4 % Svédd nosi alesport jednu TEP kyéle. Incidence primarnich TEP kolen je ve Svédsku
srovnatelna: v roce 2018 implantovali 15 430 TEP kolen, tedy 151,6 TEP kolena na 100 000 obyvatel
véech vékovych kategorii. Kromé toho vede Svédsko vypracovany registr kloubnich ndhrad, a proto se
jiz tradi¢né odkazuje na Svédska data pfi srovnavani vysledk(. PFic¢ina revizi TEP kycli byla v roce 2017
ve 22 % infekce kloubni nahrady, v pfipadé kolen v roce 2018 dokonce 30 %. Pozorujeme vyrazné
rostouci trend: v roce 1999 zaujimala IKN pouze 6 % [385][386].

Pro srovnani také poslouzi data z amerického registru kloubnich nahrad (AJRR, American Joint
Replacement Registry). Tento registr je vSak mladsi (byl zaloZen teprve v roce 2012) a zatim do néj
vklada data mensina americkych ortopedickych oddéleni. V roce 2016 bylo do AJRR registrovano
102 901 TEP kycli, z toho 5056 pfi revizni operaci, a dale 150 455 TEP kolen, z toho 8047 pfi revizni
operaci.
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Dulivod revize

Uvolnéni acetabuldarni komponenty aseptické
Uvolnéni femoralni komponenty aseptické
Hluboka infekce

Recidivujici luxace

Periproteticka zlomenina

Opotiebeni polyethylenové jamky
Osteolyza acetabula

Mechanické selhani implantatu

Druha doba dvoudobé reimplantace
Femoralni osteolyza

Paraartikuldrni osifikace

Nereponibilni luxace

Bolest bez jasného uvolnéni

Hematom v rané

Bolest a omezeni rozsahu pohybu
Dehiscence Ci nekréza rany

Bolest nejasné etiologie nebo lokalizace
Pakloub velkého trochanteru
Recidivujici hydrops bez zjisSténé pFiciny

Cévni komplikace

Pouhé omezeni rozsahu pohybu

Poskozeni nebo iritace nervu

Celkovy pocet registrovanych revizi

Celkovy pocet registrovanych indikaci 100,00 %
(povoleno vice indikaci u jednoho kloubu)

Tabulka 1.1: Detailni rozpis jednotlivych indikaci k revizi TEP kycle a jejich pomérné zastoupeni.
Prevzato z vystupu z Ndrodniho registru kloubnich néhrad Ceské republiky za Iéta 2003 — 2020 [389].

Odhaduje se, Ze skutecny pocet primoimplantaci v USA je ctyfikrat vys$si [276]. Pro ucely
epidemiologickych a ekonomickych studii a predpovédi dalSiho vyvoje se pracuje s odhady na zakladé
dat o hospitalizacich z Nationwide Inpatient Sample (NIS). Dle téchto odhadi bylo v roce 1990 v USA
implantovano 138 400 TEP kycli, v roce 2003 potom 202 500 primarnich TEP kyc¢li a 402 100 primarnich
TEP kolen [169]. V témZe roce bylo v USA provedeno 36 000 reviznich operaci TEP kycli a 32 700
reviznich operaci TEP kolen [167]. V roce 2014 pocty primoimplantaci v USA vzrostly na 370 770 TEP
kycli a 680 150 TEP kolen, tedy vice nez milion operaci ro¢né [276]. Nejvétsi narlst byl hlasen mezi lety
2000 - 2008, kdy méla krivka exponencialni tvar.
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915 20,67 %

788 17,80 %

604 13,65 %

271 6,12 %

249 5,63 %

239 5,40 %

184 4,16 %

172 3,89 %

154 3,48 %

122 2,76 %

113 2,55 %

94 2,12%

70 1,58 %

39 0,88 %

38 0,86 %

38 0,86 %

38 0,86 %

34 0,77 %
Recidivujici hydrops bez zjisténé pfticiny 34 0,77 %

33 0,75 %

32 0,72 %

30 0,68 %

28 0,63 %

22 0,50 %
Ruptura ligamentum patellae 12 0,27 %

Opotiebeni a polyethylenovy otér patelarné 11 0,25 %
Ruptura m. quadriceps 11 0,25 %
Paraartikuldrni osifikace

0,20 %

Repozice nereponibilni luxace
Zlomenina ¢ésky bez implantatu

0,20 %

9
9
7 0,16 %
6 0,14 %
6 0,14 %
3 0,07 %

Celkovy pocet registrovanych revizi 3 468 _

Celkovy pocet registrovanych indikaci (povoleno 4426 100,00 %

Uvolnéni patelarni komponenty aseptické 11 0,25 %

vice indikaci u jednoho kloubu)

Tabulka 1.2: Detailni rozpis jednotlivych indikaci k revizim TEP kolen a jejich pomérné zastoupeni.
Prevzato z vystupu z Ndrodniho registru kloubnich néhrad Ceské republiky za léta 2015 — 2020 [389].
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Indikace k revizim TEP kycli
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Graf 1.4: Srovndni zastoupeni jednotlivych indikaci k revizim TEP kycli v rGiznych ndrodnich
registrech. CR = Vlystup z Ndrodniho registru kloubnich ndhrad za obdobi 2003 — 2020, Austrdlie
= Australian Orthopaedic Association National Joint Replacement Registry (vyrocni zprdva
2019), Svédsko = Swedish Hip Arthroplasty Register (vyroéni zprdva 2017), Velkd Britdnie =
National Joint Registry of England, Wales, Northern Ireland, and the Isle of Man (vyrocni zprdva
2018), USA = American Joint Replacement Registry (vyrocni zprdva 2019).

Indikace k revizim TEP kolen

CR Velka Britanie Svédsko Australie
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Graf 1.5: Srovndni zastoupeni jednotlivych indikaci k revizim TEP kolen v riiznych ndrodnich
registrech. CR = Vystup z Registru kloubnich ndhrad za obdobi 2015 — 2020. Austrdlie =
Australian Orthopaedic Association National Joint Replacement Registry (vyrocni zprdva 2019),
Svédsko = Swedish Knee Arthroplasty Register (vyroéni zprdva 2019), Velkd Britdnie = National
Joint Registry of England, Wales, Northern Ireland, and the Isle of Man (vyrocni zprdva 2018),

USA = American Joint Replacement Registry (vyrocni zprdva 2019).
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Infekéni bfemeno. Revizni bfemeno je definovdno jako pomér poctu reviznich operaci ku
poctu vSech primarnich a reviznich operaci v dané zemi v daném roce. Podobné infekéni bremeno
znamena pocet infekcénich reviznich operaci vztazeny k celkovému poctu vSech primdrnich i reviznich
operaci s kloubni nahradou v dané zemi a daném roce [200]. Je jasné, Ze pfi vypoctu ddvame do vztahu
infekéni komplikace jinych pacientl nez téch, ktefi byli operovani v bézném roce. Infekéni a revizni
bfemeno slouzi jako nastroje srovnani jednotlivych pracovist nebo narodnich registrd. Nejvétsi infekéni
bfemena pravidelné hlasi neuniverzitni nemocnice ve velkych méstech. Univerzitni nemocnice maji
infekéni bfemena nizsi a nejnizsi bfemena vykazuji okresni pracovisté. Je vsak tfeba nezapominat, ze
Cast pacientl je k revizni operaci referovana ,na vys$si pracovisté”, coz statistika nezohledruje. Na
okresnich pracovistich potom vychazeji nepravdivé milosrdnéjsi vysledky [169]. Riziko, Ze jedna
konkrétni kloubni ndhrada bude postiZzena infekci, je pravdépodobné na vétsich pracovistich mensi,
nez na okresnich oddélenich [161].

Australie 0,76 % 0,88 %
Novy Zéland 1,00 % 1,20 %
Svédsko 1,24 % 1,28 %
Velka Britanie 0,94 % 0,94 %
AJRR 0,91% 0,85 %
NevaZeny pramér 0,97 % 1,03 %

Tabulka 1.3: Infekcni bremeno dle dat vybranych ndrodnich registri kloubnich ndhrad. Vysvétlivky:
Austrdlie = Australian Orthopaedic Association National Joint Replacement Registry, Novy Zéland = New
Zealand Joint Registry, Svédsko = Swedish Hip Arthroplasty Register, resp. Swedish Knee Arthroplasty
Register, Velkd Britdnie = National Joint Registry of England, Wales, Northern Ireland, and the Isle of
Man, AJRR = American Joint Replacement Registry. Prevzato z [283]

Ve Velké Britanii je infekéni bfemeno TEP kolen a ky¢li mensi nez 1 %. V letech 2012 — 2017
mély primdrni TEP kycli incidenci IKN 0,6 %, primarni TEP kolen 0,5 %. Revizni TEP kycli 1,3 %, revizni
TEP kolen 1,4 %. Vétsi riziko (1,7 %) maji pacienti s avaskularni nekrézou hlavice femuru jako indikaci
k primarni TEP kycle. Infekci nejvice ohroZeny jsou TEP revidované kvali periprotetické frakture (5,1 %).
[320]

Kumulativni incidence infekce kloubni nahrady je podil pacientl urcitého souboru, ktefi za
urcitou dobu sledovani utrpéli infekéni komplikaci. Na rozdil od infekéniho bfemene se nedd vypocitat
z Udajli béZného roku, ale vyZaduje delsi sledovani souboru konkrétnich pacientd (obvykle 2 roky, 5
nebo 10 let). Cim deli sledovani, tim vy$§i kumulativni incidence IKN. V USA se udava kumulativni
incidence IKN po 1. roce 0,5 %, po péti letech 0,8 % a po deseti letech 1,4 %. Nejvétsi riziko IKN je
v prvnich 2 letech po implantaci [309]. Pacienti s vétSim poctem nahrad maji i Gmérné vyssi riziko IKN.
To se da jednoduse kvantifikovat pomoci soucinu poctu TEP a let, po které jsou implantovany: Riziko
hematogenni IKN je v prvnich dvou letech 5,9/1000 klouboroki, v dalsich letech 2,3/1000 klouborokd
po cely zbytek Zivotnosti protézy [284].
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Infekéni bremeno

2012 2013

TEP kyCli ess==TEP kolen

Graf 1.6: Vyvoj hodnoty infekcniho brfemene v letech 2010 — 2015. NevdZeny primeér
z ndrodnich registri Austrdlie, Nového Zélandu, Svédska, Velké Britdnie a USA. Pfevzato z [283]

Kumulativni incidence infekce TEP kolena po 2 letech ve Velké Britanii je 3,2/1000 po primarni
nahradé a 14,4/1000 po revizni operaci [367]. Infekce kloubnich nahrad jsou stale ¢astéjsi komplikaci
primarnich i reviznich operaci. Od roku 2005 do roku 2013 vzrostla incidence casnych infekci po
primoimplantacich 2,5kradt a po reviznich operacich az 7,5krat. Ve Velké Britanii se vroce 2013
provedlo pres 1000 reviznich operaci kv(li IKN, cozZ je 2,8ndsobny nar(st proti roku 2005. Ovsem pocet
primoimplantaci ve stejném obdobi vzrostl 2,1krdt a pocet aseptickych revizi 2,9krat. Prevalence
infekce primarnich nahrad kolennich kloubl ve Velké Britanii je 5,39/1000, prevalence infekce
reviznich ndhrad 21,14/1000.

Odhaduje se, Ze rocni incidence vSech chronickych onemocnéni spjatych s bakterialnim
biofilmem v USA je 17 milién( novych ptipadd (zahrnuty mj. chronické rany, bércové viedy, katetrové
infekce, endokarditidy, dekubity, peptické viedy, kolpitidy, cholecystitidy atd.), z toho 112 000 pfipadu
rocné postihuje ortopedické a traumatologické implantaty [334]. U TEP kycli bylo v roce 2017 v USA
revizni bremeno 4 %, u TEP kolen 5 % [352]. Infekéni bfemena jsou v souladu s ostatnimi narodnimi
registry — 0,91 % pro TEP kycli a 0,85 % pro TEP kolen [283]. Z uvedeného mizeme odhadnout, Ze
absolutni pocet IKN v USA je kolem 8000 pfipadd rocné.

Skutec€na incidence infekci kloubnich ndhrad je pravdépodobné vyssi neZ ta, kterou uvadi
narodni registry kloubnich ndhrad — uvadi se 0 40 %. Pracovisté obvykle nevkladaji do registri vSechny
revizni operace a malokdo zméni diagndzu poté, co kultivacni vysledky prokazou, Ze domnéla asepticka
revize byla ve skutecnosti jednodobou lécbou mitigovaného infektu [131]. 27 % dvoudobych
reimplantaci registrovanych do Narodniho registru kloubnich nahrad Anglie, Walesu, Severniho Irska a
ostrova Man, ma evidovanou pouze jednu ze dvou operaci [367].

Pro srovnani: Incidence IKN po primarni totalni endoprotéze hlezna (tedy infekéni bfemeno)
se uvadi 13 % [282].

Infekéni bfemeno reviznich nahrad. Je vieobecné zndamo, Ze infekce kloubni ndhrady ma u
reviznich operaci vyssi incidenci nez u primarnich ndhrad. Revizni ndhrady maji krat$i dobu preziti nez
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primarni nahrady [187]. PfiCiny selhdni reviznich TEP kycli jsou infekce (30,2 %), nestabilita (25,1 %),
aseptické uvolnéni (19,4 %) a periprotetickd fraktura (15 %). Pétileté preZiti reviznich TEP kycli je
84,8 %, pokud byla reimplantace kvali aseptickému selhani. Pétileté preZiti je vsak vyrazné nizsi, pouze
67 %, pokud reimplantace nasledovala po infekci kloubni nahrady [148]. Pro srovnani: 25leté preziti
primarnich TEP kolen je 82,3 % [88] a 25leté preziti primarnich TEP kycli je 57,9 % [89].

1.3.2. Nejcastéjsi ptivodci infekci kloubnich nahrad

Vétsina infekci kloubnich nahrad je zplsobena dvéma hlavnimi bakteridlnimi druhy:
Staphylococcus aureus a Staphylococcus epidermidis [393]. Tyto dva druhy se v zavislosti na
geografické poloze sttidaji o prvni misto pomysiného Zebfi¢ku IKN. S. aureus je nejcastéjsi v USA, S.
epidermidis vitézi v kontinentalni Evropé [11]. Staphylococcus aureus je vibec nejrozsifenéjsim
puvodcem infekénich komplikaci v ortopedii a spondylochirurgii (33 %), u necementovych TEP ky¢li ve
Velké Britanii vyvolava dokonce 44 % infekci [384]. Dalsi Casto zminovani plvodci IKN jsou
Pseudomonas aeruginosa, streptokoky, enterokoky, enterobakterie a Cutibacterium acnes. Vzacnéjsi
jsou potom Staphylococcus lugdunensis, kvasinky a mykobakteria.

Staphylococcus aureus se stal predmétem asi nejvice studii zamérenych na infekce kloubni
nahrady. Ze dvou nejéastéjSich plvodcl IKN je ten virulentnéjsi. Pisobi ¢asné pooperacéni a akutni
hematogenni infekce kloubnich nahrad. Mezi jeho faktory virulence patfi celd fada toxin(, schopnost
tvofit biofilm, varianty malych kolonii, prezivani uvnitt savcich bunék, a samoziejmé stale se rozsitujici
antibiotickd rezistence. Zlaty stafylokok dokaze unikat fagocytdze a do jisté miry inaktivovat procesy
bunécné i humoralni imunity. Navzdory tomu, Ze je asi nejvice prozkoumanou bakterii, stale nemame
spolehlivy zpUsob, jak vylécit infekci kloubni ndhrady zplsobenou timto druhem, obzvlasté pokud
celime kmenUm rezistentnim k oxacilinu.

Koaguldza-negativni stafylokoky (KNS) patti celosvétové k nejcastéjSim vyvolavatelim infekci
kloubnich nahrad. Jejich spole¢nou vlastnosti je Siroce rozsifena rezistence proti mnoha antibiotikiim,
véetné protistafylokokovych antibiotik. Rezistence proti oxacilinu je béZznym jevem a velkou hrozbou
je stdle se rozsitujici rezistence proti vankomycinu [73]. Koaguldza-negativni stafylokoky jsou schopni
tvlrci biofilmG a ¢asto vyvolavaji nosokomialni ndkazy katetrd, chlopennich ndhrad, ventrikulo-
peritonealnich shuntd a ortopedickych implantatd. Nejlépe adheruji k povrchim tvorenym
syntetickymi polymery [326]. Infekce vyvolané KNS maji obvykle chronicky mitigovany priibéh,
pripadné zGstdvaji nepoznany a byvaji mylné |é¢eny jako aseptické selhani implantatu.

Staphylococcus epidermidis Zije jako komensdl na pokoZce ¢lovéka. Je typickym zastupcem
skupiny KNS a odpovida vySe popsané charakteristice. Na rozdil od zlatého stafylokoka vybaveného
mnozstvim toxinG nedisponuje S. epidermidis mnoha patogennimi mechanismy a jeho strategie je
zaloZena na schopnosti pfezivani v neptiznivych podminkdch a na antibiotické rezistenci [353]. Jediny
toxin S. epidermidis je modulin rozpustny ve fenolu (PSM). Ani ten neni tvofen kmeny s defektem genu
agr quorum-sensing systému [232]. Proto S. epidermidis nevyvolava bourlivou imunitni reakci a mlzZe
na povrchu implantatd dlouho skryté prezivat.

Staphylococcus lugdunensis byl poprvé popsdn vroce 1988 jako novy druh koagulaza-
negativniho stafylokoka, fenotypicky blizky S. hominis [99]. S. lugdunensis je bézny komensal inguinalni
krajiny ¢lovéka schopny infikovat operacni rany, implantaty a cévni i mocové katetry. S. lugdunensis
byva izolovan i jako plvodce infekéni endokarditidy [315]. Genetickd analyza prokazala, Zze kmeny
vyvolavajici infekce operacnich ran jsou totozné s béznymi kmeny kozni fléry [316]. Na rozdil od jinych
koagulaza-negativnich stafylokok( neni antibioticka rezistence u S. lugdunensis tolik rozsifena, avsak
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prabéh infekce byva naopak fulminantni; v mnohém pfripomina invazivni infekci S. aureus, a dokonce
by se méla stejné i Iécit. S. lugdunensis tedy obvykle zplsobuje akutni pooperacni infekci kloubni
nahrady, ale jsou popsany i pfipady chronickych mitigovanych infekt( diagnostikovanych az 10 let po
implantaci. S. lugdunensis preferenéné infikuje TEP kolen, u kycli neni tak ¢asty [13]. Testy antibiotické
citlivosti prokazaly, Ze rizné kmeny S. lugdunensis ziskavaji i rezistence zaloZené na rlznych
mechanismech [98]. VétsSina kmenl S. lugdunensis nedisponuje B-laktamazou, a proto jsou citlivé
k penicilinim [292]. Nékteré kmeny S. lugdunensis produkuji vdzanou koaguldzu (shlukovaci faktor), a
proto byvaji v rychlém koaguldzovém testu mylné identifikovany jako S. aureus. K omylu mize pfispét
jesSté tvorba Zlutého pigmentu a DNazy. Narozdil od S. aureus vsak nemaji volnou koaguldzu, takze
mohou byt odliseny dlouhym koaguldazovym testem [13]. Hlavnimi faktory virulence S. lugdunensis jsou
fibrinogen vazajici protein a von Willebrandlv faktor vazajici protein. Tyto faktory nesou hlavni podil
na schopnosti bakterie pfilnout ke tkdnim a umélym povrchim implantatd. Nejsou stabilné pritomny
u vSech kmenu S. lugdunensis [290][226].

Dalsi koaguldza-negativni stafylokoky, které se vyskytuji v protetickych kloubech, jsou S.
hominis, S. capitis, S. haemolyticus, S. warneri a S. cohnii.

2000 -2011 2000 -2011

772 898

Swphylococcusauress  310% 130%
Sweptokoky | 5s 5%
Emeokaky | 3o 0%

Tabulka 1.4: Cetnost plvodci infekce kloubni néhrady v Némecku a v USA. Pfevzato z [1]

Pseudomonas aeruginosa je gramnegativni tyCinka neschopna fermentovat glukézu. Diky své
prizpUsobivosti je v pfirodé velice rozsifend, nachazi se naptiklad v odpadnich vodach, na rostlinach a
v plidé. Pro c¢lovéka neni primarnim, ale oportunnim patogenem. Kolonizuje dychaci a mocové cesty a
u imunokompromitovanych pacientd zpUsobuje katetrové infekce a infikuje nejrliznéjsi implantaty.
Multirezistentni kmeny Pseudomonas aeruginosa typicky zplsobuji nosokomialni ndakazy.
Pseudomonada je zdatnym tvlircem silného biofilmu a snadno ziskava rezistenci k vétsiné znamych
antibiotik, proto je obzvlasté obdvana mezi pacienty s cystickou fibrézou nebo infekci kloubnich
nahrad. Kloubni ndhrady napada spise u starsich polymorbidnich pacientd, typicky po bfisnich nebo
urologickych operacich [268]. Vysledky |é¢by pseudomonadové IKN jsou Spatné [348]. V nasich
podminkach vyvoldva P. aeruginosa infekce kloubnich nahrad vzacné, ale v Itdlii je po stafylokocich
tfetim nejc¢astéjsim plvodcem IKN [210].
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Houby. Infekce kloubni nahrady zplisobené houbami jsou v nasich podminkach extrémné
vzacné. V USA zaujimaiji 2,3 % pripadu a v drtivé vétsiné je plvodcem rod Candida [1]. Houby obvykle
napadaji pacienty s permanentni katetrizaci nebo defektem bunééné imunity, zplsobenym
imunosupresivy, malignitou, HIV, tuberkuldzou, a ddle pacienty zdavislé na intravendznich drogach.
Pacienti bez imunodeficitu jsou nachylnéjsi k mykotické IKN, pokud implantaci protézy pfedchazelo
mnoho vykon( nebo rozsahla rekonstrukce dotéeného kloubu. V prostiedi se subinhibi¢ni koncentraci
antimykotik se sice zhorsuje schopnost kvasinek tvofit biofilm, ale zraly biofilm Candidy je témér Gplné
rezistentni na jakoukoliv [é¢bu antimykotiky.

Zastoupeni ptivodcd IKN

Philadelphia Hamburg Bologna Svédsko

Staphylococcus aureus M Koagulaza-negativni stafylokoky M Streptokoky
M Enterokoky Gramnegativni tycky Anaeroby

Houby Mykobakteria Ostatni

Graf 1.7: Zastoupeni plvodcu IKN v riiznych zemich. Prevzato z [1][210][285]

Cutibacterium acnes (do roku 2016 nazyvané Propionibacterium acnes) je aerotolerantni
anaerobni pomalu rostouci grampozitivni tycinka plsobici jako nizce virulentni plvodce mitigovanych
infekci kloubnich nahrad. Fyziologicky se vyskytuje jako komensal v sebacedznich Zlazach obliceje,
ramen, hrudniku a zad [313]. Z hlediska diagnostiky IKN je C. acnes dulezité proto, Ze Casto unika
mnohym diagnostickym vysSetfenim a infekce C. acnes jsou dlouho nepoznany a klasifikované jako
aseptické selhani protézy pro negativitu vSech predoperacnich i peroperacnich testl. Autofi vsech
soubor( diagnostickych kritérii varuji, Ze nesplnéni diagnostickych kritérii pro infekci kloubni ndhrady
automaticky tuto diagndzu nevylucuje, a uvadéji pravé C. acnes jako plivodce, ktery diagnostice unika
v pfipadé falesné negativnich predoperacnich testd. Diky svému béznému vyskytu v oblasti ramen je
C. acnes Castéji nalezeno v TEP ramene nez v TEP nosnych kloub(. V nasich podminkach se vykultivuje
velmi zfidka, ale v zapadni Evropé a USA je udavano jako jeden z nejéastéjsich plvodct IKN [246]. 15 %
viéech predpokladanych aseptickych revizi TEP ramen ma pozitivni peroperacni kultivaci nizce
virulentniho plvodce, z toho v 67 % ptipadl C. acnes. Je chybou takovy kultivacni vysledek a priori
povaZovat za pouhou kontaminaci [95]. C. acnes bylo dlouho prehlizeno, ale kromé mitigovanych
chronickych dlouho nepoznanych infekci hraje jesté jednu podstatnou roli ve vicedruhovych
biofilmech: zvySuje virulenci jinych bakteridlnich druhl. S. aureus vykazuje vyraznéjsi B-hemolyzu,
agregaci a tvorbu biofilmu v pfitomnosti C. acnes nez tam, kde je vykultivovan samotny [189][390].
Spolecny biofilm C. acnes a S. aureus je silnéjsi nez biofilm kazdé bakterie samotné a z(stava viabilni
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nékolik dni poté, co biofilm samotného S. aureus vycerpal dostupné Ziviny a bakterie v ném uhynuly
[313].

Vzacni pltivodci. Na dolnich pri¢kach v tabulkach ¢etnosti pdvodcl najdeme rody Micrococcus,
Bacillus, Corynebacterium, Clostridum, Serratia, Aeromonas a dale druhy Listeria monocytogenes,
Acinetobacter baumanii, Morganella morganii, Haemophilus influenzae, Klebsiella pneumoniae,
Proteus mirabilis, Yersinia enterocolitica a Finegoldia magna [1][210][285].

Zastoupeni jednotlivych plvodci je vyrazné proménlivé v zavislosti na geografické poloze a
sledujeme téZ rychlé trendy v horizontu nékolika let. Zajimavosti je, Ze v USA je mnohem castéjsi S.
aureus nez koagulaza-negativni stafylokoky, zatimco v Némecku je pomér opacny. V USA je vyrazné
vyssi vyskyt virulentnéjsich kmen( a antibiotickych rezistenci. 48,1 % zlatych stafylokokl zpUsobujicich
IKN v USA je meticilin-rezistentnich, zatimco v Némecku je zastoupeni MRSA mezi zlatymi stafylokoky
jen 12,8 %. Z toho vyplyva i postoj Némci k uZiti vankomycinu — povaZuji ho za zaloZni ATB pouze pro
pripady prokazané rezistence k meticilinu. Naopak v USA se nasazuje vankomycin liberalné, napfr. pfi
alergii na penicilin [1]. Tabulka 1.4 srovnava cetnost plvodcl IKN na dvou velkych pracovistich:
Rothmandyv institut, Philadelphia, USA, a HELIOS ENDO-Klinik Hamburg, Némecko. Studie probéhly
soucasné ve spolupraci némeckych i americkych autor(, pracuji na podobné velkych souborech a se
stejnym obdobim. Pro srovnani p¥inasi Graf 1.7 je$té dva mensi soubory. Svédsky soubor pracuje se
426 pacienty z obdobi 1986-2000 [285] a v bolorniském souboru je 164 pacient( z let 2007-2011 [210].

1.3.3. Rizikové faktory infekce kloubni nahrady

V prlibéhu poslednich desetileti bylo prokdzano nékolik desitek rizikovych faktord infekce
kloubni ndhrady. Pro klinika maji samoziejmé vyznam ovlivnitelné rizikové faktory.

Rizikové faktory na strané pacienta. Mezi rizikové faktory infekce kloubni nahrady patfi
napfiklad muZské pohlavi, vék, obezita, diabetes, demence, predchozi infekéni artritida v misté
implantatu a nékteré primarni diagnoézy indikujici implantaci TEP — fraktura kréku femuru a avaskularni
nekréza hlavice femuru [178].

Diabetes mellitus zvysuje riziko infekce kloubni ndhrady 2,28krat [203]. Obezita jiz neni fazena
mezi kontraindikace totalni nahrady kloubu, protoZe obézni pacienti maji srovnatelny prospéch
zoperace a preZiti implantatu jako pacienti s normdlni hmotnosti. Problémem je ovsem horsi
vaskularizace podkoZi, nutnost Sirsiho operaéniho pristupu, del$i operacni ¢as a insulinova rezistence,
ktera zhorsuje funkci leukocytli — vSechno rizikové faktory pro rozvoj IKN [5].

Nikotin zplsobuje mikrovaskuldrni konstrikci a zhorSuje prokrveni tkani, ¢imz zpomaluje hojeni
po operaci. Vitamin D hraje klicovou roli v hemostaze v kostnich tramcich a jeho nedostatek vede
k vétsim pooperacnim hematomim, které mohou ptipadné zavlecené bakterie vyuzit jako své
kultivacni médium. Prevalence deficience vitaminu D v populaci USA je 41,6 % [94]. Systémova
zanétliva onemocnéni zvysuji riziko infekce kloubni ndhrady vyrazné. U revmatoidni artritidy je relativni
riziko 1,7. Zanétlivé artropatie vsak zlistavaji jednou z hlavnich indikaci k implantaci kloubni ndhrady a
revmatiky kvuli zvysenému riziku IKN kontraindikovat nelze. Pro peroperacni obdobi se tedy alespon
upravuje imunosupresivni IéCba. Revmatici maji zvysené riziko nejen IKN, ale i riziko jinych komplikaci,
jako jsou periprotetické fraktury, ztuhlost kloubu a patelofemoralni poruchy [195].

Voo

vvvvv

ktefi pred implantaci IKN neméli. U pacient(, ktefi uzivali dlouhodobou ATB supresi k 1é¢bé predchozi
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IKN, a kterym se presto implantovala nova kloubni ndhrada na jiny kloub, vySel pomér rizik 15. Vétsina
z téch, kterym se infikovala i druha nahrada, méli podruhé jiného plvodce, neZ na kterého uzivali ATB
supresi [42].

Pokud po implantaci TEP kolena byla chirurgickd revize podkozi pro poruchu hojeni rany
(débridement, sekundarni sutura), vzrostla aZz desetindsobné pravdépodobnost nasledné infekce
kloubni ndhrady a nutnosti velké revizni operace [104].

Spatna dentalni hygiena ohrozuje implantat hematogenni infekci nejen v dobé implantace, ale
po celou dobu jeho setrvani v téle pacienta. Kazdd vyznamnéjsi epizoda bakteriémie je pro ortopedické
implantaty nebezpecna. Udava se, Ze fyziologicka bakteriémie, kterd se vyskytne u zdravych lidi
s dobrou dentalni hygienou i nékolikrat denné, napriklad po bézném cisténi zub(li, dosahuje hodnot
kolem 50 CFU/mI. Hematogenni infekce kloubni nahrady muze vzniknout pfi bakteriémii 1000 CFU/ml
[347].

Permanentni katetrizace

Obezita

Malnutrice

Diabetes mellitus

Chronicka bakterialni infekce jinde v téle
Koureni

Alkoholismus

Abusus intravendznich drog

Uzivani imunosupresiv

Nosicstvi Staphylococcus aureus

Deficit vitaminu D

Anémie

Dlouhy operacni ¢as

Lateralni operacni pfistup

Cementovand endoprotéza

Nadmérna antikoagulace

Cévni katetry a intravaskularni instrumentace

Imunodeficit

Dysplazie nebo novotvar imunitniho systému
Primarni diagndza — trauma, AVN

Pfedchozi infekéni artritida v misté implantace
Pfedchozi operace v misté implantace
Pfedchozi ozafeni v misté implantace
Porucha hojeni rany po implantaci, hematom
Pfedchozi IKN jiného kloubu

Zanétlivé artropatie

Demence

Jaterni insuficience

Chronicka rendlni insuficience

Plicni insuficience

Malignita

Infekce HIV

Muzské pohlavi

Vék

Tabulka 1.5: Souhrn nejdilezitéjsich rizikovych faktord infekce kloubni néhrady. Cerpdno z
[5][208][244][242]

Vliv typu implantatu na riziko infekce. Incidence IKN u cementovanych TEP kycli je dle
metaanalyzy na souboru 84 200 TEP kyc¢li 0,5 %, zatimco u necementovych TEP kycli jen 0,3 %, takze
cementované TEP kycle jsou pravdépodobné nachylnéjsi k infekcim nez necementové [341]. Vysvétluje
se to tepelnou nekrézou tkani kolem polymerizujiciho PMMA a inhibici aktivace komplementu a prace
polymorfonukleard vlivem kontaktu s PMMA. Naopak slabinou necementovych implantatli jsou
Castéjsi hematomy a nerovny povrch, ktery usnadniuje adhezi bakterii [149].

In vitro bylo zjisténo, Ze adheze a tvorba biofilmu na keramickém povrchu je pro bakterie
obtiznéjsi nez adheze k polyethylenu nebo slitiné chromu, kobaltu a molybdenu [277]. Metaanalyza na
souboru 193 378 pacient( vSak vyvratila, Ze by tento fakt mél vliv na incidenci infekce TEP kycle. Rozdily
mezi skupinami pacientl s rliznymi artikulacnimi povrchy (keramicky par, keramika — polyethylen, kov
— polyethylen) totiZ nejsou statisticky signifikantni [139].
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Rizikové faktory na strané Iékafl. Délka operace ma vyznamny vliv na riziko infekce kloubni
nahrady. Za kazdych 15 minut operacniho €asu navic roste riziko 0 9 %. Na incidenci IKN nema vliv
zkuSenost operatéra, pokud se vyrazné neprodlouZi operacni ¢as [178]. Protektivnim faktorem je
operace obou kolen soucasné (pomeér rizik 0,51). Pacienti s celkovou anestézii maji IKN castéji nez
pacienti se spindlni anestézii. Mensi incidenci IKN méli pacienti, kterym byla rana irigovana roztokem
s antibiotiky [222]. Jakkoliv se to z védeckého hlediska jevi jako nesmysl (antibiotika bez nosice jsou ze
tkani rychle odplavena a nemohou pokryt celou rozhodujici periodu), posledni bod dosahl rovnéz
statistické vyznamnosti. Antikoagulacni prevenci hluboké Zilni trombdzy je tfeba nastavit s ohledem na
anamnézu a pridruzené choroby pacienta tak, aby byla prevence G¢inna a zaroven nezplsobila
nadmérné krvaceni a tvorbu hematomu, ktery je pfiznivym prostfedim pro mnoZeni bakterii.

1.3.4. Epidemiologické predpovédi

Statistici se zabyvaji analyzou vyvoje poctu primoimplantaci, revizi a infekci kloubnich nahrad
v poslednich letech, aby mohli vyvojové krivky extrapolovat do blizké budoucnosti a predpovédét
budouci poptavku po konkrétnich zdravotnich sluzbach. Tyto analyzy pfichdzeji z USA, kde maji vliv na
zdravotni politiku statu.

Do roku 2030 se v USA ocekava nékolikanasobny nartst poctu primoimplantaci na 635 000 TEP
kycli a 935 000 TEP kolen rocné [276]. Nové odhady jsou stfidméjsi nez prace z roku 2007 [167], ktera
projekci budouciho vyvoje zaloZila na exponencidlnim nardstu poctu primoimplantaci z poc¢atku
tisicileti a predpovidala 572 000 primarnich TEP kycli a 3,48 milionu primarnich TEP kolen
implantovanych v USA v roce 2030. Mezi lety 2008 a 2014 uZ se narlst zpomalil v porovnani s narlstem
z let 2000 — 2008. Infekéni bremeno vzroste na 6,5 % primarnich TEP kycli a 6,8 % primarnich TEP kolen.
Infekce TEP kycle bude v roce 2030 zaujimat podil 47,5 % misto dnesnich 8,4 % ze vSech indikaci
k revizni operaci. U kolen bude narlst jesté markantnéjsi a 65,5 % vSech reviznich operaci bude
infekénich [168].

1.3.5. Naklady na lécbu

Naklady na lé¢bu infekce kloubni nahrady zahrnuji cenu revizniho implantdtu, spotfebovany
operacni material, cenu pobytu pacienta na nemocni¢nim oddéleni a na jednotce intenzivni péce, cenu
lidské prace a cenu spotiebovanych Iéku. Variabilné Ize také pripocitat uslou mzdu pacienta béhem
protrahované lécby a vycislit bolest a nasledné ztiZzeni spolecenského uplatnéni. Tyto poloZky se bézné
pouzivaji v ekonomickych analyzach v USA. Na vysi celkovych naklad(i na lécbu IKN ma vliv druh
plvodce, imunitni stav a komorbidity pacienta, typ provedené operace a eventualni nutnost jejiho
opakovani, druh pouzitych antibiotik a délka ATB protokolu. Vysi naklad( je obtizné srovnavat meazi
zemémi kvUli rozdilné skladbé plvodct IKN, a hlavné kvili rozdilné cené lidské prace.

Priimérné naklady na léébu infikované TEP kolena v CR se udavaji 405 864 K¢&. Pokud je jako
metoda IéCby zvoleno DAIR, naklady klesaji na 175 312 K¢; nejdrazsi variantou je pfirozené dvoudoba
reimplantace s cenou 497 487 K¢ [218]. V pripadé infikované TEP kycle vychazi primérna cena lécby
na 320 065 K¢ [219].

Ekonomickd analyza z USA doklada primérné naklady na lécbu infekce TEP kycle 93 600 USD,
v pripadé infikované TEP kolena 74 900 USD [170]. Zatimco revizni implantat v cené statisici K¢
predstavuje v ¢eskych nemocnicich podstatnou polozku celého uctu, v USA je jeho cena spise
okrajovou zalezitosti.

32



1.4. Klasifikace infekci kloubnich nahrad

Pro klasifikaci infekci kloubnich nahrad se nabizi nékolik schémat. Smyslem kazdé klasifikace je
mimo jiné poskytnuti voditka, jak u konkrétniho pacienta postupovat, aby se dosahlo terapeuticky
optimalniho vysledku.

1.4.1. Coventry

Jako prvni navrhl rozdéleni podle intervalu mezi implantaci a ndstupem prvnich pfiznak({i Mark B.
Coventry vroce 1975 [54]. Z nastupu priznakl po operaci usuzoval na zakladni charakteristiku
patogenniho agens a typ infekce. Na tehdejsi dobu Slo o genidlni pfistup. Ostatni klasifikace viceméné
rozvijeji tuto myslenku a stavi na ni.

1.

Akutni pooperacni infekce nastupujici kratce po implantaci protézy. Byvaji zplsobeny
zavlecenim vysoce virulentniho plvodce do operacni rany v priibéhu operacniho vykonu nebo
v pooperacnim obdobi.

Opozdéné infekce, které se projevuji vice nez 8 tydnll po operaci a maji mitigovany pribéh.
Jejich plvodce je obvykle nizce virulentni a byl zfejmé taktéz zavlecen do operacni rany béhem
nebo kratce po operaci.

Pozdni hematogenni infekce, které maji rychly nastup a fulminantni priibéh podobné jako
akutni pooperacni infekce, ale prfichazeji po rizné dlouhém obdobi bez obtizi vlivem
hematogenniho rozsevu vysoce virulentniho plivodce z infekéniho loZiska jinde v téle.

1.4.2. Tsukayama

Dean T. Tsukayama navrhl viastni klasifikaci, ktera ma jasny klinicky vyznam, protoZe autor ve

své praci [311] ddle vysvétluje, jak se kterym typem infekce terapeuticky postupoval. Klasifikace dle
Tsukayamy ma Ctyfi typy infekce kloubni ndhrady:

1.

Pozitivni peroperacni kultivace. Revize kloubni nahrady byla povaZovana za infekcni, pokud
byl alespon ze dvou z péti peroperacéné odebranych vzork( tkani vykultivovan tentyz plvodce.
Pred operaci byl vSak pacient povaZzovan za neinfekéniho a ani béhem operace nebyly shledany
zadné makroskopické znamky infek¢né zménénych tkani. Tsukayama v téchto pripadech
neprovadél dalsi operace — pouze nasadil 6tydenni intravendzni antibiotickou terapii.

Casna pooperaéni infekce se vyvinula diive nez 1 mésic po implantaci kloubni ndhrady. Zde
autor indikoval DAIR a nasadil 4tydenni intravendzni antibiotickou terapii.

Pozdni chronicka infekce nastupuje pomalu vice nez 1 mésic po implantaci a ma pliZivy prabéh.
U téchto pfipadli Tsukayama provadél dvoudobé reimplantace s riizné dlouhou intravendzni
ATB terapii.

Akutni hematogenni infekce nasleduje po potvrzené nebo predpokladané bakteriémii a je
charakterizovana akutnim nastupem pfiznak( v misté protetického kloubu. Autor tyto pripady
resil operaci DAIR a 6tydenni intravendzni ATB terapii.

Tsukayama v pozdéjsi praci rozdélil typ 2 na dva podtypy: infekce povrchova a hlubokd [312].

Mnohymi jinymi autory je viak dlrazné nedoporucena klasifikace na povrchové a hluboké infekce,
kterd mlZe byt pro dalsi terapii zavadéjici [347]. Vede totiz k pokusim vylécit pacienta pouhou revizi
prostoru nad hlubokou fascii (ev. nad kloubnim pouzdrem kolenniho kloubu) ve snaze nezavléci
domnélého plvodce z vysSich vrstev do hloubky kimplantatu. Vysledkem mulze a nemusi byt
nepoznana perzistujici infekce v hlubsich vrstvach a na implantatu, ktera se projevi pozdéji jako akutni,
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subakutni nebo chronicky infekt [227]. Tento postup nékteré pacienty pripravi o moznost podstoupit
méné ndrocnou operaci DAIR a zaradi je mezi pacienty, ktefi maji dlouhodobou infekci kloubni
nahrady, a museji se tedy podrobit dvoudobé reimplantaci.

1.4.3. Trampuz a Zimmerli

Autory jednoho z nejoblibenéjsich rozdéleni jsou Andrej Trampuz a Werner Zimmerli [307], ktefi
jen lehce upravili klasifikaci Coventryho:

1. Casné infekce jsou definované jako infekce, jejichZ prvni pFiznaky v misté implantace nastupuiji
do uplynuti 3 mésicl od operace. Etiologie je exogenni, infekce je pfevaziné zplisobena vysoce
virulentnimi mikroorganismy, napt. Staphylococcus aureus.

2. Opozdéné (,low-grade”) infekce se manifestuji od ukonéeného 3. do ukonceného 24. mésice
po implantaci. Jsou zplsobené exogennim (tedy peroperacnim) zavlec¢enim nizce virulentniho
agens, napf. nékterych koaguldza-negativnich stafylokokd nebo Cutibacterium acnes.

3. Pozdni infekce jsou definované jako infekce zadinajici vice nez 24 mésicd po implantaci.
Vétsina z nich je zplisobena hematogennim rozsevem ze vzdaleného infekéniho loZiska, napfr.
kozZnich zanétlivych afekci (S. aureus), zanétl dolnich cest dychacich (pneumokoky), traviciho
ustroji (Salmonelly) nebo mocovych cest (E. coli)

1.4.4. McPherson

Hematogenni infekce kloubni nahrady muzZe teoreticky nastoupit v jakémkoliv obdobi po
implantaci. V lepsim pfipadé je moZné ji rozpoznat podle akutniho hnisavého onemocnéni jinde v téle,
které ji predchazelo [231]. Je nasnadé, Ze infekce kloubni nadhrady, jejiz pfiznaky nastoupily kolem 24.
mésice po implantaci, mize byt podle zatim zminénych schémat v neurcitych pfipadech klasifikovana
jako hematogenni nebo jako opoZdéna. V takovych pfipadech by chybna klasifikace vedla zcela jisté i
k chybné volbé terapeutického postupu: u hematogenni infekce s akutnim ndastupem je indikovano
DAIR, zatimco u opozdéné infekce dvoudoba reimplantace. Proto Edward J. McPherson navrhuje dalsi
klasifikaéni schéma, které zohledriuje prudkost nastupu pfiznakd a stava se tak lepsim voditkem
v podobnych pfipadech [208]:

I.  Casna pooperaéni infekce nastupujici do ukonéenych 4 tydn( po implantaci.
Il. Hematogenniinfekce, jejiz pfiznaky trvaji méné nez 4 tydny.
Ill. Pozdni chronické infekce s ptiznaky trvajicimi déle nez 4 tydny.

Soucasti McPhersonovy klasifikace je dale i grading celkové morbidity pacienta a lokalniho stavu.
Celkovy systémovy stav pacienta po interni a imunologické strance se hodnoti tfemi stupni:

A. Nekompromitovany (tzn. u pacienta nebyly shledany zadné kompromitujici faktory)

B. Kompromitovany (nalezen 1 nebo 2 kompromitujici faktory)

C. Téice kompromitovany (nalezeny vice nez 2 kompromitujici faktory nebo jeden tézce
kompromitujici faktor)

Lokalni stav koncetiny se rovnéz hodnoti tfemi stupni:

1. Nekompromitovany (tzn. u pacienta nebyly shledany zadné kompromitujici faktory)
2. Kompromitovany (nalezen 1 nebo 2 kompromitujici faktory)
3. Tézice kompromitovany (nalezeny vice nez 2 kompromitujici faktory)
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Seznam tézce kompromitujicich faktort

Absolutni pocet neutrofild mensi nez 1000/l

Absolutni poéet CD4 T lymfocytl mensi nez 100/l

Abusus intravendznich drog

Chronicka aktivni infekce na jiném misté v téle

Dysplazie nebo novotvar imunitniho systému

Vék nad 80 let

Alkoholismus

Chronicka aktivni dermatitida nebo celulitida

Permanentni katetrizace

Malnutrice (tj. albumin pod 30 g/I)

Nikotinismus

Diabetes (vyZadujici PAD nebo insulin)

Jaterni insuficience (cirhéza)

Uzivani imunosupresiv (metotrexat, prednison, cyklosporin)

Malignita (aktivni, v remisi nebo vylécend)

Plicni insuficience (parcialni arterialni tlak kysliku mensi nez 60 % normy)
Selhani ledvin vyZadujici dialyzu

Systémové zanétlivé onemocnéni (revmatoidni artritida, systémovy lupus erythematodes)
Infekce HIV

Tabulka 1.6: Celkové kompromitujici faktory pacienta podle McPhersona

Seznam lokalnich kompromitujicich faktora

Pfitomnost aktivni infekce v misté TEP déle nez 3 mésice

Vice incizi (tvofici kostni mosty)

Ztraty mékkych tkani pri predchozim traumatu

PodkoZni absces vétsi nez 8 cm?

Synovialni piStél oteviena na povrch

Pfedchozi periartikularni zlomenina nebo kolemkloubni trauma (obzvlasté drtiva poranéni)
Pfedchozi ozareni oblasti operacni rany

Cévni nedostatecnost koncetiny (absence pulzu na koncetiné, chronicka Zilni insuficience,
kalcifikujici arterialni skler6za)

Tabulka 1.7: LokdIni kompromitujici faktory pacienta podle McPhersona

Tato klasifikace ma uz velky klinicky vyznam. McPherson ve zminéné praci doklada, Ze pacienti
s celkovymi kompromitujicimi faktory méli castéji pooperacéni komplikace a méné c¢asto se u nich
podafilo uplné eradikovat infekci. U nékterych bylo nutné provést amputaci koncetiny. Naopak
pacienti v dobrém celkovém stavu se mnohem ¢astéji dockali vyléceni infekce a reimplantace protézy.
Pacienti s lokalnimi kompromitujicimi faktory potrfebovali ¢astéji lalokové operace ke kryti defekti
mékkych tkani.

McPhersonovu klasifikaci kompromitujicich faktor( pacienta jsme poufZili v fadé nasich studii
[111][289][359].



1.4.5. Dalsi klasifikace

Na pracovisti autora disertacni prace se pouzivd modifikovand klasifikace infekce kloubni
nahrady Trampuze a Zimmerliho a pGvodni klasifikace celkového stavu pacienta a lokalniho stavu
koncetiny McPhersona. Infekce kloubni ndhrady jsou rozdéleny do sedmi skupin:

Casné infekce nastupujici do 3 mésict od implantace.

Opozdéné (,low-grade”) od ukonéeného 3. do ukonéeného 24. mésice po implantaci.

Pozdni infekce zacinajici vice nez 24 mésicl po implantaci, pravdépodobné hematogenni.

Pozitivni peroperacni kultivace u pacienta, jehoz kloubni ndhrada byla revidovana pro

predpoklddané aseptické selhani.

5. Recidiva infekce kloubni ndhrady v lokalizaci, kde jiz probéhla infekce kloubni nahrady.
Izolovan stejny plvodce jako pfi pfedchozim onemocnéni.

6. Reinfekce kloubni nahrady v lokalizaci, kde jiz probéhla infekce kloubni ndhrady. lzolovan
plvodce rtzny od plvodce predchoziho onemocnéni.

7. Siteni infekce per continuitatem, napftiklad z panevniho abscesu, abscesu m. iliopsoas nebo ze

spondylodiscitidy do TEP kyc¢le, nebo infekce TEP kolena po erysipelu bérce

el S
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1.5. Prevence infekce kloubni ndhrady

Infekce kloubni nahrady je zdvaznou komplikaci endoprotetiky, kterd mze v zavislosti na
virulenci pUvodce, zvolené terapii a kondici pacienta koncit Uplnym vylécenim, ale i mutilujicim
vykonem, ztratou koncetiny, v krajnim pfipadé aZz imrtim pacienta. Proto zde vice nezZ kde jinde plati
anglické réeni, Ze unce prevence ma cenu libry Iéku. Preventivni opatfeni jsou zamérfend na
optimalizaci rizikovych faktorl pacienta, minimalizaci nebezpeci zavleceni plvodce do rany béhem
operace a antibakteridlni Gpravy implantatd. Ve vyzkumu jsou i antibakterialni vakciny.

1.5.1. Optimalizace rizikovych faktorl pacienta

Modifikovatelnych rizikovych faktorll na strané pacienta byla popsana celd fada (kapitola
1.3.3.). U vétsiny pacient( se da najit alespon jeden rizikovy faktor, ktery mizZeme eliminovat nebo pfi
nejmensim kompenzovat. Pouze 20 % pacientl pfed primarni TEP a 7 % pacient( pred revizni operaci
je pripraveno k operaci tak dobfe, Ze u nich Zadny ovlivnitelny rizikovy faktor neni vyjadren [251].

Diabetes mellitus. Pfed implantaci TEP se doporucuje kompenzovat diabetes. Hyperglykémie
sama zlepSuje podminky pro pomnozZeni bakterii a Spatna dlouhodoba kompenzace narusuje funkci
imunitniho systému. Ukazatelem dlouhodobé kompenzace diabetu je hladina glykovaného
hemoglobinu. Jesté presnéjsim prediktorem budouci IKN nez glykovany hemoglobin je ovsem
peroperacni stresova glykémie, a to i u pacientl bez diabetu. DUsledna kontrola a korekce glykémie
béhem operace a v éasném pooperacnim obdobi snizuje riziko IKN [5]. Implantace kloubni ndhrady se
u diabetikll indikuje podle stejnych principt jako u pacientl bez diabetu. Nicméné zvysené riziko je
tfeba mit na paméti. Vhodné je prodlouzeni peroperacni ATB profylaxe, pouziti antibiotického kostniho
cementu a nasazeni ATB profylaxe u pozdéjsich chirurgickych vykond, které mohou byt spojeny
s bakteriémii. Samoziejmosti je Setrna operacni technika a pecliva sutura [290].

Malnutrice vede k horSimu hojeni operacni rany, tedy riziku zavleceni infekce v pooperacnim
obdobi. V nasich podminkach je malnutrice vzacna a poji se vétSinou se zakladnim onemocnénim
(alkoholismus, malignita, onemocnéni gastrointestinalniho traktu). Je tfeba nezapominat na paradoxni
malnutrici obéznich pacientd, jejichz jidelnic¢ek je bohaty kaloricky, ale chudy na proteiny, vitaminy a
esencialni mastné kyseliny. Indikatory paradoxni malnutrice jsou absolutni pocet lymfocytl mensi nez
1500/ul, sérovy albumin pod 35 g/l a transferin pod 2000 mg/I. Pacienti, ktefi splfiuji alespon jedno
z téchto kritérii, by méli konzultovat vyZivovou poradkyni a odloZit planovanou operaci [84].

Koufteni neni silnym rizikovym faktorem, nicméné jeho neblahy vliv na hojeni operacni rany Ize
eliminovat tim, Ze pacient zanecha koureni 4 tydny pred pldnovanou operaci [188]. DodrZovani zakazu
koureni Ize snadno ovéfit stanovenim sérové hladiny kotininu, metabolitu nikotinu.

Anémie patfi k ¢astéjsim rizikovym faktoriim infekce kloubni nahrady. Pooperacni anémie se
Casto resi alogenni transfuzi, kterd je ovSem spjata s vys$Sim rizikem infekce kloubni nahrady [294]. Je

Infekce HIV se vposledni dobé presouva ze skupiny neovlivnitelnych do skupiny
modifikovatelnych rizikovych faktord. HIV-pozitivni pacienti jsou sice v ¢eské endoprotetice raritou, ale
zahrani¢ni zdroje s nimi pocitaji jako s nezanedbatelnou mensinou [251]. Doporucuje se predoperacni
korekce poctu CD4 lymfocytl a virové naloze pomoci moderni vysoce aktivni antiretrovirové terapie.
Pacienti s po¢tem CD4 lymfocytd vyssim nez 200/pl a virovou nélozi pod 10 000 ¢astic v 1 ml krve maji
riziko pooperacni infekéni komplikace srovnatelné s HIV-negativni populaci [62].
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Nosic¢stvi zlatého stafylokoka. Kolonizace nosni sliznice S. aureus je zndmym rizikovym
faktorem IKN. Molekuldrni analyza prokazala, Ze IKN byvaji zplsobeny timtéZ kmenem, ktery
predoperacné kolonizoval nosni sliznici [275]. NaSe populace se déli z hlediska nosic¢stvi na 3 skupiny.
Perzistentni prenaseci zlatého stafylokoka tvofi 20 % populace a jsou kolonizovani stdle stejnym
kmenem S. aureus. 60 % populace patfi do skupiny intermitentnich prenasecu, ktefi jsou kolonizovani
postupné rlznymi kmeny. Zbylych 20 % populace neni kolonizovano zlatym stafylokokem nikdy.
V nemocni¢nim prostrfedi profituji perzistentni pfenaseci z toho, Ze jiz kolonizovani jsou, a jsou tedy
chranéni pred osidlenim virulentnéjSim a rezistentnéjsSim nemocni¢nim kmenem [164]. Jejich
nevyhodou je naopak skutecnost, Ze maji 3x vétsi riziko pooperacni bakteriémie S. aureus [329].
Pacienty pfijimdme na oddéleni co nejkratsi dobu pred planovanou operaci, aby se nekolonizovali
rezistentnimi nemocni¢nimi kmeny. K vyhledavani pacientl s kolonizovanou nosni dutinou je vhodny
prosty stér nosniho vchodu a vestibula a PCR vysetteni. V pfipadé ndlezu S. aureus se k dekolonizaci
doporucuje mast s mupirocinem aplikovana do nosniho vchodu a vestibula 2x denné a chlorhexidinova
koupel jednou denné po dobu 5 dni pfed operaci. Zajimavosti je, Ze po Uspésné eliminaci nosni
kolonizace S. aureus vétSinou zmizi i z ostatnich kolonizovanych casti téla [164]. Pacientim
s prokdzanym MRSA se k béiné peroperacni antibiotické profylaxi priddva jesté jedna davka
vankomycinu [5].

Dalsi kroky v eliminaci rizikovych faktorl jsou suplementace vitaminu D u pacientd
s prokazanou deficienci, redukce télesné hmotnosti obéznich pacientd, eliminace infekénich fokust po
celém téle (s dlrazem na dutinu Ustni, nos, krk a gynekologickou oblast) a docasnd uprava
imunosupresivni medikace. Metotrexat se vysazovat pred operaci nemusi. Dal$i imunosupresiva a
biologicka Ié¢ba maji presné dané doporuceni American College of Rheumatology, jak dlouho pred
operaci se maji vysadit [125].

1.5.2. Prevence zavleceni bakterii do operacni rany

Bakterie se do operacni rany dostavaji vzdusnou cestou, na operacnich nastrojich nebo na
rukou personalu. Exogenni bakterie vSak plsobi méné infekci operacnich ran nez endogenni rozsev
pavodcl z kliZze, sliznic dutych organl a preexistujicich infekénich loZisek pacienta [12]. Na konci
operace je mozné vykultivovat invazivni bakterie z 90 % plivodné sterilnich ran [220]. Béhem prvnich
4 hodin po kontaktu bakterii s tkdnémi pacienta imunitni systém pacienta eliminuje vétSinu bakterii
v operacni rané; jejich pocet redukuje aZ o 6 radua. Pfipadna infekce operaéni rany je potom vyvolana
burikami plivodce, které tuto inicidlni redukci preziji [247].

Stavebni Upravy operacniho salu. Zakladnim pfedpokladem pro minimalizaci incidence infekci
v misté chirurgického vykonu jsou odpovidajici stavebni parametry operac¢niho salu. Prostory salového
traktu musi byt uspofadany od mist s vétsi kontaminaci k mistdm sterilnéjsim tak, aby umoznily pohyb
personalu v takovych smérech, které nekontaminuji samotny operacni sal [106]. Povrchy musi byt
snadno omyvatelné a odolné k desinfekénim prostfedkim. Odstranuji se zbytecné kouty a listy.
Ventilaéni systémy udrZuji poZadovanou teplotu a vlhkost vzduchu. Na salech vSeobecné chirurgie
vétsSinou staci ventilace s turbulentnim proudénim, ovSem v ortopedické endoprotetice je laminarni
proudéni dnes jiz nepodkrocitelnym minimem. Ve vzduchu se rozptyluji prachové castice, textilni
vldkna z obleceni, deskvamovanad klze persondlu a aerosoly z dychacich cest — vSechno prenasi mala
mnozstvi bakterii, které mohou kontaminovat operacni nastroje nebo samotnou ranu. Doporucuje se
laminarni proudéni vzduchu cisténého HEPA filtrem smérujici na operacni ranu a dale pokracujici od
rany smérem ven ze salu. Na sdle je lehky atmosféricky pfetlak a cely objem vzduchu na sale by se mél
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vymeénit 15 aZz 20krat za hodinu [279]. Sir John Charnley sniZil po zavedeni lamindrniho proudéni a
operacnich skafandru incidenci infekce kloubni ndhrady ze 7,0 % na 0,5 % [43].

Antibioticka profylaxe je nejucinnéjsim opatfenim v prevenci infekce kloubni ndhrady [149].
Ma nejvétsi efekt, je-li zahdjena pred incizi [37]. Efektivni perioda profylaktickych antibiotik trva 3
hodiny od pocatku incize. Po uplynuti této rozhodujici periody nemaji profylaktickd antibiotika vliv na
pravdépodobnost vzniku stafylokokové infekce v operacni rdné, protoze uz je pravdépodobné
rozhodnuto, zda bakterie kontaminujici ranu budou zni¢eny nebo se v rané etabluji. Chirurgické rany,
kde byl pouzity chirurgicky materidl, jsou k usazeni bakterii mnohem nachylnéjsi. Pfitomnost byt
jediného stehu snizuje pocet bakterii nutnych k vyvolani infekce operaéni rany o Ctyfi rady [152],
pritomnost implantatu aZz o 6 radd [345]. Kolonizace povrchu implantatu bakteriemi trva pouhych 5
hodin [360].

U dlouhych operacnich vykond nebo po vétsi krevni ztraté se doporucuje podani dopliujici
davky profylaktického antibiotika jesté béhem operace [135]. Antibiotickou profylaxi neni tfeba
neumeérné prodluzovat, protoze 24hodinové podavani ma stejny ucinek na redukci incidence IKN jako
sedmidenni reZim, ale delsi podavani vede k narlstu bakteridlni rezistence a nakladd na Iécbu [149].
Ztejmé vSak bude nutné i toto opatteni individualizovat. Podle jedné velké recentni studie se ukazalo,
Ze u rizikovych pacientd by mohlo mit smysl del$i podavani antibiotik. Sedmidenni podavani
peroralnich ATB po primoimplantaci TEP kolena nebo kyéle u pacientl s vyssi mirou rizika IKN sniZuje
toto riziko ¢tyfnasobné [146].

Béhem revizni operace musi operatér resit dilema, zda podat profylaktické ATB pred incizi a
tim si zvysit faleSnou negativitu kultivacnich vysetfeni nebo zda s antibiotiky vyckat az do doby po
odbéru vzorkd tkani na kultivaci. Odbornici se shoduji, Ze pred revizni operaci je tfeba podat
profylaktickd ATB podle standardniho protokolu, pouze v pfipadech s divodnym podezienim na IKN a
neznamym puvodcem vyckat na odbér vzork( [350].

Profylaktickd antibiotika se podavaji vzdy v intravendzni formé, aby byly tkané kolem operacni
rany antibiotikem nasyceny po celou rozhodujici periodu. Lokdlni aplikace antibiotik vyplachem
pravdépodobné nemaji v prevenci infekce chirurgické rany ani v prevenci tvorby biofilmu na
implantatech signifikantni ucinek, protoze tkané jsou neustale promyvany tkanovym mokem a volné
antibiotikum je rychle odplaveno. Pokud bychom chtéli podat antibiotikum lokalné, musi byt do okoli
implantatu uvolfiovdano postupné z antibiotického nosice, a to v dostate¢né koncentraci alesponi 6
hodin od implantace — tedy mélo by pokryt celou rozhodujici periodu [12]. Plosné uzivani
antibiotického cementu k fixaci vSech endoprotéz neni Zadouci, protoZe vede k indukci bakteridlni
rezistence, nepredchdzi povrchovym pooperacnim infekcim a antibioticky cement ma horsi
mechanické vlastnosti nez prosty PMMA [149]. Cementovani TEP kolena antibiotickym cementem je
paradoxné spjato s narlstem rizika IKN v porovnani's prostym cementem. Analyza na 56 216 TEP kolen
doklada pomeér rizik 1,53 a statistickou vyznamnost [222].

Stdle diskutovanou otazkou je vybér antibiotika. Cilem je pokryti stafylokokdl, ktefi pUsobi
valnou vétsinu casnych a opoZzdénych IKN, eventualné streptokokd. Peroperacni profylaxe ighoruje
plvodce pozdni hematogenni infekce. V endoprotetice jsou ATB prvni volby cefazolin a cefuroxim.
Vyhodou cefuroximu je vyrazné vyssi ucinnost, stabilita vici ucinkdim stafylokokové beta-laktamazy a
Sirsi spektrum zahrnujici i nékteré enterobakterie [207]. Tyto vyhody a navic U¢inek na anaeroby
vykazuji i aminopeniciliny. V ptipadé alergie na peniciliny se jako alternativa pfipousti klindamycin
nebo vankomycin. Aktivita vankomycinu proti grampozitivnim bakteriim je vSak horsi nez aktivita
B-laktam, a tak by vankomycin nemél byt antibiotikem prvni volby. Nastup ucinku glykopeptidl je
pozvolny, na coZ by se nemélo zapominat. Podani predoperacni profylaxe vankomycinem tak musi zacit
2 hodiny pfed incizi [149].
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P¥iprava operacniho pole zac¢inad uz doma pred pfijmem k hospitalizaci. Celonoc¢ni obklad s 2%
chlorhexidinem prokazatelné snizuje miru bakteridlni kolonizace klize pacienta a nasledné i incidenci
infekce v misté chirurgického vykonu, a to 22,9 % na 0,4 % (pomér rizik 8,15) [157]. Néktefi autofi
doporucuji i opakovany obklad po nékolik noci pfed operaci. Chlorhexidin je G¢innéjsi nez povidon-jéd
nebo mydlova voda. Problém domaci pfipravy je nizkd adherence vétsiny pacientll. 78 % nedodrzuje
instrukce a obklad s chlorhexidinem neaplikuje [156].

Za hospitalizace se provadi dalsi opatfeni. Operacni pole se holi strojkem, tedy bez poranéni
pokozky. Drobna poranéni zplsobena holitkem nebo bfitvou se stavaji zdrojem povrchové infekce.
Povoleny jsou i depilacni krémy; ty vSak u nékterych pacientl vyvolaji iritaci kiiZze. Doporucuje se holit
operacni pole co nejkratsi dobu pfed operaci. Samoziejmosti je peclivd desinfekce operacniho pole a
rouskovani pred incizi. V této fazi neni rozdil mezi pouzitim chlorhexidinu nebo povidon-jédu: redukce
bakterialni kolonizace je v obou pfipadech stejna. Je vhodné natfit desinfekci celou konéetinu, aby se
predeslo opétovné kontaminaci operacniho pole pfi neopatrném rouskovdni, a po rouskovani
desinfikovat operacni pole jesté jednou. Pfi rouskovani se totiz viti vzduch kolem pacienta a
pravdépodobné se zvysi usazovani volnych &astic ze vzduchu na operaéni pole [14]. Rezidualni
bakteridlni kolonizaci kiZe je moiné ,uzamknout” na povrchu klZe pomoci kyanoakrylatu, ktery
minimalizuje migraci bakterii do operacni rany. Dal$i moZnosti jsou jddované incizni félie.

Opatieni na operacnim sdle a pfi operaci. Povinnosti operacniho tymu i sdlového personalu
je podniknout vSechna mozna opatreni k zabrdnéni bakteridlni kontaminace operaéni rany vzdusnou
cestou nebo pfenosem na rukou personalu. Patfi sem napfriklad sterilizace salu ultrafialovym zarenim,
omezeni pohybu osob ze sédlu a na sal béhem operace, omezeni rozhovori na sale, pouzivani Ustenek,
pouzivani operacnich skafandri s odsavanim vydechnutého vzduchu, dikladna chirurgicka desinfekce
rukou, kratce stfizené nehty. Personal nachlazeny nebo nemocny jinou infekéni chorobou se neucastni
operace. Na konci dvouhodinové operace ma 35 % sterilnich rukavic mikroskopické trhliny a 80 % jejich
nositelll si neuvédomuje, kdy se rukavice mohly porusit. Proto je stéZejnim bodem dikladna
chirurgicka desinfekce rukou a noseni dvou parl rukavic [279].

Pacient se nesmi béhem operace podchladit a musi byt zajisténa dobra oxygenace tkani,
protoZe hypoxémie a hypotermie jsou téz rizikové faktory pooperacni infekéni komplikace. Je vhodné,
aby si operatér pred vlastni implantaci vyménil rukavice. Asistenti by se neméli dotykat implantatu,
neni-li to nezbytné nutné. Samoziejmosti je priibézna hemostdaza jako prevence vzniku pooperaéniho
hematomu, ktery je pfiznivym médiem pro pomnozeni bakterii. Pfed uzavienim operacni rany se
doporucuje irigace rany roztokem povidon-jédu, coZ vyrazné snizuje riziko infekéni komplikace [5].
Pokud se pouZiva drén, musi byt vyveden pres zdravou kizi daleko od operacni rany.

Pooperacni péce. Operacni rdna musi byt pfevazovana vidy za sterilnich podminek a ne ¢astéji
nez 1x za 24 hodin. | na pooperacnim pokoji hrozi bakteridlni kontaminace rany vzdusnou cestou. Drén
se musi extrahovat co nejdfive, aby se zabranilo ascendentni infekci bakteriemi z okoli drénu. Pokud
pres veskerou péci dojde k dehiscenci operacni rany, je tfeba uZivat moderni antibakterialni prevazové
materialy, aby se minimalizovalo riziko pooperacni infekce v misté chirurgického vykonu a maximalné
urychlilo zhojeni rany. Vytipovanym pacientlm se zvlast velkym rizikem poruchy hojeni rany (diabetici,
revmatici, malnutrice) je mozné aplikovat preventivni podtlakovou terapii (Prevena™), kterd odvadi
z rany sekret, udrzuje okraje rany u sebe a stimuluje hojeni.

Prevence pozdni hematogenni infekce. Zakladnim principem prevence pozdni hematogenni
infekce kloubni nahrady je aktivni predchazeni vzniku infekénich loZisek, ktera by sekundarné mohla
metastazovat na povrch kloubni ndhrady. Prikladem je kvalitni dentdlni hygiena a dlsledné zaléceni
kazdého bakteridlniho onemocnéni antibiotiky. Hematogenni infekce kloubni nahrady muze vzniknout
pfi bakteriémii 1000 CFU/ml [347]. Antibiotickd profylaxe u nehnisavych stomatologickych vykonu
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nutna neni, protoZe bakteriémie vyvolana pfi stomatologickém vykonu je srovnatelna s fyziologickou
bakteriémii. ATB profylaxe pfi stomatologickych vykonech nesnizuje riziko hematogenni IKN.
Z podobnych dlivodl nema smysl prelééovat asymptomatickou bakteriurii, protoZe se nejedna o
infekci mocovych cest [22]. ATB profylaxe chirurgickych vykon( spjatych s bakteriémii se doporucuje u
rizikovych skupin pacientd, jako jsou diabetici nebo revmatici, v prvnich dvou letech po implantaci
kloubni nahrady, u pacientli s imunodeficitem potom celoZivotné. Urologické, gynekologické, bfisni
chirurgické operacni vykony spjaté s masivnéjsi bakteriémii, ale i intermitentni katetrizace mocového
méchyre pacientl s bakteriurii a zavadéni piercingu je doporuéeno pokryt profylaktickymi antibiotiky
[150].

1.5.3. Vakciny

Vakciny se v pribéhu tfi stoleti své doloZené existence staly nejuspésnéjsi metodou boje
s infekénimi nemocemi. V praxi se k prevenci IKN vakciny zatim neuZivaji, protoZze Zadna z vakcin zatim
neprosla fazi Il klinického testovani [27]. Antibakteridlni vakciny jsou mifené proti jednotlivym
konkrétnim antigenlim, coz vede k jejich pfilis uzké specificité. Vhodny cilovy antigen neexprimuji ani
véechny mutanty jednoho bakteridlniho druhu. Sirokospektra vakcina zabrafujici obecné tvorbé
biofilmu zatim nebyla objevena. In vivo byly zatim na zvifeti testované vakciny proti pouzdrovym
antigenm, slozkdm bunécéné stény, Panton-Valentinové leukocidinu nebo slozkdm quorum-sensing
systému. Vakcina sama IKN nevyléci ani nepredejde jejimu vzniku. Role vakcin spociva v doplnéni [écby
antibiotiky. Na animalnich pokusech byla prokazana ucinnost kombinace antibiotika a monoklonalni
protilatky proti bakteridlni glukosaminiddze [340], monoklondlni protilatky proti bakteridlnimu DNA-
vazajicimu proteinu [86] nebo tetravalentni vakciny proti antigendm biofilmu [33].

1.5.4. Povrchové upravy implantatu

Vsechny implantaty v ortopedii, at uZ jsou tvoreny slitinami titanu, nerezové oceli, chromu a
kobaltu, hydroxyapatitem, polyethylenem nebo kostnim cementem, jsou velmi ndchylné k bakterialni
kolonizaci, ovsem rGzné povrchy a rGzné materidly rozdilnou mérou [259]. Experimentalné bylo
prokazano, Ze bakterie adheruji k titanovym implantatim a ocelovym K-dratlim stejné silné, ale PMMA
vykazal za stejnych podminek vyrazné vyssi bakteridlni naloz [23]. Nejvétsi bakteridlni ndloZe byly
nalezeny na polyethylenovych vlozkach a hlavickach TEP kycli [173]. Naopak na chrom-kobaltovych
komponentach rostou biofilmy nejpomaleji diky toxickému plsobeni kobaltu na bakterialni (i lidské)
bunky [160][355]. Vysledna mira adherence k povrchim ovSem zavisi vice na bakteridlnim kmeni nez
na typu povrchu [123].

Imunitni [atky a buriky maji k povrchu implantatu omezeny pfistup. Strana privracena ke kosti
je vlepSim ptipadé integrovana do kosti, v horSim ptipadé oddélena fibrézni vrstvou, kterd ma
kompromitované cévni zasobeni. Pro rozvoj casné nebo opozdéné infekce kloubni ndhrady je naprosto
esencialnim rozhodujicim faktorem to, jestli povrch implantatu pokryje drive bakterialni biofilm nebo
imunokompetentni buriky pacienta. Rozhodnuto je jiz 6 hodin po operaci a imunitni buriky s bakteriemi
svadéji ,,zavod o povrch”, aby povrch implantatu ovladly jako prvni [128].

IdedIni implantat, ktery maximdlné znemozZnuje adhezi bakterii, je naprosto hladky na
nanometrové Urovni, prosty mikroporQ, hydrofilni a bez elektrického naboje [41]. Idedlni potahova
vrstva implantatu by méla byt biokompatibilni s pacientem, odolnd proti otéru pfi implantaci i
v pooperacnim obdobi, mit silnou a trvanlivou Uc¢innost proti bakteriim prokazanou in vitro a in vivo a
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neméla by interagovat s ukotvenim implantatu, tedy s cementem nebo osteointegraci [110]. At uZ je
na povrch implantatu aplikovana jakakoliv Iatka, nesmi vyvolat bakterialni rezistenci [379].

Povrchové Upravy implantatu délime do tfi kategorii: Pasivni povrchové upravy, aktivni
povrchové Upravy a lokalni nosice [379].

Pasivni povrchové upravy. Cilem pasivnich povrchovych Gprav implantatd je maximalné
bakteriim ztiZit adhezi k povrchu implantatu. K vysoce smacivym nebo naopak superhydrofobnim [394]
povrchim hdfe adheruji hostitelské proteiny, coZ sekundarné ztézuje i adhezi bakterii. Smacivost
implantatu z oxidu titanic¢itého lIze zvysit pomoci ultrafialového zafeni [105]. Potazeni implantatu
polyethylenglykolem nebo polyethylenoxidem pftilnuti sérovych proteini k povrchu implantatu
znemoznuje [223]. Dal$i moznosti je potazeni titanu zesitovanym albuminem, ¢imz se vytvofi hladky
povrch [8]. Moderni technologie mohou vytvarovat nanostrukturu povrchu implantatu do drobnych
hrotl nebo kapes, které ztéZuji bakteriim adhezi, a dokonce pUsobi poskozeni bakteridlnich bunék, az
jejich smrt [354]. Obecné plati, Ze povrchové Upravy snizujici adhezi nelze pouzit na strané implantatu
privracené ke kosti, aby se nenarusila osteointegrace.

Aktivni povrchova uprava implantatu zahrnuje kontaktni baktericidy a baktericidni nebo
bakteriostatické latky uvolfujici se do okoli implantatu.

Stfibro se z povrchu implantatu uvolfiuje do okoli ve formé stfibrnych kationt(l a po kontaktu
s bakterii méni propustnost jeji plasmatické membrany a interferuje s jejim bunéénym metabolismem.
Sttibro reaguje za vzniku reaktivnich sloucenin kysliku, a tim vyviji na bakterie oxidacni stres. Vyhodami
stfibra jsou Siroké antibakteridlni spektrum, dlouhodoby protibakteridlni Gcinek a nizkd
pravdépodobnost vzniku rezistence. Stfibro neovliviiuje aktivitu osteoblastll [124] a pro pacienta neni
toxické [136]. Postfibfené implantaty maji vyssi Uspésnost DAIR v pripadé IKN [328]. Kromé stribra byly
testované i jiné prvky vhodné pro povrchovou Upravu: zinek, méd, selen, uhlik, chlér, jéd a kyslik [379].

Antibiotika kovalentné navazand k povrchu implantatu prokazala uUcinnost v pokusech na
zviratech. Testovany byly vankomycin, kaspofungin [166], gentamicin [6] nebo kombinace minocyklinu
s rifampicinem [59]. Problémem antibiotickych povrchl je riziko indukce antibiotické rezistence
v pripadé dlouhodobého uvolfiovani subinhibi¢nich koncentraci antibiotika. Kromé antibiotik je in vivo
ucinny i sfingosin. Jeho bezpecnost se vSak musi prokazat v nasledujicich studiich na zvifatech [23].

U¢inek antibiotik proti biofilmu by mohl byt potencovan soucasnym uZitim enzymd
degradujicich slozky bakteridlniho biofilmu. Disperzin B je enzym schopny rozptylit PIA a Uplné
eradikovat biofilmy bakterii produkujicich PIA [159]. DNazall2 $tépi extraceluldarni DNA bakterii, cozZ
destabilizuje biofilm a znemoznuje jeho narlst [80]. Proti zralému biofilmu vSak neucinkuje, takze
DNazall2 je pouzitelna pouze v povrchové Upravé implantatu jako prevence vzniku biofilmu [159].

Nosice antibakteridlnich latek reguluji rychlost eluce antibakteridlnich latek do okoli
implantatu. Zakladnim nosi¢em je polymethylmetakrylat (PMMA), ktery se pouziva k ukotveni
implantat( jiz vice nez 60 let. Jako nosice se téz pouzivaji kolagenové sitky, hydrogely nebo kostni tkan.
PMMA Ize impregnovat antibiotiky i jinymi antibakteridlnimi latkami.

Chitosan je ptirodni biokompatibilni kationicky polysacharid interagujici s plasmatickou
membranou bakterii, coZ zpUsobuje jeji lyzu [10]. Chitosan sam a jesSté vyraznéji jeho derivat
hydroxypropyltrimethyl amonium chlorid chitosan (HACC) je ucinny v prevenci tvorby biofilmu na
kostnim cementu, a proto se hodi jako aditivum do PMMA cementu. HACC ma navic schopnost
inhibovat expresi genu virulence u rezistentnich kmen( stafylokok( [291].

Ptrikladem biodegradabilniho nosice antibiotika je rychle vstfebatelny hydrogel z hyaluronanu
a poly-D,L-laktidu. Pfi implantaci se nestird z povrchu implantatu a vstfeba se do 96 hodin, tedy
antibiotikum uvolfiuje rychle a zaroven pokryva celou rozhodujici periodu, kdy probihd ,zavod o

42



povrch” [77]. Dale jmenujme fosfatidylcholin, ktery uvolfiuje amikacin nebo vankomycin nejméné 6
dni [153].

Antimikrobidlni peptidy jsou slozky vrozené imunity, které interaguji s plasmatickou
membranou bakterii a zvySuji jeji permeabilitu pro dalsi antibakteridlni Iatky nebo samy utoci na
nitrobunécné struktury bakterii [114]. Antimikrobidlni peptidy jsou navic plné biokompatibilni a nemaji
toxicky vliv na osteoblasty [113]. Prikladem je Sirokospektry peptid Tet 123 uvnitt kalciumfosfatového
nosice [162].
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1.6. Definice infekce kloubni nahrady

Rozhodnuti, zda je konkrétni proteticky kloub infikovan, nemusi byt vidy snadné. Infekce
kloubni ndhrady se mlze projevit typickymi pfiznaky infekce, které samy urcuji spravnou diagndzu.
V podstatné casti pripadd jsou vsak symptomy jen naznacené, pribéh je vlekly a onemocnéni pak
imituje aseptické selhaniimplantatu [217]. Problematické jsou low-grade infekty, stavy po pfedchozim
podani antibiotik, negativni laboratorni nalezy u pacient( s klinickymi ptiznaky infekce, pozitivni
peroperacni kultivace u pacientd s predpokladanym aseptickym selhanim implantatu,
imunokompromitovani pacienti a dalsi specialni pripady. V téchto situacich se nemizZeme opfit o
jednoduchou definici infekce kloubni nahrady, kterou je prokazana pritomnost pivodce onemocnéni
v protetickém kloubu, protoZe spolehlivy a presny prikaz plvodce neexistuje. Diagnostika se potom
stavad velmi ndro€nou disciplinou. Spatné rozhodnuti vede k neimé&rnému prodlouZeni |é¢by,
opakované operacni zatézi pacienta a v neposledni fadé k narlstu nakladl na lécbu.

Zakladnim predpokladem diagnostiky je znalost kritérii nemoci, kterou hledame. Diagnostika i
definice infekce kloubni nahrady se neustale vyviji a v jednu dobu mUze byt soucasné platnych nékolik
doporuceni. Ztoho plyne, zZe stejny pacient by mohl dostat diagnézu jednou infekéni a jednou
aseptickou v zavislosti na tom, ve které zemi by se zucastnil diagnostické studie. Tento fakt je potom
zdrojem heterogenity jak diagnostickych, tak i terapeutickych studii, které hodnoti ucinek rdznych
terapeutickych pfistupd. Soucasny referenc¢ni standard diagnostiky infekce kloubni ndhrady je soubor
diagnostickych kritérii pfijaty Mezindrodnim konsenzem ve Philadelphii v roce 2018, ktery vychazi ze
starSiho souboru navrZeného v roce 2011 Spolecnosti pro muskuloskeletalni infekce (Musculoskeletal
Infection Society, MSIS). Jedna se o druhou revizi souboru diagnostickych kritérii.

1.6.1. IDSA 2012

Nezdvisle na aktivité MSIS vydala v roce 2012 sv(ij diagnosticky algoritmus a definici infekce
kloubni ndhrady Americkd spolec¢nost pro infekéni nemoci (IDSA, Infectious Diseases Society of
America). IDSA definuje infekci kloubni ndhrady takto [231]:

1. Pfitomnost piStéle komunikujici s kloubem — IKN jista

2. Hnis v kloubni dutiné bez jiné mozné pficiny — IKN jista.

Kultivace téhoz puvodce alespor ze dvou vzork(, z nichZ alespon jeden je peroperacni —
IKN jista.

Znamky akutniho zanétu na histologickém preparatu — IKN vysoce pravdépodobna
Kultivace virulentniho pdvodce alespon z jednoho vzorku — IKN mozna

Kultivace nizce virulentniho plivodce alesponi z jednoho vzorku — zvazit IKN i kontaminaci
IKN mzZe byt pfitomna, i kdyZ pacient nespliuje Zadné z vyse zminénych kritérii.

No vk

Autofi pripoustéji, Ze na histologickém preparatu nemusi byt zndmky akutniho zanétu, pokud
je IKN zplsobena nizce virulentnim kmenem. Uskalim definice IDSA je skute¢nost, 7e hnisavy vypotek
nemusi byt zpUsoben jen pritomnosti bakterii na implantatu. Pro spravnou diagndzu na zakladé
purulence musime nejprve vyloucit jiné mozné pfriciny vzniku hnisavého vypotku, napftiklad
nepfiznivou lokalni tkanovou reakci na kovové castice (adverse local tissue reaction — ALTR) [293].
Cytologické parametry ptfimo v definici IKN nenachdzime, nicméné IDSA cytologické vysSetfeni
doporucuje a uvadi nasledujici rozdélujici hodnoty:
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TEP kolen nejméné 6 mésicl po implantaci, bez systémového zanétlivého onemocnéni:
- leukocyty ve vypotku 1700/l
- podil neutrofild v diferencialnim rozpoctu leukocytd ve vypotku 65 % [302]

TEP kycli nejméné 6 mésict po implantaci:
- leukocyty ve vypotku 4200/ ul
- podil neutrofild v diferencialnim rozpoctu leukocytl ve vypotku 80 % [264]

TEP kolen v ¢asném pooperacnim obdobi:
- leukocyty ve vypotku 27 800/l
- podil neutrofild v diferencialnim rozpoctu leukocytd ve vypotku 89 % [24]

1.6.2. Kritéria MSIS 2011

Americka Spole¢nost pro muskuloskeletalni infekce (Musculoskeletal Infection Society, MSIS)
v roce 2011 vydala soubor velkych a malych diagnostickych kritérii [238]. Infekce kloubni ndhrady je
pritomna, pokud je splnéno alespon jedno velké nebo alespon Ctyfi ze Sesti malych kritérii. Rozdélujici
hodnoty nékterych testl nebyly jesté pevné dané. Autofi pripoustéji, Ze IKN mlze byt pfitomna, i kdyz
neni splnéno Zadné velké a méné nez Ctyri mala kritéria. MSIS si je védoma, Ze béZzi intenzivni vyzkum
mnoha dalSich diagnostickych metod a prohlasuje, ze diagnosticka kritéria bude aktualizovat, pokud
se néjakd nova metoda ukazZe jako vysoce pfesna.

Infekce kloubni nahrady je pfitomna, pokud je splnéno alespon jedno velké nebo alespon ctyfi
mala kritéria
Velka kritéria 1. Pistél komunikujici s kloubni dutinou

2. PlOvodce onemocnéni je vykultivovan alesponn ze dvou vzorkl
periprotetické tkané nebo vypotku

Mala kritéria 1. Elevace sérového CRP a zaroven zvysend sedimentace erytrocytl
2. Zvyseny pocet leukocytl ve vypotku

3. Zvyseny podil neutrofilnich granulocytd v diferencidlnim rozpoctu
leukocytl ve vypotku

4. Pfitomnost hnisu v kloubni dutiné
5. Kultivaéni izolace plvodce z vypotku nebo periprotetické tkané

6. Vice nez 5 neutrofild na zorné pole v péti zornych polich pfi histologické
analyze periprotetické tkané pri 400nasobném zvétseni

Tabulka 1.8: Diagnostickd kritéria MSIS z roku 2011
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1.6.3. Mezinarodni konsenzus 2013

V roce 2013 se ve Philadelphii konalo Mezindrodni konsenzudlni setkani na téma infekce
kloubni nahrady, kterého se zucastnilo na 400 expertd z52 zemi a 130 odbornych spoleénosti.
Konsenzus s drobnymi Upravami schvalil definici infekce kloubni nahrady navrzenou MSIS v roce 2011
a ta byla potom pfijata vice nez 130 svétovymi odbornymi spole¢nostmi [241]. Konsenzus vyloudil
z malych kritérii hnisavy charakter vypotku. Vypotek pfipominajici hnis totiz mdze byt pfitomen napf.
i u neinfekcni exacerbace revmatoidni artritidy nebo v ramci nepfiznivé lokalni tkanové reakce na
kovové castice (ALTR). Oznaceni vypotku za hnisavy nebo nehnisavy se odviji od subjektivniho
posouzeni a cilem konsenzu je diagnostiku maximalné objektivizovat [350]. Konsenzus jako alternativu
k celkovému poctu leukocytll ve vypotku pridal pozitivitu leukocytové esterazy na detekénim papirku
na ++ pfi ponoreni do kloubniho vypotku. Konsenzus ptipousti, Ze ani takto upravena kritéria nejsou
100% spolehliva a v pfipadé, Ze pacient kritéria nesplriuje a pfetrvava dlvodné klinické podezieni na
IKN, diagndza IKN mUzZe byt stanovena. Jako priklad autofi uvadéji infekci nizce virulentnim kmenem,
napf. Cutibacterium acnes.

Infekce kloubni nahrady je pfitomna, pokud je splnéno alespon jedno velké nebo alespon tfi
mala kritéria
Velka kritéria 1. Dvé pozitivni periprotetické kultivace s fenotypicky identickym
organismem
2. Pistél komunikujici s kloubni dutinou

Mala kritéria 1. Elevace sérového CRP a zaroven zvysend sedimentace erytrocytl

2. ZvySeny pocet leukocytll ve vypotku nebo ++ pozitivni test leukocytové
esterazy na prouzku

3. Zvyseny podil polymorfonuklearnich leukocytl v diferencialnim rozpoctu
leukocytt ve vypotku

4. Pozitivni histologicka analyza periprotetické tkané

5. Jedina pozitivni kultivace

Tabulka 1.9: Diagnosticka kritéria Mezindrodniho konsenzu ve Philadelphii z roku 2013
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Kritérium Akutni IKN Opozdéna IKN

(do 90 dni od implantace) (nad 90 dni od implantace)
Sedimentace erytrocytt Hranice nebyla stanovena 30
[mm/hod]
CRP [mg/I] 100 10
Pocet leukocytid ve vypotku 10 000 3000
[na 1 pl]
Podil polymorfonukleart v 90 % 80 %
diferencialnim rozpoctu
leukocytl ve vypotku
Leukocytova esteraza + nebo ++ + nebo ++
Histologicka analyza >5 PMN v 1 zorném poli pfi >5 PMN v 1 zorném poli pfi
400x zvétseni a zhlédnuti 5 400x zvétSeni a zhlédnuti 5
zornych poli zornych poli

Tabulka 1.10: Rozdélujici hodnoty k posouzeni vysledki vysetreni zahrnutych do kritérii
Mezindrodniho konsenzu ve Philadelphii z roku 2013

1.6.4. Soucasny referencni standard

Soucasny referencni standard diagnostiky infekce kloubni nahrady je soubor diagnostickych
kritérii prijaty Mezindrodnim konsenzem ve Philadelphii v roce 2018. Oproti pfedchozimu souboru
kritérii zavadi rutinni testovani synovialniho a-defensinu a synovialniho CRP a déle krevnich D-dimerd.
Testovani diagndzy je rozdéleno do tfi krokl a v kazdém je mozné obdrzet nerozhodny vysledek. Pokud
jsou velka kritéria negativni, testujeme predoperacni mala kritéria. Pokud je predoperacni punkce
suchd nebo vysledek nerozhodny, testujeme peroperacni kritéria. Mala kritéria maji rozdilnou vahu
hodnocenou jednim, dvéma nebo tfemi body [243].

Velka kritéria Rozhodnuti

Pistél Splnéno alespon jedno:
2 pozitivni kultivace se stejnym plvodcem Infekce
Mala kritéria Rozhodnuti
= Krevni CRP nebo D-dimery
18]
S FW 1 6 avi IKN
2 Synovidlni | LE nebo leukocyty 3 avice .
S - 2-5 — nerozhodné
5 a-defensin 3 -y
et 0-1 — aseptické
o % PMN 2
CRP 1
= V pripadé nerozhodného predoperacniho vysledku Rozhodnuti
9 ~ M AN -
& Soqut Pre.doper:?lcmho score 6 a vice — IKN
"9 Pozitivni histologie 3 v
o) — p 4-5 — nerozhodné
5 Viditelnda purulence 3 0-3 - asepticks
Sl Jedind pozitivni kultivace 2 P

Tabulka 1.11: Diagnostickad kritéria Mezindrodniho konsenzu ve Philadelphii z roku 2018
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Vroce 2018 bylo téZz provedeno zhodnoceni diagnostickych vlastnosti soucasného i
predchozich soubor( na validacnich skupinach pacientl s infekénim, resp. aseptickym selhanim.
Validaéni skupiny byly uréeny retrospektivné z pacientd, kteti byli dlouhodobé sledovani, a tak u nich
bylo mozné témér s jistotou fici, jestli byli infekéni nebo neinfekéni v dobé operace. Nova kritéria z roku
2018 maiji oproti pfedchozim vynikajici senzitivitu a zachovalou vynikajici specificitu [243].

Metoda Senzitivita  Specificita
MSIS 2011 79,3 % 99,5 %
Konsenzus 2013 86,9 % 99,5 %
Konsenzus 2018 97,7 % 99,5 %

Tabulka 1.12: Diagnostické vlastnosti rtiznych referencnich standardti

Ani nejnovéjsi soubor diagnostickych kritérii neni 100% presnym zlatym standardem. Spravné
diagnoze stale malé procento pacientl unikd. V riziku stanoveni Spatné diagndzy jsou pacienti
s krystalovymi artropatiemi, nepfiznivou lokalni tkanovou reakci, exacerbaci revmatoidni artritidy
nebo IKN zplsobenou nizce virulentnimi pdvodci. Diagnostickd kritéria 2018 jsou kaZdopadné
nejpresnéjsim nastrojem diagnostiky infekce kloubni ndhrady a budou vyborné slouzit jako referencni
standard pro testovani novych diagnostickych metod.

Kritérium Akutni IKN Opozdéna IKN
(do 90 dni od implantace) (nad 90 dni od implantace)
Sérovy CRP [mg/I] 100 10
Sérové D dimery [ng/ml] 860 860
Sedimentace erytrocytt Hranice nebyla stanovena 30
[mm/hod]
Pocet leukocytid ve vypotku 10 000 3000
[na 1 pl]
Podil polymorfonukleart v 90 % 80 %

diferencidlnim rozpoctu
leukocytl ve vypotku

Synovialni CRP [mg/I] 6,9 6,9

Synovialni a-defensin [mg/I] 5,2 5,2

Leukocytova esteraza ++ ++

Histologicka analyza >5 PMN v 1 zorném poli pfi >5 PMN v 1 zorném poli pfi
400x zvétSeni a zhlédnuti 5 400x zvétSeni a zhlédnuti 5
zornych poli zornych poli

Tabulka 1.13: Rozdélujici hodnoty k posouzeni vysledki vysetreni zahrnutych do kritérii
Mezindrodniho konsenzu ve Philadelphii z roku 2018
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1.7. Diagnosticky algoritmus

Neexistuje jediny stoprocentné senzitivni a stoprocentné specificky test, kterym bychom
jednoznacéné potvrdili nebo vyvratili podezieni na infekci kloubni ndhrady. Diagndza se opirad o celou
paletu rdzné zavainych diagnostickych metod uspofadanych do souboru diagnostickych kritérii.
Vysledky vSech vysSetfeni, které potfebujeme ke stanoveni nebo vylouceni diagndzy IKN, nejsou na
zacatku k dispozici. VSechna potfebna vysetfeni nemGzeme indikovat kvili sebemensimu podezieni na
IKN, protoZze jsou vrlzné mife invazivni. Metody nukledrni mediciny vystavuji pacienta
nezanedbatelné davce ionizujiciho zareni. Pfi kloubni punkci hrozi zavleceni bakterii z prostredi nebo z
kozni fléry do neinfekéniho kloubu a ndsledné vyvolani iatrogenni infekce kloubni ndhrady. Konec¢né,
neindikujeme k revizni operaci kazdého suspektniho pacienta jenom kvuli ziskani peroperacnich
vzorkll. Odborné spoleénosti navrhuji diagnostické algoritmy tak, aby co nejdrive a nejspolehlivéji byly
odhaleny ptipady infekce kloubni ndhrady, a zaroven asepticti pacienti nebyli vystaveni zbytecné zatézi
a rizikim spojenym s vysetfovanim. Schémata 1.1 a 1.2 shrnuji dva uznavané diagnostické algoritmy.
Mezinarodni konsenzus 2018 sice zkomplikoval systém hodnoceni vysledkl vysetreni, ale zjednodusil
diagnosticky algoritmus v porovndni s algoritmem konsenzu z roku 2013, protoZe sefadil vySetfeni do
tfi jasnych kroku.

Na zakladé anamnézy a klinického vysetfeni vznikne podezifeni na infekci kloubni nahrady.
potom provadime testy prvni linie. Mezi testy prvni linie pati prosty rentgenovy snimek, sedimentace
erytrocyt( a stanoveni sérovych parametr( CRP, IL-6 a D-dimerd. Tyto testy jsou témér neinvazivni a
po zhodnoceni jejich vysledkll se rozhodneme, jestli budeme pokracovat ve vysetfovani nebo infekci
kloubni ndhrady oznacime za nepravdépodobnou. Pokud jsou vSechny krevni testy negativni a na RTG
nenachdzime znamky uvolnéni implantatu, ve vysSetfovani nepokracujeme [231]. Pokud je néktery
z testd pozitivni, nasleduje kloubni punkce s aspiraci kloubniho vypotku.

Dlouho jsme se spoléhali na to, Ze negativni CRP a sedimentace erytrocytl témér vylucuje
infekci kloubni nahrady [280], a tento nazor sdili i Americka asociace ortopedl (AAOS), ktera
doporucuje neprovadét kloubni punkci, pokud je CRP i sedimentace erytrocytl negativni a neni
podezieni na IKN. Kycle se nepunktuji ani tehdy, kdyZ je jeden z ukazatell (CRP nebo sedimentace)
pozitivni a neni podezieni na IKN. Tito pacienti ale musi mit po 3 meésicich kontrolni krevni testy.
Pacienty s podezienim na IKN, pacienty pldanované k aseptické revizi a pacienty s pozitivhim CRP i
sedimentaci samoziejmé punktovat musime. Dnes uz je SirSi povédomi o low-grade infektech, které
mivaji CRP i sedimentaci Casto v normé. Pfi podezieni na chronickou infekci kloubni nahrady nizce
virulentnim kmenem doporucuji néktefi autofi provadét kloubni punkci jiz v prvni linii [4]. AZ 32 %
viech IKN muUze uniknout diagndze, pokud zastavime vysSetfovani po obdrzeni normalniho sérového
CRP. 23 % prokdazanych IKN ma normalni hladinu sérového CRP a sedimentaci erytrocytl. Jedna se
samoziejmé o low-grade infekty zplsobené nizce virulentnimi organismy [245].

Pfi rozhodovani o dalSim vySetfovacim postupu je tfeba zohlednit anamnézu a komorbidity
pacienta. Samotnad elevace CRP a sedimentace nevyvoldvaji nutné podezieni na infekci kloubni
nahrady, pokud je ziejma jeji pric¢ina, napt. koexistence systémového zanétlivého onemocnéni,
nespecifického stfevniho zanétu nebo nddorového onemocnéni. V takovych pfipadech musi klinik
zvazit, zda kloubni punkci a moZznym zavlecenim exogenni bakterie neohrozi asepticky kloub.

Kloubni vypotek je nejlepSim zdrojem informaci, protoze je v pfimém kontaktu s implantatem
a eventualné pritomnymi bakteriemi. Punktat odesilame rutinné k mikrobiologickému a cytologickému
vySetfeni. Mezinarodni konsenzus 2018 nové vyZaduje i biochemickou analyzu vypotku. Na vypotek se
zaméruji i inovativni a experimentdlni metody, napf. imunogenetika.
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Do standardniho diagnostického algoritmu nejsou zafazeny pokrocilé zobrazovaci metody,
tedy magnetickd resonance, CT, tfifazova scintigrafie kosti, scintigrafie znaéenymi leukocyty ani
PET/CT. Trifazova scintigrafie kosti a scintigrafie znacenymi leukocyty jsou nam pomoci, kdyZz neni
k dispozici kloubni vypotek a ostatni vySetfeni dopadaji nerozhodné.

* Kloubni pistél nebo pretrvavajici sekrece z operaéni rany
Akutné zacinajici bolesti protetického kloubu
¢ Chronické bolesti protetického kloubu

l

Ortopedické konzilium

l

s Anamnéza a klinické vysetieni

& Prosty RTG snimek

* Sedimentace erytrocytd a sérovy CRP
s Hemokultura

l

Podezfeni na IKN *

l Neni podezieni na IKN
- zastavit vySetfovani

h 4

Kloubni punkce:

s Podet leukocytll

e Diferencialni rozpocet leukocytd
* Aerobni a anaerobni kultivace

l

Podezieni na IKN trva nebo byla IKN potvrzena
= naplanovani operace

¥
* Peroperaéni makroskopicky nalez
* Vzorky na histologii
* 3 -6 vzorkd na kultivaci
* Sonikace explantatu

Schéma 1.1: Diagnosticky algoritmus IDSA z roku 2012. V pripadé negativni sedimentace, CRP,
hemokultury, prostého RTG snimku a absence podezieni na IKN je doporuceno ddle nevysetfovat.
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Pokud je pacient stabilni a nepotiebuje urgentni oSetfeni, pfed planovanou aspiraci vypotku
na ambulanci 2 tydny nepodavame antibiotika, abychom minimalizovali pravdépodobnost falesné
negativniho kultivacniho vysledku [231]. Znalost plvodce onemocnéni je naprosto esencidlni
v pldnovani dalsi 1écby. Pokud pacient antibiotika uzivd a jevi pfiznaky pocinajici sepse, cekat
samoziejmé nem(izeme. Odebirdme krev na hemokulturu a planujeme operacni feseni.
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Schéma 1.2: Diagnosticky algoritmus Mezindrodniho konsenzu z roku 2013. Nékterd z malych
kritérii Ize posoudit predoperacné, jind aZ peroperacné, proto je tfeba presné stanovit, v jakém
poradi se budou vysetfeni provddét. + pozitivni, - negativni, aspiracni kritéria = kritéria posouditelnd
jen po aspiraci kloubniho vypotku, tedy pocet leukocytt, podil polymorfonukledru a test leukocytové
esterdzy
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1.8. Zakladni pravidla pro testovani vlastnosti diagnostickych testa

V diagnostice infekce kloubni nahrady neexistuje zlaty standard, tedy jediny 100% senzitivni a
100% specificky test. Soucasny vyzkum je mimo jiné zaméren na hledani takového testu. Kazdy nové
objeveny ukazatel IKN je podroben zkoumani presnosti, tedy urceni senzitivity, specificity a dalSich
vlastnosti. ProtoZe vétsSina testl nabyva spojitych hodnot (koncentrace biochemického markeru ve
vypotku, pocet leukocytl ve vypotku apod.), je tfeba také spravné urcit rozdélujici hodnotu
(diskriminacni hranici, referencni mez), kterd rozdéluje pozitivni a negativni vysledky, aby byl test
snadno vyuzitelny v klinické praxi. Stanoveni diagnostickych vlastnosti testu se déld pomoci srovnani
jeho dichotomickych vysledki se skutecnou pfitomnosti nebo absenci nemoci. V pfipadé IKN ovsem u
nékterych pacientl béhem vyzkumu nezjistime, zda IKN méli nebo neméli. Proto srovnavame novy test
s testem starSim, o kterém se domnivame, Ze se (témér nikdy) nemyli. Tomuto nejpresnéjSimu
dostupnému testu ke srovnani fikdme referencni standard a v pfipadé IKN se jako referencni standard
pouziva soubor diagnostickych kritérii Mezinarodniho konsenzu z roku 2018.

1.8.1. Diagnostické vlastnosti testu

Zakladem pro vypocet diagnostickych vlastnosti testu je kontingencni tabulka.

a — pocet pacientd, ktefi maji sledovanou nemoc a test je oznacil za nemocné (test spravné pozitivni)
b — pocet pacientd, ktefi nemoc nemaji a test je oznacil za nemocné (test falesné pozitivni)

c — pocet pacientd, ktefi maji sledovanou nemoc a test je oznadil za zdravé (test faleSné negativni)

d — pocet pacient(, ktefi nemoc nemaji a test je oznacil za zdravé (test spravné negativni)

Nemoc skutecné Nemoc skutecné Celkem
pritomna nepritomna

Test pozitivni a b a+b
Test negativni C d c+d
| celkem _______[ERNC b+d at+b+c+d

Tabulka 1.14: Obecnd kontingencni tabulka

Senzitivita testu je podil pacientd s pozitivnim vysledkem testu mezi vSemi skute¢né nemocnymi.
Senzitivita testu je pravdépodobnost, Ze test pfifadi nemocnému pozitivni vysledek.
a

a+c

Specificita testu je podil pacientl s negativnim vysledkem mezi vSemi skute¢né zdravymi.
Specificita testu je pravdépodobnost, Ze test prifadi zdravému negativni vysledek.

d
SP=5va

Presnost testu je pravdépodobnost, Ze test poskytne spravné vysledky.
_ a+d
" a+b+c+d

Falesna pozitivita je podil pacientl s pozitivnim vysledkem testu mezi vsemi skute¢né zdravymi.
FaleSna pozitivita testu je pravdépodobnost, Ze test pfifadi zdravému pozitivni vysledek.

b
FP=tva

Falesna negativita je podil pacient( s negativnim vysledkem testu mezi vSemi skutecné nemocnymi.
FaleSnda negativita testu je pravdépodobnost, Ze test pfifadi nemocnému negativni vysledek.
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EN = -

a+c

Prediktivni hodnota pozitivniho vysledku je podil nemocnych mezi vSéemi s pozitivnim vysledkem.
Prediktivni hodnota pozitivniho vysledku je pravdépodobnost, Ze pacienti s pozitivnhim vysledkem jsou
skute¢né nemocni.

a
PPV = —

Prediktivni hodnota negativniho vysledku je podil zdravych mezi vSéemi s negativnim vysledkem.
Prediktivni hodnota negativniho vysledku je pravdépodobnost, Ze pacienti s negativnim vysledkem
jsou skutec¢né zdravi.

NPV =L
c+d

Pozitivni vérohodnostni pomér udava, kolikrat je pravdépodobnost pozitivniho vysledku testu vyssi u
nemocnych neZ u zdravych pacientd.

LR+ = SE _ aic _ a(b+d)
FP b " pla+o)
b+d

Negativni vérohodnostni pomér udava, kolikrat je pravdépodobnost negativniho vysledku testu nizsi u
nemocnych nez u zdravych pacient.
FN _ gic _c(b+d)

LR_ - —atc _
sP % T d(a+c)
b+d

Hypoteticky kvalitni diagnosticky test by mél mit takové hodnoty vérohodnostnich pomér(, aby jeho
pozitivni vysledek pretvofil pocatecni pravdépodobnost nemoci 50 % na alespon 95 % a jeho negativni
vysledek uplné vyloucil nemoc [112].

Diagnosticky pomér Sanci méfi celkovou efektivitu testu. Je definovan jako pomér Sance, Ze test bude
pozitivni, kdyZ pacient trpi nemoci, ku Sanci, Ze test bude pozitivni, kdyz pacient nemoci netrpi.

SE a c
DOR = LR+ _ Fp _ atc . atc _ a(b+d) c(b+d) _ad
LR— EN b * _d " pia+c) “d(a+c) be

SP b+d b+d

1.8.2. Uréeni optimalni rozdélujici hodnoty

Videalnim pripadé se nemocni a zdravi pacienti ve sledovaném znaku lisi tak vyrazné, Ze
vysledky testu u vSech nemocnych pacientl jsou nad rozdélujici hodnotou a vysledky testu vsech
zdravych kontrol jsou pod rozdélujici hodnotou.

Cetnost Cut-off
vyskytu

Zdravi Nemocni

Naméfena hodnota

Graf 1.8: Idedini rozloZeni namérenych hodnot ve zdravé a nemocné populaci

53



Ve skutecnosti ale existuji nemocni, ktefi maji namérenou hodnotu sledovaného parametru
nizsi nez néktefi zdravi. Rozdélujici hodnota se potom da urcit pouze tak, ze vysledky nékolika malo
nemocnych se ocitnou pod ni a vysledky nékolika malo zdravych nad ni.

Cetnost Cut-off
vyskytu

Zdravi Nemocni

Naméfena hodnota

Graf 1.9: RozloZeni namérenych hodnot ve zdravé a nemocné populaci v praxi

V zavislosti na zvolené rozdélujici hodnoté se potom méni senzitivita a specificita testu.
Receiver operating curve (ROC ktivka) vznika vynesenim zavislosti senzitivity a faleSné pozitivity na
zvolené rozdélujici hodnoté do grafu. Plocha pod ROC kfivkou (AUC) vypovida o celkové schopnosti
testu rozlidit nemocné a zdravé pacienty. Cim vétdi plocha pod kfivkou, tim vétsi diskriminaéni
schopnost testu. Testy, které nejsou schopny rozlisit zdravé od nemocnych, maji ROC krivku blizici se
diagonale a AUC 0,5 nebo jen lehce vétsi.

100 %

80 %=

60 % =

40 %=

Senzitivita

20 %=

T T T T
0 20% 40 % 60 % 80 % 100 %

Fale$na pozitivita

Graf 1.10: Receiver operating curve a hleddni idedIni rozdélujici hodnoty

Nejvyhodnéjsi rozdélujici hodnota se ur¢i pomoci Youdenova indexu J. Rozdélujici hodnota
musi mit YoudenUv index pokud moZno co nejvyssi. Cilem je vybrat takovou rozdélujici hodnotu, jejiz
obraz na grafu md co mozna nejmensi vzdalenost od obrazu 100% senzitivity a 0% falesné pozitivity.

J = maximum {SE + SP - 1}
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1.9. Predoperacni diagnostika

Zakladem kazdého diagnostického algoritmu je klinické podezfeni na infekci kloubni nahrady
[351]. Teprve potom se spousti kaskada nejriiznéjsich vysetreni tak, jak byla popsana vyse. Kazdy test
ma urcitou vypovidajici hodnotu, vyjaddienou nejcastéji jeho senzitivitou a specificitou. Tyto vlastnosti
byly stanoveny na souborech pacientd, ktefi méli na zakladé klinického podezfeni urcitou nenulovou
predtestovou pravdépodobnost infekce kloubni nahrady.

Nejsenzitivnéjsi ukazatel infekce kloubni ndhrady je sérovy interleukin 6 se senzitivitou 97 %,
nasledovany podilem neutrofill v diferencidlnim rozpoctu leukocytll ve vypotku (senzitivita 90 %),
celkovym poctem leukocytt ve vypotku a synovialnim CRP (oba 88 %). Tyto parametry jsou vhodné pro
vylouceni diagndzy infekce kloubni ndhrady. Nejvyssi specificitu ma bakteriadlni kultivace (95 %).
Sonikace implantdtu ma nejvyssi pozitivni vérohodnostni pomér (17,2). Tedy pokud je pouze malé
podezieni na infekci kloubni nahrady, pozitivni kultivace sonika¢niho roztoku toto podezifeni proméni
v jistou diagndzu. Vysoké pozitivni vérohodnostni poméry maji také klasicka bakteridlni kultivace a
cytologicka analyza kloubniho vypotku. Nejlepsi negativni vérohodnostni pomér ma sérovy interleukin
6 (0,03). Negativni vysledek tohoto testu tedy dokaze podezieni na IKN spolehlivé rozptylit. Sérovy IL-
6 je jediny ze vsSech testl pouZivanych v diagnostice infekce kloubni nahrady, ktery ma soubornou
senzitivitu i specificitu prokdzanou v metaanalyze vy$si nez 90 %, coz z néj déld nejpresnéjsi test.
Ostatni testy jsou vhodné spiSe na potvrzeni nebo spiSe na vyvraceni diagnézy IKN a musime tedy
pracovat s jejich kombinacemi. Ani sérovy IL-6 neni dokonalym ukazatelem IKN: nelze ho pouZit
napfiklad u infekce TEP ramen, kde ma senzitivitu pouze 12 % [2].

Na ambulanci mdme k dispozici krevni testy a zobrazovaci metody. Pokud se jiZ predoperacné
podafi aspirovat vypotek, s nejvétsi pravdépodobnosti dostaneme dost vysledkl pro stanoveni
spravné diagndzy.

1.9.1. Anamnéza

Na zacdtku celého komplexu vySetfeni s cilem potvrzeni nebo vylouceni infekce kloubni
nahrady stoji peclivy odbér anamnézy. Podezieni na IKN vznikd, kdyZz pacient udavd sekreci
z operovaného kloubu nebo mame zpravy o prodlouzeném hojeni operacni rany s vytokem jakéhokoliv
druhu nebo dokumentaci o potvrzené povrchové nebo hluboké infekci operacni rany z minulych
operaci. Rizikova je bakteriémie v kratké dobé pred nastupem symptom(, opakované predchozi
operace na dotéeném kloubu a anamnéza predchozi infekce kloubni ndhrady na jakémkoliv kloubu.
Soucdsti anamnézy je obecné zhodnoceni vSech mozZnych rizikovych faktorl pacienta, hlavné
komorbidit, jako je diabetes, systémova zanétlivda onemocnéni a imunodeficience, a dale
farmakologickd anamnéza s dirazem na imunosupresi. Nezapominame na Udaje o abusu alkoholu,
nikotinu i drog.

Symptomy mohou nastoupit zhorsenim ne Uplné idedlniho pooperaéniho pribéhu, typicky
v pripadé akutni pooperacni IKN. Jindy obtiZe prijdou nahle z pIného zdravi po obdobi nebolestivého
fungovani protetického kloubu a spokojenosti s vysledkem operace. Takovy zacatek je obvykly u akutni
hematogenni IKN. Jiny mozZny scénar je trvalé pobolivani po celou dobu od implantace bez obdobi
ulevy, zpomalena rehabilitace a ztuhlost operovaného kloubu — obraz opoZzdéné pooperacni IKN. |
hematogenni infekce mize byt zplsobena nizce virulentnim kmenem a nabyvat obrazu low-grade
infekce. V tom pripadé pacient udava postupny narlst bolestivosti a zhorSeni rozsahu pohyblivosti
dfive bezproblémového protetického kloubu, kterému mlze a nemusi predchazet horecnaté nebo
lokalni infekéni onemocnéni [319].
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Anamnéza musi obsahovat celou historii onemocnéni, tedy primarni diagnézu a pfedchozi
Urazy a operace na kloubu, pribéh operace a pooperacniho obdobi véetné rehabilitace a eventualnich
komplikaci, typ protézy, komorbidity, seznam uZivanych lékd, |ékové alergie a antibiotickou epikrizu,
tedy druh antibiotika, cestu podani, davkovani a datum nasazeni a ukonceni antibiotické Iécby.

1.9.2. Klinicky nalez

Typickymi pfiznaky akutni pooperacni nebo akutni hematogenni infekce kloubni ndhrady jsou
silnd bolest kloubu a nemoZnost zatéze koncetiny, lokalni horkost, otok a zarudnuti, u kolena casto
s vypotkem. Akutné probihajici infekce mohou byt doprovazeny celkovymi priznaky bakteriémie, jako
jsou febrilie, dusnost, schvacenost a slabost. Pomérné rychle se mlze vyvinout septicky stav. Akutni
priabéh se septickymi projevy je pfitomny u 1/3 pacientd s infekci kloubni nahrady, obvykle u
hematogenniho rozsevu. Pfiznaky sepse se vyjadfi jen u desetiny pacient( s ¢asnou pooperacni infekci.
Pouze c¢tvrtina pacientl s ¢asnou pooperacni infekci kloubni ndhrady ma teplotu nad 38,3 °C [267].
Daleko vétsi procento pacientll spada do kategorie nejasnych pripad(. Samotna subfebrilie nebo nizké
febrilie nemusi nutné znamenat rozvoj infekce kloubni ndhrady. BEhem prvnich 5 dnd po implantaci
se pfipousti télesna teplota az 38 °C [298]. NejspecifictéjSim klinickym pfiznakem IKN je provaleni
kloubni pistéle navenek. Potom je diagndza IKN jista. Pistél se ovsem vyskytuje jenom v 5 % pripadu
IKN [244].

=

Obradzek 1.3: Typicky klinicky projev infekce kloubni ndhrady. Zarudnuti, horkost, bolest, otok,
vypotek, nemoZnost zdtéZe koncetiny. Archiv ortopedické kliniky FNOL a UPOL.
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Ptiznaky IKN nemusi byt vyjadfeny markantné hned od za¢atku, ale mohou se vyvijet postupné.
Infekce kloubnich nahrad zplsobené nizce virulentnimi kmeny neboli low-grade infekce casto
postradaji klasické ptiznaky infekéniho zanétu. Misto toho si pacienti stézuji na pretrvavajici pobolivani
po operaci a pri rehabilitaci délaji pomalejsi pokroky nez jejich vrstevnici. Pomald osteolyza zpUsobi
uvolnéni implantatu, a to potom muze byt mylné interpretovano jako primarni pficina obtizi. Samotna
bolest protetického kloubu je nejsenzitivnéjsim priznakem infekce, protoZze kazda IKN alespon trochu
boli. Bolest ma vsak ze vsech priznakl nejnizsi specificitu, protoZe vétSina ostatnich poruch
protetického kloubu je rovnéz bolestiva [22]. Diky tomu, Ze infekce kloubni ndhrady casto imituje
priznaky aseptického uvolnéni, je jeji diagnostika obtizna. Pouze 25 % pacientl s IKN miZeme snadno

vevs

diagnostikovat podle typickych pfiznakl infekce [237]. Tabulka 1.15. shrnuje vyskyt nejcastéjsich

priznak( mezi pacienty s infekci kloubni nahrady.

Vyskyt mezi

Priznak
pacienty s IKN

Porucha hojeni operacni rany s hnisavou sekreci 72 %
Nesnesitelnd bolest protetického kloubu 42 %
Erytém 42 %
Teploty nad 37,5 °C 38%
Otok protetického kloubu 25%
Systolicka hypotenze < 90 mmHg 6 %
Kloubni pistél provalena navenek 5%

Tabulka 1.15: Cetnost vyskytu nejcastéjich klinickych pfiznakii mezi pacienty s infekci kloubni
ndhrady. Prevzato z [244]

Obrdzek 1.4: Fulminantni priibéh infekce MRSA v reviznim kloubu provdzeny rychle se rozvijejici
nekrozou kiZe a podkoZi bérce. Jednd se o ojedinély pfipad. Archiv Ortopedické kliniky FNOL a UPOL.
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1.9.3. Krevni testy

Do souboru vysetfeni k diagnostice IKN patfi tradi¢ni metody, jako jsou sedimentace
erytrocyt(, krevni obraz a sérovy CRP, ale i velmi moderni technologie, jako napfiklad sekvenovani
pristi generace. K vylouceni low-grade infekce vyvolané nizce virulentnim plvodcem bylo navrzeno
nékolik postuptl. Zadny z nich se viak neukdzal jako zcela spolehlivy. V 74dném pfipadé se nemGieme
spoléhat na vysledek jednoho testu, byt by byl sebecitlivéjsi a 100% specificky.

Krevni leukocyty nejsou presnym ukazatelem toho, co se déje uvnitf kloubu, nicméné diky
dostupnosti vySetfeni a pro Uplnost je rutinné stanovujeme. Senzitivita vySetreni je 45 % a specificita
87 % [25].

Predoperacéni sedimentace erytrocytl vyssi nez 30 mm za hodinu ma senzitivitu 75 % a
specificitu 70 %. Sedimentace se po prodélaném zanétu nebo operaci vraci do normalnich hodnot i
nékolik mésicl, proto se nepouziva k vylouceni ¢asné pooperacni infekce kloubni nahrady.

CRP je obecné lepsim ukazatelem zanétu neZ sedimentace erytrocyt(, protoze je senzitivnéjsi
i specifictéjsi a po odeznéni zanétu se rychleji vraci do normalnich hodnot [270]. Pfedoperacni sérovy
CRP ma senzitivitu 88 % a specificitu 74 %. Rozdélujici hodnoty se u rldznych autorl pohybovaly
vrozmezi 3 az 135 mg/l, ale nejcastéji doporucovana rozdélujici hladina je 10 mg/l. U akutné
probihajicich IKN je diagndza snadna, CRP byva obvykle vyssi nez 75 mg/I [267].

V diagnostickych algoritmech se c¢asto vyskytuji CRP a sedimentace erytrocyt( spolecné jako
jeden ukazatel. Pokud povaZujeme za pozitivni vysledek to, Ze CRP je vyssi nez 10 mg/l a zaroven
sedimentace je vys$si nez 30 mm/hod, tento kombinovany test ma senzitivitu 96 % a je vhodny
k vylouceni infekce kloubni ndhrady. Specificita je pouze 56 % [17]. Doporuceni IDSA, Ze pfi negativité
CRP i sedimentace nemdame pokracovat ve vySetfovani, tedy je ospravedInitelné.

Interleukin 6 (IL-6) je produkovan aktivovanymi monocyty a makrofdgy a jeho koncentrace
v séruiv kloubnim vypotku je vysoce senzitivni i specificka pro infekci kloubni ndhrady. Jeho biologicky
polocas je pouze 15 hodin v porovndni s polo¢asem CRP 62 hodin. IL-6 je vhodny i k detekci ¢asné
infekce kloubni nahrady jiz nékolik dni po operaci, protoZe po odeznéni zanétu se jeho hladina rychle
vraci k normalni hodnoté [332]. Senzitivita sérového IL-6 je 97 % a specificita 91 %. Rozdélujici hodnota
se uvadi 10— 12 ng/I [25].

D-dimery v nékterych studiich vykazuji vyborné vysledky, tedy vyssi pfesnost nez sedimentace
erytrocytl nebo CRP [269], v jinych dosahuji srovnatelnych hodnot u IKN i pacientd s aseptickym
uvolnénim, takZe se zdaji byt nepouzitelné [362]. Prvni metaanalyza udava senzitivitu 75 % a specificitu
69 %. Metaanalyza pracuje s relativné malym poc¢tem heterogennich plvodnich praci a budeme tedy
cekat na metaanalyzy z vétsSich soubor( z vice zemi. D-dimery lze stanovit ze séra nebo z plasmy.
V ptipadé stanoveni ze séra je senzitivita 86 % a specificita 84 % [369].

Prokalcitonin se uziva v diagnostice jinych infekci a o jeho vztahu k IKN mame omezena data.
Prokalcitonin ma k IKN senzitivitu pouze 53 %, ale diky specificité 96 % by se dal vyuzit k vylouceni IKN
pfi podezieni na elevaci CRP a sedimentace z neinfekéni pficiny [338].

Podobné vlastnosti jako prokalcitonin ma i tumor nekrotizujici faktor alfa (TNF-a) se
senzitivitou 43 % a specificitou 94 % [32].
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1.9.4. Zobrazovaci metody

Prosty RTG snimek patfi do souboru zakladnich vysetieni prvni linie i pfi podezfeni na infekci
kloubni ndhrady. Diky snadné dostupnosti a zanedbatelné ddvce zareni se zhotovuje prosty snimek
témér vidy pti primarnim vySetfeni v ortopedické ambulanci. Ostatni zobrazovaci metody, tedy
ultrazvuk, vypocetni tomografie a magneticka resonance, hraji v diagnostice IKN pouze marginalni roli.

Hlavnim smyslem prostého RTG
snimku je vylouceni neinfekénich pficin
symptomatického protetického kloubu, jako je
napfiklad periprotetickd fraktura, fraktura
nebo dislokace komponenty, protoze IKN ma
v prvnich mésicich az letech normalni ndlez na
RTG. IKN se mlZe a nemusi projevit
radiolucentni linii, osteolyzou, sklerdzou,
uvolnénim komponenty, frakturou
cementového plasté, masivnimi ektopickymi
osifikacemi, viditelnym  vypotkem nebo
pfitomnosti plynu v pfilehlych tkdnich. Plyn se
obvykle vyskytuje u infekci anaerobnimi
mikroorganismy. Pokrocilé onemocnéni mUze
mit na snimku i subperiostalni elevaci nebo
transkortikdlni pistél [350]. Zminéné znamky
ovéem nejsou senzitivni ani specifické.
PFitomnost radiolucentni linie nebo nové
periostalni apozice kosti ma senzitivitu 75 %,
ale specificitu jen 28 %. Samotnd periostalni
apozice ma specificitu 100 %, ale vyskytuje se
jen v 16 % pripadd IKN [293].

Prosty RTG snimek ma své misto pfi
Obrdzek 1.5: Osteolyza a heterotopické osifikace sledovani vyvoje nalezu v pribéhu casu a pfi
u TEP kycle. Laskave poskytla Radiologickd klinika  planovéni eventudlni operace [293]. Osteolyza
FNOL a UPOL. i migrace komponenty jsou spojovany

s aseptickym uvolnénim. Pokud se vSak vyviji
velmi rychle (tj. migrace komponenty vice nez 2 mm za 6 mésicl), vyvolava to divodné podezfeni na
IKN [71].

Vypocetni tomografie (CT) je uzZ relativné senzitivni (83 %) i specificka (96 %) metoda. Nasazuje
se u nejasnych nalezl na prostém RTG snimku. Jeji vyhodou je pfesné zobrazeni anatomickych poméru
v kostech i mékkych tkanich, pfesna lokalizace a urceni rozsahu periprotetické osteolyzy. Osteolyza je
ovsem pritomna i u aseptického uvolnéni. Na CT je moZné objevit sekvestr, denzni fragment izolovany
od okolni kosti. To je patognomicky ndlez pro IKN, ovSsem vyskytuje se jen v8 % pripadd [55].
Akumulace mékkych tkani kolem zény osteolyzy nebo periostalni reakce vyvolavaji rovnéz podezieni
na IKN [158]. Otazkou je, zda CT ptinasi proti prostému snimku néco nového, co zvrati diagnostickou
rozvahu. VysSetfeni CT je navic ovlivnéno metalickymi artefakty, pokud neni k dispozici specidlni
korigujici program.

CT lze pouiit k navigaci pti punkci kycelniho kloubu, i kdyZ vétsSina ortopedl pouZiva radéji
ultrazvuk.
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Magneticka resonance poskytuje vokoli kovl nekvalitni obraz ovlivnény metalickymi
artefakty, nicméné v detekci purulentni infekce a periprotetické osteolyzy kolem paramagnetickych
implantatl (napf. z titanu nebo tantalu) mUZe byt relativné pfesna [158]. Pokrokem jsou nepochybné
programy umoznujici digitalni korekci metalickych artefaktl. Magneticka resonance je rozhodné
presnéjsi nez RTG nebo CT v zobrazeni otoku, pistéli nebo tekutinovych kolekci v mékkych tkanich. MRI
indikujeme misto CT v pfipadé alergie na jédovou kontrastni [atku.

Ultrazvuk zobrazi otok kloubniho pseudopouzdra a kloubni vypotek. Pouzivdme ho k presné
mifené punkci kycelniho kloubu.

Artrografie je mnohymi jiz povaZovana za zastaralou a neuzitecnou metodu, nicméné
v literatufe najdeme zminky o uziti artrografie k zobrazeni pistéli a tekutinovych kolekci navazujicich
na kloubni dutinu [18].

1.9.5. Nuklearni medicina

Scintigrafie ani PET/CT nebyly zafazeny do standardniho algoritmu diagnostiky infekce kloubni
nahrady. Domnivame se, Ze hlavnim ddvodem je cena téchto vysetfeni v USA. Scintigrafie mize
v urcitych situacich pfinést cenné informace, zvlasté v nejasnych pripadech, kde nemlzZeme
postupovat podle standardniho diagnostického algoritmu, na pfiklad kvali suché kloubni punkci nebo
protichldnym vysledk(im ostatnich vySetfeni. V praxi pouzivame dvé radionuklidové diagnostické
metody: tfifdzovou kostni scintigrafii a scintigrafii znacenymi leukocyty.

Trifdzova scintigrafie kosti je zaloZzena na vychytdvani methylendifosfonatu znaceného
metastabilnim techneciem (**"Tc-MDP) v mistech zvy$ené kostni pfestavby. Tato metoda je velmi
citlivd, ovsem nespecifickd (udava se specificita 18 %). Dokaze odhalit uvolnéni implantatu od kosti, ale
nerozliSuje uvolnéniinfekéni od aseptického [193]. ZvySené vychytavani radiofarmaka na rozhrani kosti
a implantatu v blood pool fazi a v pozdni fazi mize vyvolat podezieni na IKN. Potom se doporucuje
doplnit scintigrafii znacenymi leukocyty [293]. Normalni nalez na tfifazové scintigrafii vylucuje uvolnéni
komponenty, ale neznamend, Ze infekce neni pfitomna [319]. Naopak, low-grade infekce nizce
virulentnim kmenem m{ze probihat dlouho bez zndmek uvolnéni implantatu. Pozitivni nalez na
tfifazové scintigrafii je bézny prvni jeden az dva roky po implantaci, kdy probiha intenzivni
osteointegrace implantatu, takZe trifazovou kostni scintigrafii indikujeme aZz po dvou letech od
implantace pfi podezieni na pozdni hematogenni infekci. Existuji ojedinélé studie na souborech
pozdnich infekci TEP kycli [221], které dokladaji relativné vysokou senzitivitu (88 %) a specificitu (90 %)
vySetreni.

Scintigrafie znacenymi leukocyty detekuje mista vétsiho hromadéni leukocyt(, tedy zanétliva
loZiska, pomoci znaleni pacientovych autolognich leukocytl  *™Tc-HMPAO  (komplex
hexamethylpropylenaminoximu a metastabilniho technecia). Senzitivita metody pro infekci TEP kolena
je 84 %, pro TEP kycle jen 57 %. Specificita metody pro TEP kolena je 52 % a pro TEP kycle 75 % [28].
Leukocyty je mozné znadit eventudlné radioaktivnim izotopem india *YIn. Zpravy o pfesnosti této
metody se znacné rozchazeji. Senzitivita nabyva hodnot 64 % az 100 % a specificita byva 70 % az 91 %
[293]. Metoda tedy neni pfilis presnd, ale mize nam byt ndpomocna, kdyZz nemame k dispozici kloubni
vypotek. Pokud je negativni ndlez na trifazové scintigrafii kosti a pozitivni ndlez na scintigrafii
znacenymi leukocyty, IKN je pravdépodobna.

Pozitronovda emisni tomografie (PET) je zaloZzend na vychytavani fluorodeoxyglukdzy
v metabolicky aktivnich tkanich a nasledném zobrazeni fotonl gama, které vznikaji radioaktivnim
rozpadem izotopu ®F. Je $iroce vyuZivana v zobrazeni nddor( a metastaz. V zobrazeni infekce kloubni

60



nahrady ma senzitivitu 82,1 % a specificitu 86,6 %. S ohledem na vysokou finan¢ni naro¢nost a nepfilis
presvédcivou presnost toto vysetfeni v diagnostice IKN vhodné neni.

1.9.6. Analyza kloubniho punktatu

Punkci protetickych kloubl na ambulanci neprovadime rutinné pfi zakladnim vysetfeni, ale
pouze pfi divodném podezieni na infekci kloubni nahrady, které se opira o anamnézu, klinicky nélez,
prosty RTG snimek a vysledky krevnich testu. Pfi punkci samotné totiZ existuje nezanedbatelné riziko,
Ze i po dodrZeni vSech zasad antiseptického postupu zavleCeme k implantatu bakterie kozni fléry.
Vétsina vlivnych ortoped( doporucuje provadét punkci u vsech kloubnich ndhrad bez ohledu na miru
podezieni na infekci kloubni nahrady. Svou strategii odlvodnuji obavou, aby jim neunikly infekce
zpUsobené nizce virulentnimi kmeny [4]. Punkce by se optimalné méla provadét na specialnim salku.

Punkce nativniho i protetického kolena je pomérné jednoduchym ukonem a kolem TEP kolena
byva vypotek pfitomen velice ¢asto. Pro odbér tekutiny z okoli TEP kycle je vyhodna pomoc ultrazvuku.
Vypotek kolem TEP kycle ¢asto nebyva pritomen.

Vypotek se standardné odesild na mikroskopii a kultivaci, stanoveni poctu leukocytll a
diferencialniho rozpoctu leukocytl. Nové do standardu pfibyla i biochemicka analyza. Na vypotek je
zamérena i fada novych experimentalnich metod.

Cytologicka analyza kloubniho punktatu. Pocet leukocytl v kloubnim punktatu a podil
neutrofild v jejich diferencidlnim rozpoctu jsou dva stéZejni parametry, které maji rozhodujici roli
v prfedoperacni diagnostice infekce kloubni nahrady. Mezinarodni konsenzus 2018 doporucuje jako
rozdélujici hodnoty 3000 leukocytl/ul vypotku a 80 % neutrofil(l. BEhem prvnich 90 dni po operaci
doporucuje pouzit vy$si rozdélujici hodnoty, 10 000 leukocytd/ul a 90 % neutrofild. Metaanalyza 15
cytologickych studii udava u poctu leukocytl ve vypotku soubornou senzitivitu 88 % a specificitu 93 %,
u podilu neutrofild potom senzitivitu 90 % a specificitu 88 % [376]. Mezinarodni konsenzus 2013 i 2018
dovoluje nahradit test poctu leukocytli ve vypotku testem leukocytové esterazy. Leukocytova esteraza
se stanovuje detekénim papirkem, ktery byl pivodné navrzen pro detekci leukocyturie. Za pozitivni se
povaZuje nalez ++. Senzitivita testu je 93 % a specificita 77 % [293].

Biochemicka analyza kloubniho punktatu. V poslednich letech bylo v kloubnim vypotku
objeveno nékolik zanétlivych ukazatell, které maji vyrazné vys$si koncentraci v infikovanych
protetickych kloubech neZ v aseptickych. Tyto latky jsou soucdsti vrozené antibakteridlni imunity.
Vyhodou biochemickych marker( je, Ze maji vysokou senzitivitu a specificitu k infekci kloubni nahrady.
BohuZel neni moziné je stanovit, pokud se vypotek zbarvi krvi. Diagnosticky nejpfinosnéjsi jsou
a-defensiny, interleukin 6, CRP a NGAL. Od roku 2018 jsou a-defensin a CRP soucasti diagnostického
algoritmu a rutinné se stanovuji.

Alfa-defensin je antimikrobidlni peptid, secernovany do kloubniho vypotku lokalnimi
neutrofily v reakci na pritomnost bakterii, nezavisle na typu nebo virulenci bakterie. Jeho senzitivita
pro IKN je 95 % a specificita 97 %. Vysledky stanoveni synovidlniho a-defensinu vychazeji falesné
negativni, pokud je IKN zplisobena nizce virulentnim kmenem [70].

Synovialni CRP vykazuje vyssi senzitivitu i specificitu neZ jeho sérovy protéjsek. Mezinarodni
konsenzus 2018 udéava rozdélujici hladinu 6,9 mg/| s poznamkou, Ze se hodnota bude zpfesfiovat po
uverejnéni dalsich diagnostickych studii. Senzitivita synovidlniho CRP se pohybuje dle rtznych autort
v rozmezi 85 — 87,5 %, specificita ma vétsi rozptyl: 71 — 98 %.
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1.9.7. Pfredoperacni bakteriologie
Klasicka kultivace

Ambulantné odebrané vzorky vypotku z protetického kloubu maji obecné nizkou kultivaéni
vytéznost, obzvlasté v porovnani s peroperacnimi vzorky periprotetickych tkani. Neni pravidlem, Ze
v dobé odbéru vypotku na ambulanci obsahuje vypotek dost pocetnou frakci volné plovoucich
reprodukcné aktivnich bakterii, aby bézna kultivace prinesla poZadovany vysledek. Senzitivita kultivace
ambulantné odebraného punktatu se uvadi 45 — 100 % [301], specificita 88 — 97 % [293]. Vyssi
senzitivity i specificity Ize dosahnout, pokud se vypotek inokuluje do lahvi¢ky na hemokulturu. Tim se
minimalizuje Sance usmrceni plvodce pfitransportu do laboratore, ale také riziko kontaminace vzorku.
PFi pouZiti lahvi¢ek na hemokultury se uvadi senzitivita 66 — 87 % a specificita 95 - 100 %. Souhrnnou
senzitivitu a specificitu pfedoperacni kultivace vypotku stanovila metaanalyza na 72 %, resp. 95 %
[254].

Naprostou nutnosti je vysadit antibiotika 14 dni pfed planovanym odbérem na kultivaci. Ovsem
ne vzdy nam to dovoluje celkovy stav pacienta. Akutni stavy je tfeba Fesit ihned a na ortopedickou
probihajici infekce kloubnich ndhrad maji nastésti vyssi senzitivitu kultivace kloubniho punktatu,
protoZe se u nich vétsi frakce bakterii vyskytuje v planktonické formé [293].

Obrdzek 1.6: Staphylococcus epidermidis na krevnim agaru. Laskavé poskytla Mgr. Renata
Vecerovd, Ph.D., Ustav mikrobiologie FNOL a UPOL

Obzvlasté pri podezieni na low-grade infekci je tfeba kultivaci vypotku provést za aerobnich i
anaerobnich podminek, na ptdach pro bakterie, mykobakterie i pro houby. Low-grade infekce totiz
byvaji zplsobené koagulaza-negativnimi stafylokoky, anaeroby nebo kvasinkami. Ackoliv je plvodce
Mycobacterium tuberculosis u infekci kloubnich nahrad extrémné vzacny, musime na néj myslet u
opakované negativnich kultivaci a podezreni na low-grade infekci. Pokud je prvni kultivace negativni a
nase podezieni trvd, je na misté aspirovat vypotek ke kultivaci jesté alespon dvakrat s ¢asovym
odstupem [312]. Néktefi autofi doporucuji aspirdt rozdélit do vice zkumavek a kultivovat kazdy vzorek
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zvlast pro odliseni kontaminace od pivodce onemocnéni. Pokud se vykultivuje stejna bakterie ve vice
vzorcich stejného punktatu, pak se pravdépodobné jedna o plvodce [224].

Provadét stéry ze zevnich usti pistéli je zavadéjici, protoze pistéle se postupné kolonizuji okolni
kozZni flérou [346]. Shoda mezi vysledkem stéru z pistéle a naslednou kultivaci periprotetickych tkani
je pouze 53 % [295].

V ptipadé suché punkce je mozné aplikovat do kloubni dutiny sterilni fyziologicky roztok a re-
aspirovat ho. Takto lze ziskat vzorek pro kultivaci i u pacientd bez kloubniho vypotku. Senzitivita re-
aspirovaného roztoku je podle jedné prace vétsi nez senzitivita kultivace z vypotku [236].

Molekularni metody

Bakterie vdzané v biofilmech ¢asto unikaji detekci pomoci bézného kultivacniho vysetreni, a
proto byvaji stdle ¢astéji doporucovany molekuldrni metody detekce bakterialni DNA nebo RNA [53].
Uvnitf biofilmu totiz bakterie exprimuji jiné geny neZ v planktonické formé a tyto bakterie nejsou
schopny vytvorit sledovatelné kolonie na béznych agarovych plotnach. Polymerazova fetézova reakce
(PCR) je velmi citlivda metoda, ktera soudasné vyhledava vice nez 3000 bakteridlnich druh( a zaroveri je
schopna geneticky presné urcit plvodce. Je rychla, levna, automatizovand a poskytuje i
semikvantitativni Udaj o bakteridlni nalozi.

Uvadi se, Ze nevyhodou PCR je vysoka mira falesné pozitivity zplisobena kontaminaci vzorku
zavleCenou DNA i urcity stupen falesné negativity zplsobeny kontaminaci vzorku inhibitory replikace
DNA nebo nedostatecnou extrakci DNA z bakteridlnich bunék. Extrakce DNA je dlleZzitym krokem
k Uspésnému provedeni PCR, ktery se musi provést podle pfesné stanoveného protokolu. Bakterialni
DNA pretrvava uvnitt téla pacienta jeSté mésice az roky po vyléceni zndmé nemoci, tedy po tuto dobu
bude PCR pfindset faleSné pozitivni vysledky nehledé na fyzickou nepfitomnost viabilnich bakterii
v kloubu pacienta [185]. PCR neni ovlivnéna predchozim podanim antibiotik, které zplsobuje faleSnou
negativitu béZnych kultivaénich vysetieni [319]. Senzitivita PCR se uvadi 71 %, specificita 97 % [107].
Pokud se vysSettuje 1 vzorek od kazdého pacienta, studie poskytuji ponékud rGznorodé vysledky.
Panousis udava senzitivitu 92 % a specificitu 74 % [234]. PCR mUZe byt senzitivni i specifickd metoda,
pokud se odebere z kazdého kloubu 5 vzorkd a za pozitivni ndlez se oznaci jen nélez stejného plvodce
ve dvou a vice vzorcich z téhoZ kloubu. Takto bylo dosaZeno senzitivity 94 % a specificity 100 % [204].

Viabilita nalezenych bakterii se prokazuje pomoci PCR s reverzni transkriptazou, ktera detekuje
pfitomnost mRNA ,housekeeping gen(“, kterd ma extrémné kratky biologicky polocas, a jeji ndlez tedy
znamena, Ze vznikla v Zivé bakteridlni burice v poslednich minutdch pred vysetirenim [288].

Existuje nékolik protokoll extrakce DNA. Doporuceny postup je naloZeni kostnich a kloubnich
vzorkll pfes noc do pufru s proteindzou K. To vyrazné prodluZzuje ¢asovou ndarocnost vySetfeni.
Vyhledové bude moZné proces zkratit tak, aby PCR pfinesla vysledky jiZz za 6 hodin po odbéru vzorku (v
porovnani s 24hodinovou kultivaci v béZzné praxi) a redukovala dobu stanoveni citlivosti plvodce
k antibiotikim ze 3 dni na 1 den [288].

Pro detekci bakterialni DNA se uZivaji primery komplementarni s konzervovanymi geny
pritomnymi ve vétsiné bakteridlnich genomd, a zaroven chybéjicimi v lidském genomu nebo
v genomech virl nebo hub, napf. gen pro 16S ribosomalni RNA [346]. Tento pfistup neodhali
polymikrobidlni nalez ani neidentifikuje plvodce. K identifikaci plivodce je tfeba ve druhém kroku
pouzit restrikéni analyzu nebo sekvenovani. Druhou moznosti je pouZiti druhové specifickych primer(,
které amplifikuji pouze DNA jednoho specifického plvodce. Tento postup odhali v polymikrobialnich
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vzorcich i tu bakterii, ktera by na bézné kultivacni plotné byla pferostla rychle rostoucim kmenem, a
tedy snadno prehlédnutelnd [185].

Molekularni metody stanoveni plvodce se neuzivaji v diagnostice rutinné, ale jsou
rezervovany pro pripady s negativni kultivaci, kterych dle rGznych zdrojd byva 5 — 15 %. PCR je schopna
detekovat SCV zlatého stafylokoka, pomalu rostouci kmeny, anaeroby a metabolicky inaktivni kmeny.
PCR indikujeme tam, kde predpokladame polymikrobialni fléru, abychom identifikovali i pomaleji
rostouciho plivodce — tedy u otevienych ran a pistéli [185].

Fluorescencni in situ hybridizace (FISH) je nastroj soucasné detekce i identifikace bakterii. FISH
umoznuje i zobrazeni prostorové organizace bakterii uvnitf biofilmu [30]. Praktické pouziti ma jako
potvrzovaci metoda pfi nalezu bakterii pomoci PCR [288].

Hitem posledni doby je sekvenovani pristi generace (NGS), které prezentuje polymikrobialni
charakter infekce kloubni ndhrady a ¢asto identifikuje i velmi netypické plivodce. Metody NGS jsou
rychlé a automatizované a v blizké budoucnosti umozni i stanoveni transkripéni aktivity, a tedy i
antibiotické rezistence nalezeného mikroorganismu. Neni vSak jasné, jak bychom méli v téchto
pfipadech klinicky postupovat. Nalezeny mikroorganismus totiz nemusi byt nutné zapojeny do
patogeneze infekéniho onemocnéni [126].
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1.10. Peroperacni diagnostika

Pro pacienta i ortopeda je nejvyhodnéjsi, jestlize je diagndza infekce kloubni ndhrady zndma
jiz pred zacatkem operace. Nékdy je vSak nutné s definitivnim stanovenim diagndzy pockat na vysledky
peroperacnich odbérd. Je tfeba mit na paméti, Ze kazda asepticka revize je ve skutecnosti potencialni
low-grade infekce kloubni nahrady, kterad se mlze prozradit az pozitivni peroperacni kultivaci nebo
histologii.

1.10.1. Peroperacni makroskopicky nalez

Proteticky kloub postizeny infekci ma vyrazné zménéné tkané v porovnani se zdravym
kloubem. Mékké kolemkloubni tkdné mohou a nemusi byt kompromitované. Mezi svaly a v podkozi se
mohou tvofit abscesové dutiny a pistéle.
Kloubni pouzdro byva tlustsi, fibrotizované,
synovialis silné prosakla a lividni, dosahuijici
radové az centimetrové tloustky. Kloubni
struktury byvaji povleklé bélavou kasSovitou
zanétlivou hmotou a vkloubu byva
pfitomen vypotek. Vypotek neni pravidlem,
obzvlast u kycli se setkavame se suchymi
infikovanymi protetickymi klouby.
Charakter vypotku je obvykle hnisavy. Mize
nabyvat rGznych barev z celého spektra od
lehce zkaleného naZloutlého pfes husty
Zlutavy vypotek svlockami (fibrinovymi
koaguly), husty smetanovy azZ k barvé kavy
s mlékem. V pfipadé metaldzy a nepfiznivé
lokalni tkanové reakce je vypotek zbarven
do tmavé modra aZ do cerna, stejné jako
vSechny tkdné kloubu. Komponenty nékdy
zUstavaji pevné ukotveny v kosti nebo jsou
uvolnéné. Pod volnymi komponentami
pravidelné nachazime zény osteolyzy, které
vypadaji jako defekty, kavity obklopené
mékkou neplnohodnotnou kosti. Mezi
komponentou a kosti se tvofi pablany (SLIM)
razné tloustky. SLIM je pfitomna vidy, i u
asepticky uvolnénych, i u stabilnich
protetickych kloubl. U volnych implantatd
byva pablana Sirsi. Pablany rovnéz viddme
mezi soucastmi implantdtu, napf. mezi
tibidlni komponentou a polyethylenovou
vloZkou TEP kolena.

Obrdzek 1.7: Peroperacni makroskopicky ndlez pfi revizi infikované TEP kolena. Rozbredld synovialis,
zdnétlivé zménéné pouzdro, destruovany vazivovy apardt, hnis v kloubni dutiné, uvolnény implantdt.
Archiv Ortopedické kliniky FNOL a UPOL.
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1.10.2. Vysetieni s rychlymi vysledky

V nékterych pfipadech nemusi byt definitivni diagndéza selhani implantatu stanovena
predoperacné. Predpoklada se aseptické uvolnéni implantatu, ale existuje urcité podezieni na infekci
kloubni ndhrady, které pfedoperacné neslo jednoznacéné vyloucit. Operatér mlzZe peroperacné vyuzit
nékolika rychlych metod, které mu pomohou s rozhodnutim, zda provést jednodobou reimplantaci
asepticky uvolnéného implantatu nebo prvni dobu dvoudobé reimplantace u IKN. Tato vysetieni jsou
pfima mikroskopie tkanovych vzorkd obarvenych dle Grama, histologicka analyza zmrazenych vzorka,
stanoveni leukocytové esterazy, interleukinu 6, a-defensinu ¢i kalprotektinu ve vypotku.

Barveni peroperacnich tkarnovych vzorkii nebo vypotku dle Grama je hrubou orientaéni
metodou, kterd ma dle rdznych zdroji velmi variabilni senzitivitu 14,7 — 92 % a v klinické praxi se
nepouZziva. Pfi eventudlnim nalezeni bakterii je ovSem diagndza infekce témér jistd a specificita se uvadi
98 — 100 % [298]. AAOS ve své smérnici zroku 2010 doporucuje nepouzivat pfimou mikroskopii
k detekci bakterii v peroperacnich vzorcich [68].

Histologicka analyza zmraZenych peroperaénich vzorkl je povaZovéna za pozitivni, pokud se
najde 5 nebo vice polymorfonuklearnich leukocytd na jednom zorném poli pti 400nasobném zvétseni
a prohlédnuti 5 zornych poli. Tato metoda ma dle rGznych zdroja velmi variabilni senzitivitu 43 — 100
%. Zavisi totiz jak na virulenci vyvolavajiciho agens, tak na erudici odecitajiciho patologa, a proto neni
povaZovana za presnou [22]. Specificita se uddva 94 — 100 % [298]. ZmraZené vzorky maji pozitivni
vérohodnostni pomér 12, dle nékterych zdroji az 23 [68], ale negativni vérohodnostni pomér 0,23, coz
jiz neni tak skvélé [310]. Pozitivni zmraZené vzorky potvrdi diagndzu IKN, pokud na ni bylo i jen lehké
podezieni pied operaci. Negativni nalez vsak neni schopen diagndzu IKN vyvratit, leda u pacienta, ktery
mél i pfed operaci nizkou predtestovou pravdépodobnost IKN.

Leukocytova esterdza je dle doporuceni Mezindrodniho konsenzu z let 2013 i 2018 test, ktery
muzZe nahradit stanoveni poc¢tu leukocytl ve vypotku. Peroperacné toto rychlé a snadné vysetreni
mlzZeme nasadit u pacientd, ktefi z jakychkoliv dlivodl neméli predoperacné pocet synovialnich
leukocytl stanoven. Senzitivita testu je 93 %, specificita 77 % [293].

Alfa-defensin se pouzivd jako biomarker zanétu, ktery je vysoce senzitivni i specificky pro
infekci kloubni nahrady. Stanovit ho mizeme ze vzorku kloubniho punktatu v laboratofi metodou ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay) nebo pfimo na sale pomoci rychlého imunotestu na bazi
lateralniho proudu (Synovasure®). ELISA v metaanalyze obstala se senzitivitou 95 % a specificitou 97 %.
Rychly imunotest vykazal senzitivitu pouze 85 % a specificitu pouze 90 %, takZe spolehlivym nastrojem
v diagnostice IKN rozhodné neni. Detekcni papirek na leukocytovou esterazu (LE) je levnéjsi a ma
srovnatelnou presnost [205]. Oba tyto testy (tj. Synovasure® a LE) mUZeme provadét i predoperacné
na ambulanci.

Alternativou ke stanoveni alfa-defensinu je peroperacni stanoveni interleukinu 6 pomoci
rychlého imunotestu na bazi lateralniho proudu (Milenia® QuickLine IL-6 Test). Imunotest je nastaven
na rozdélujici hodnotu 10 000 ng/l, a je stejné presny jako laboratorni stanoveni metodou ELISA, tedy
ma senzitivitu 46,88 % a specificitu 97,62 %. Rychly imunotest ani ELISA nemohou stanovit IL-6 ve
vypotku pfi metaldze, nebo pokud je vypotek pfilis viskdzni nebo obsahuje fibrinova koagula [331].
Pfesnost rychlého imunotestu IL-6 musi stanovit vice nezavislych studii.

Podobné je dnes k dispozici rychlotest kalprotektinu ve vypotku (Lyfstone®, CALPRO AS,
Norsko), ktery poskytuje vysledek do 15 minut s pravdépodobnostnim zarazenim pfipadu. V literature
viak zatim stejné jako u rychlotestu synovialniho IL-6 chybi vérohodné dikazy pro jeho klinické
nasazeni [336].
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1.10.3. Kultivace peroperacnich vzorku

Peroperacni vzorky maji vyssi senzitivitu nez ambulantné punktovany vypotek, jednak proto,
Ze uvnitf tkani je pravdépodobné vétsi bakteridlni naloz, jednak proto, Ze uz pti odbéru vzorkd se urdita
proporce bakterii mechanicky odlouci od zbytku biofilmu [288]. Senzitivita vySetfeni se odviji od poctu
odebranych vzork( a také od toho, jestli pacient uzil antibiotika v poslednich 14 dnech predchazejicich
odbéru.

Podani antibiotik pred odbérem vzorkl zvySuje faleSnou negativitu. Senzitivita kultivace
peroperacnich vzork( tkani po podani antibiotik se uvadi pouze 41 % [224]. Néktefi autofi tvrdi, Ze
podani ATB prfed odbérem vzorkl vliv na faleSnhou negativitu nemd [115]. FaleSnou negativitu
peroperacni kultivace dale zpUsobuje nizka bakteriadlni naloz, kultivacné narocny mikroorganismus,
nevhodné transportni nebo kultivaéni médium nebo pfilis dlouhy transport do laboratore. Mezinarodni
konsenzus doporucuje ATB predoperacné nepodat jen pacientim, u kterych ocekdavame IKN a
nezname plvodce. V ostatnich ptripadech ATB profylaxi podat a faleSnou negativitu kultivace
peroperacnich vzork( obejit pouZzitim sonikace. Oddalovat ATB profylaxi u aseptickych revizi konsenzus
povazuje za ohroZeni pacienta vznikem nové IKN [350].

Je zndmo ze peroperaéni stéry maji nizsi vytéinost nez vzorky excidované tkané [346].
Senzitivita peroperacnich stérld je primérné 68 %, v krajnim pripadé u chronickych infekci nizce
virulentnim kmenem jenom 40 % [293].

Spravné odebrané vzorky ke kultivaci maji senzitivitu 65 — 94 % [301], priGmérné 78 % [293].
Kultivace vzorkd peroperacné odebranych periprotetickych tkani ma vyssi senzitivitu, pokud se
provede v lahvicce na hemokulturu, v porovnani s klasickou agarovou plotnou. Metaanalyza udava
70% senzitivitu a 97% specificitu [368]. Spangehl udava senzitivitu kultivace peroperaénich tkanovych
vzorkl 94 % a specificitu 97 %, ale vyloucil ze souboru pacienty, ktefi pfed odbérem uzZivali antibiotika
[280].

Mezinarodni konsenzus doporucuje béznou kultivaci prodlouzit na 14 dni, aby se zachytily i
anaeroby a pomalu rostouci kmeny. Tim se minimalizuje faleSna negativita, zatimco riziko zachyceni
kontaminujiciho kmene neroste vibec nebo jen velmi malo [350].

Doporucuje se odebrat 3 — 6 vzork(l tkané, a to jak z pseudopouzdra, tak z membrany na
rozhrani kosti a implantatu (pokud se provadi explantace). Samoziejmosti je odebrat kazdy vzorek
novou sterilni ¢epelkou [350]. Jedinad pozitivni peroperacni kultivace nizce virulentnim kmenem je
povaZovana za kontaminaci. Pokud je tentyZz kmen vykultivovan ve dvou vzorcich, z nichZ ten druhy
nemusi byt peroperacni, povazujeme ho za plvodce onemocnéni [22]. Pokud je z jediného vzorku
vykultivovan vysoce virulentni plivodce, povaZzujeme to za patognomicky nalez.

1.10.4. Sonikace

Sonikace je oznaceni pro uvolnéni bakterii z biofilmu pokryvajiciho povrch implantatu pomoci
ultrazvuku. Implantat se nejprve ponofi do Ringerova roztoku a tfepe se na tfepacce Vortex. Potom
nasleduje aplikace samotného ultrazvuku, znovu tfepacka Vortex a nakonec centrifugace, ktera
zkoncentruje bakterie uvolnéné do roztoku. Ty se potom inokuluji na kultivacni pady nebo do bujonu.

Nizkofrekvenéni ultrazvuk (tedy v fadu kHz) tvori uvnitf biofilmu mikroskopické kavitace, které
posléze imploduji a oddéluji bakterie od povrchu implantatu [300]. Bakterie uvolnéné z biofilmu
pomoci ultrazvuku zdstdvaji Zivotaschopné a tvofi na agaru kolonie. U&innost sonikace p¥i uvolnéni
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bakterii z biofilmu zavisi na bakteridlnim druhu, velikosti a tvaru implantatu a stadiu vyzravani biofilmu.
Uvadi se, ze pomoci sonikace lze z povrchu implantatu odstranit az 99,9 % biofilmu [160]. Senzitivita
kultivace periprotetické tkdné se uvadi 60,8 %, zatimco senzitivita sonikace explantovanych
komponent az 78,5 %. Tento rozdil je jesté vyznamnéjsi u pacient(, ktefi v dobé odbéru materialu jiz
uzivali antibiotika: 45 % u kultivace tkdné a 75 % u sonikace [305]. Vyznamné vyssi vytéZznost sonikace
proti kultivaci periprotetické tkané vysla ve skupiné pacient(, u kterych se infekce nepredpokladala,
tedy ve skupiné low-grade mitigovanych infekt( (100 % oproti 48,5 %) a ve skupiné opozdénych infekci
(88 % oproti 58 %) [253].

Specificita vySetfeni je vyrazné ovlivnéna zplsobem transportu do laboratofe a manipulace s
explantatem. Pokud se pouzije pevna kadinka s uzdvérem, minimalizuje se riziko kontaminace a
specificita vychdzi 81 — 100 %. Pokud transportujeme a sonikujeme explantat ve sterilnim sacku,
specificita bude jenom 43 — 87 %, protoZe sdcek je propustny a vystavuje explantat riziku vnéjsi
kontaminace [293][303].

RGzné prace si stanovily riznou rozdélujici hodnotu pro pozitivitu vysetfeni sonikacniho média,
a to v rozsahu 1-200 CFU, z ¢ehoZ opét plyne velky rozptyl senzitivity a specificity mezi jednotlivymi
studiemi. CFU lze spocitat na kultivacnich plotnach. Neni doporuceno sonikaéni médium kultivovat
v bujénu, protoZe potom nejde kvantifikovat vysledek — vyjde dichotomicky pozitivni nebo negativni
bez udaje o poctu uvolnénych CFU.

Vysetfeni sonikacniho média pomoci PCR misto klasické kultivace neptindsi statisticky
vyznamnou zménu senzitivity nebo specificity vySetfeni [122]. Teoreticky by mohlo davat smysl
v pripadé podani antibiotik pred explantaci.

Vysokofrekvenéni ultrazvuk se ksonikaci nepouziva. Ni¢i biofilm a bakterie usmrcuje.
Predpoklada se, Ze vysokofrekvencni ultrazvuk aplikovany na cementovy spacer urychluje eluci
antibiotika z kostniho cementu [82].

Alternativou k sonikaci je pouZziti samotné trfepacky Vortex, které také zvysuje senzitivitu
kultivacniho vysetfeni, oviem ne v takové mife jako sonikace. Vortex je vhodny jako metoda pfipravy
vzorku pfed vlastni sonikaci, protoze vytvaFi v biofilmu mikrobublinky a usnadriuje oddéleni biofilmu
od povrchu implantatu pfi ndsledné sonikaci [373]. Pti rozdélujici hodnoté 50 CFU je senzitivita
samotného vortexovani 40 %, zatimco sonikace ma senzitivitu 60 % [248]. Samotné vortexovani je tedy
pfijatelné pouze na mensich pracovistich, kde neni sonikace k dispozici.

Dalsi alternativou k sonikaci je uvolnéni bakterii z biofilmu v roztoku dithiothreitolu (DTT),
redukéniho cinidla, které pravdépodobné rozpousti biofilm stejné Gcinné jako sonikace, ale je levnéjsi
[262].

Mezindrodni konsenzus 2013 doporucuje sonikovat explantaty pouze v pripadé suspektnich
nebo potvrzenych IKN s negativni kultivaci a pfi odbéru peroperacnich vzorkd pod ATB clonou. Plosné
vyuziti sonikace by bylo pftilis ndkladné [350].

1.10.5. Histologie

Klasické histologické preparaty se zhotovuji z peroperaéné ziskanych vzork( tkani. Vyhodou je,
Ze vysledek neni ovlivnén predchozim podanim antibiotik. Za pozitivni vysledek povaZzuji rizni autofi
razné nalezy, od 1 do 10 polymorfonuklearnich neutrofil(i v 1 zorném poli pfi 400ndasobném zvétseni.
Casto zmiriovana rozdélujici hodnota je 23 PMN na 10 zornych polich [212][242]. Ze skute¢nosti, 7e se
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v historii na rGznych pracovistich rozdilné definoval pozitivni nalez, plyne i velky rozptyl Gdajd o
senzitivité a specificité diagnostickych studii. Hodnoceni histologickych preparatl vyZaduje po
patologovi velkou zkusenost a odhodlani. | tak jsou vysledky stejnych vzorkd interindividualné velmi
variabilni. Navic se vyrazné lisi mira bunécné infiltrace rGznych vzork( tkani ze stejného kloubu [346].
Mezindrodni konsenzus doporucuje jako hranici pro diagnézu infekce kloubni nahrady ndlez vice nez 5
neutrofild v kazdém zorném poli pfi 400nasobném zvétseni a prohlédnuti 5 zornych poli [241].

Neutrofily zachycené v povrchovém fibrinu nejsou prediktory infekce, nicméné jejich
pfitomnost vede k falesné pozitivnimu odecteni preparatu. Pro zamezeni vzniku fale$né pozitivnich
vysledkl je tfeba vzorky na histologii odebirat ostrym noZzem, nikoliv kauterem [350]. FaleSné negativni
histologické vysledky vznikaji pfi infekci Cutibacterium acnes, ktera nemusi vidy vyvolat neutrofilni
infiltraci tkani [344].

Kolem implantatu, stejné jako kolem ostatnich cizich téles, se mlze v rlizné mire vyjadrit
nezddouci odpovéd organismu zvand reakce kolem cizich téles. Ta ma 4 stadia [9]:

poranéni tkani zavedenim implantatu

povleceni implantatu sérovymi proteiny a vytvoreni do¢asné matrix
akutni zanét

chronicky zanét

P wnNeR

Mezi implantdtem a okolni kostni tkani nachdzime u jednoho pacienta soucasné zdny
osteointegrace i zony fibrotizace [308] a postupné se zde vytvari i membrana zvana SLIM (synovium-
like interface membrane). Zatim neni jasné, jestli jeji plivod vychazi z reakce kolem cizich téles nebo je
jeji vznik zplsoben mikropohybem implantatu ¢i fagocytdzou otérovych castic [366]. Membrana byva
pfitomna u infekénich i asepticky uvolnénych implantatl a v mensi mife dokonce i u stabilnich
endoprotéz [119]. Tato membrana je mistem bunécné a enzymatické aktivity a produkce
prozanétlivych mediatord, které zplsobuji postupnou osteolyzu kolem implantatu [141]. Morawietz
navrhl klasifikaci SLIM do ¢tyf zakladnich typl [211]:

l. SLIM indukovana otérovymi ¢asticemi

Il. Infekéni typ SLIM
Il Kombinovany typ SLIM
V. Intermediarni typ SLIM
Charakteristika Preziti TEP
l. Indukovana otérové Castice, makrofagy a obrovské 54,3% 10,1 roku
otérovymi mnohojaderné burnky zaujimaji vice nez 20 %
Casticemi oblasti
Il. Infekéni typ granulacni tkan infiltrovana neutrofilnimi 19,7% 3,2roku

granulocyty, plasmatickymi burikami; otérové
Castice nepritomny nebo pouze v malém mnoZstvi

Ill.  Kombinovany znaky typl | a Il pfitomny soucasné 54%  4,5roku
typ
IV. Intermedidrni Pojivova tkan nespliujici kritéria typl | ani Il 15,4% 5,4 roku
typ
Nelze posoudit 51%

Tabulka 1.16: Klasifikace periprotetické membrdny (SLIM). Prevzato z [211]
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SLIM je zhistologického hlediska nejreprezentativnéjsi tkani ke stanoveni diagndzy
aseptického nebo infekéniho uvolnéni endoprotézy. Ma senzitivitu 83 %, zatimco vzorky
pseudopouzdra pouze 42 %. Specificita obou typl tkani je 98 % [31]. Infekcni typ SLIM se vyskytuje
stejné casto u cementovanych i necementovanych protéz. Typ |. se nachazi vyrazné castéji u
cementovanych TEP neZ u necementovanych TEP, protoZe z cementu se oddéluji drobné ¢astice, které
indukuji tvorbu SLIM 1. typu. Naopak IV. typ je u cementovych TEP vzacnéjsi. IV. typ SLIM je vyvolan
mikropohybem implantatu [211].

Mykotické infekce. Diagnostika mykotickych infekci kloubnich nahrad je ndroc¢nou disciplinou,
protoze tyto infekce nemaji typické projevy ani laboratorni parametry. Casto probihaji pod obrazem
low-grade infekce, tedy ndstup je pliZivy a ptiznaky jsou pouze chronické pobolivani a otok postizeného
kloubu. Horecka nebyva pfitomna nikdy. Sedimentace erytrocyt a CRP jsou zvyseny jen lehce a ani
cytologickd analyza punktdatu nemusi prekracovat obvyklé fyziologické hranice. Mykoticka infekce
mUze koexistovat s low-grade bakterialni infekci. Cytologické ani biochemické parametry se v3ak nelisi
od nalez( u samotné bakteridlni infekce a kultivace vypotku ani tkani nemusi houby odhalit. Hlavnim
dikazem pritomnosti hub je potom jejich nalez na histologickém preparatu [19].
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1.11. Inovativni a experimentalni metody

Imunogenetika. Za pritomnosti bakterii v kloubni dutiné vyluéuji tkané i imunitni bunky do
svého okoli markery zanétu, které je mozné biochemicky detekovat. V dnesni dobé Ize presné stanovit
miru exprese gen(, které za tuto sekreci zodpovidaji, jakoZ i miru exprese gen, které zodpovidaji za
zménu fenotypu nékterych bunék. K tomu se pouziva PCR s reverzni transkriptdzou (RT-PCR). Nalez
zvySené exprese genu TLR je vysoce senzitivni a specificky pro IKN [46].

V praxi se stava, Ze diagndzu IKN nelze predoperacné potvrdit ani vyloudit, protoze
predoperacné byla opakované suchd punkce a ostatni testy nebyly pfesvédcivé. Operatér potom ¢ekd
na vysledky peroperacnich vysetteni, aby se rozhodl, zda provede jednodobou nebo dvoudobou
reimplantaci. Exprese genl ve tkanich se stanovuje rovnéz peroperacné ze tkani. Pomoci RT-PCR je
mozné obdrzet genovy profil véetné interpretace jiz do 45 minut od odebrani vzorku.

Pro dosaZeni nejvy$si moziné presnosti se vyvoj zaméfil na stanoveni exprese mnoha
kandidatnich gend a nasledny vypocet pravdépodobnosti IKN pomoci vypocetni techniky, konkrétné
metodou umélé neuronové sité, ktera se sama uci, ktery gen ma na pravdépodobnost IKN vétsi vahu.
Trojice genll DEFA1-IL1B-LTF ma senzitivitu 94,5 % a specificitu 95,7 % [91].

Imunogenetika mlzZe také pomoci s odhadem rizika infekce kloubni nahrady u konkrétniho
pacienta. Vyssi pravdépodobnost budouci infekce kloubni nahrady maji na priklad pacienti s nékterymi
genetickymi variantami genu pro interleukin 1B. Tyto varianty se lisi vjednonukleotidovém
polymorfismu a je mozné je odhalit vySetfenim krevniho vzorku [383].

Mikroskopie. Biofilm mize nabyvat riznych rozmérd. Na hladkych povrsich mlze tvofit vrstvu
viditelnou pouhym okem. Anton van Leeuwenhoek jako prvni mikroskopoval bakterialni biofilm, kdyz
jako vzorek pouzil svij vlastni zubni plak. Na mékkych tkanich nebo Sicim materialu je vrstvicka biofilmu
nepatrna a je tfeba pouzit sofistikovanych metod k jeho prikazu. Rastrovaci elektronova mikroskopie,
transmisni elektronova mikroskopie, imunofluorescenéni mikroskopie a rastrovaci konfokalni
mikroskopie (CLSM) mohou zobrazit usporadani bakterii v biofilmu na explantovanych komponentach
nebo ve vzorcich seskrabnutych z komponent [30].

V bézné klinické praxi se pokrocilé mikroskopovaci metody rutinné neuzivaji. Pro vyzkumné
Ucely ale poskytuji vynikajici zobrazeni bakterii v biofilmech na explantovanych komponentach i ve
tkanich. Rastrovaci elektronovd mikroskopie zobrazi bakteridlni kolonie, ovsem méné Ccasto
extraceluldrni matrix, protoZe ta byva zvelké ¢3asti odplavena béhem pripravy preparatu
k mikroskopovani (Obrazek 1.2). Existuji metody pfipravy vzorkd, které glykokalyx zachovavaji [90].
Rastrovaci konfokalni mikroskopie zobrazi Zivé bakteridlni buriky, jejich prostorové rozlozeni a celou
architekturu biofilmu [175].

Mikrokalorimetrie je zaloZzena na detekci tepla uvolnéného z mnozicich se mikroorganisma.
V praxi se pouziva ke kontrole bakteridlni kontaminace trombocytovych koncentratd jako prevence
potransfuzni sepse. Mikrokalorimetrie detekuje bakterie jiz po nékolika hodinach, je citlivéjsi nez bézna
kultivace a zachytii koncentrace 1 — 10 CFU/ml. Mikrokalorimetrii Ize pouzit i ke stanoveni antibiotické
rezistence izolovaného kmene [30].

Hmotnostni spektrometrie je rychla, spolehliva, jednoducha a levnd metoda identifikace
bakterii. Klasicka mikrobiologicka identifikace zahrnuje kultivaci na riznych pldach, morfologii kolonii,
mikroskopovani a biochemické testy. Kultivace m(ze byt faleSné negativni v pripadé SCV, pomalu
rostoucich a metabolicky inaktivnich kmend. MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption ionization
time-of-flight) hmotnostni spektrometrie mze identifikovat plivodce rovnou ze vzorku, bez kultivace.
Kombinace hmotnostni spektrometrie a mikrokalorimetrie nam dava moznost plvodce detekovat a
identifikovat jiz za 3 hodiny od odbéru vzorku [30].
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Genotypizace plvodce. Low-grade infekce kloubnich nahrad byvaji nékdy vyvolany nizce
virulentnimi kmeny bakterii, které se za béznych okolnosti vyskytuji jako komensalové na kazi ¢lovéka.
V pfipadé kultivacniho nélezu takového kmene v jednom ze vzork( vypotku nebo periprotetickych
tkani vdhame, zda se jedna o kontaminaci nebo nalez plivodce onemocnéni. Experimentalné je mozna
genotypizace S. epidermidis podle povrchovych proteind (Ses — Staphylococcus epidermidis surface
proteins), stanovenych pulsni elektroforézou, a dalsich genl stanovenych PCR. Zatimco s béznymi
komensaly se poji exprese nékterych Ses protein(, s plvodci IKN jsou spjaty geny kodujici tvorbu
biofilmu a rezistenci k antibiotikim. Urceni genetického profilu izolatu S. epidermidis by pomohlo
rozhodovani v pfipadé jediného pozitivniho kultivacniho vysledku u predpokladanych aseptickych
operaci, zda se jedna o kontaminaci nebo nélez plivodce skrytého onemocnéni [230].

Moderni cytologické metody. Zatim na experimentdlni Urovni je stanoveni infiltrace
periprotetickych tkdni granulocytdrnimi myeloidnimi supresorovymi burikami. Pfitomnost
granulocytarnich MDSC (G-MDSC) v periprotetickych tkanich pti IKN je nespornd. Pfi aseptickém
uvolnénivsak pfitomny nejsou. Proto by infiltrace tkani G-MDSC mohla byt pouZita jako marker infekce
kloubni ndhrady [361]. Pokud by se podafilo omezit priliv MDSC do periprotetické tkané, mohla by to
byt nova strategie |écby IKN [127].
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1.12. Terapie infekci kloubnich nahrad

Infekce kloubni nahrady je komplexnim onemocnénim postihujicim kosti i mékké tkanég,
vyvolanym casto bakterialnimi plvodci, ktefi maji k dispozici nejriznéjsi mechanismy uniku pred
imunitnim systémem i Ucinky antibiotik. Lécba takového onemocnéni musi byt tedy zakonité také
komplexni a zahrnuje chirurgické zdkroky, antibiotické protokoly a dopliujici modality. Pouziti jediné
|éCebné metody bez kombinace s ostatnimi formami Iécby vede k vylééeni ztidka. Infekce kloubni
nahrady se nikdy nevylé¢i spontanné. Uspésna lécba vyzaduje mezioborovou spolupraci ortopeda
s mikrobiologem, infekénim specialistou, rehabilitacnim Iékafem, internistou a plastickym chirurgem.
Cilem terapeutického Usili je eliminace infekce a implantat fungujici spravné a bez bolesti po co nejdelsi
dobu.

1.12.1. Chirurgické intervence

Malokterd infekce kloubni ndhrady se dd oznacit za standardni situaci. Pfipady se liSi prudkosti
nastupu priznak(, vyvolavajicim agens, stavem mékkych tkani a okolnich kosti, stabilitou implantatu,
vékem, komorbiditami, aktualni kondici a preferencemi pacienta. Terapeuticky postup tedy musi byt
ity na miru konkrétnimu pacientovi. Redeni infekce kloubni nahrady patfi do rukou zkusenych
odbornik( ve specializovaném centru. Zakroky mGzeme rozdélit do Sesti hlavnich skupin:

Débridement, antibiotika, irigace a retence implantatu (DAIR)
Jednodobd reimplantace

Dvoudoba reimplantace

Explantace a resekéni artroplastika

Explantace a déza

Amputace

oo o0 T o

Débridement, antibiotika, irigace a retence implantatu (DAIR) je v porovnani s nasledujicimi
zakroky Setrnd a méné invazivni intervence. Komponenty zUstavaji fixované do kosti, vyménuji se
pouze mobilni soucasti implantatu. Odstranuji se zanétlivé zménéné tkané, kloub se dlouho vyplachuje
desinfekénimi roztoky. Tato procedura je vyhrazena jen pro specifické pripady, u kterych
prfedpokldadame, Ze bakterie jesté nevytvofily zraly biofilm a jsme schopni chirurgicky redukovat
bakteridlni ndloz a tu potom eliminovat antibiotiky. Obliba této metody v poslednich letech nardsta.
Indikacni kritéria jsou nasledujici [231]:

Znamy plivodce

Plvodce citlivy k perordlnim ATB s dobrou biologickou dostupnosti v kostech a kloubech
Symptomy trvaji méné nez 3 tydny nebo od implantace uplynulo méné nez 30 dni
Implantat je stabilni

Neni vytvofena pistél

vk wN e

V krajnim pripadé, kdy pacient indikacni kritéria nesplniuje, ale kvli Spatné celkové kondici
neni schopen vétsi operace, mizeme DAIR provést, ale musime ocekavat recidivu infekce a nutnost
doZivotni ATB supresni terapie. Pokud je pacient kvali septickému Soku obéhové nestabilni, uziva
antikoagulancia nebo kvili komorbiditam nezvladne rozsahlejsi urgentni vykon v celkové anestezii,
mlzZeme provést DAIR u TEP kolena artroskopicky. Artroskopicky pfistup ovSem neumoziuje
débridement poplitedlniho recesu ani vyménu polyethylenové vlozky, coz vede kvyssi
pravdépodobnosti perzistence infekce a znemoznuje sonikacni vysetieni [231]. Pokud se artroskopické
DAIR kombinuje s antibiotickou supresni terapii, u 40 % pacient( zlstane infekce ve stadiu remise a
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nebude tfeba provadét dalsi vykon [182]. V indikacnich kritériich jsou v rznych zemich drobné rozdily.
Ve Francii neni pistél kontraindikaci k provedeni DAIR [184]. Dle rozsahlych recentnich studii je DAIR
vhodné i u pacientq, ktefi maji akutni pooperacni infekci vice nez 4 tydny po implantaci a Uspésnost
zakroku je stejna nezavisle na tom, kdy v prvnich 3 mésicich po implantaci nastoupily pfiznaky. DlleZité
je operovat co nejdfive po nastupu priznakd [370].

Jednodoba reimplantace je termin pro explantaci vSech soucasti implantatu a zbytk( cementu,
dikladné débridement devitalizované kosti a napadenych tkani a implantaci revizni endoprotézy
v jedné operacni dobé. V porovnani s dvoudobou reimplantaci u tohoto vykonu pacient profituje
z toho, Ze podstoupi pouze jednu velkou operaci, tudiz ztrati méné krve, podrobi se jen jedné celkové
[261]. Jednodoba reimplantace neni u nas zatim pfilis ¢astym vykonem, avsak jeji obliba a pocet jejich
zastanc( v Evropé a v USA v poslednich letech roste. Dlvodem je predevsim fakt, Ze pti spravné
indikaci dosahuje eradikacni sily dvoudobé reimplantace. Ve Velké Britanii zaznamenala rostouci trend
ze 7,9 % v roce 2005 na 18,8 % vSech operaci IKN v roce 2014 [367]. Vhodna je pro pacienty, ktefi maji
symptomy déle neZ 3 tydny a spliuji nasledujici indikacni kritéria [261]:

1. Znamy, nizce virulentni plvodce
2. Plvodce citlivy k peroralnim ATB s dobrou biologickou dostupnosti v kostech a kloubech
3. Zdravé asilné mékké tkané

IDSA kindikaénim kritériim jesté dopliiuje nalez dobre lécitelného plvodce (streptokoky,
meticilin-senzitivni stafylokoky, gramnegativni tycky jiné neZ pseudomonady) a poZadavek na uZiti
vysokodavkového antibiotického cementu a provedeni pouze u TEP kycle bez kostnich defekttd a bez
pouziti kostnich $tépa [231]. Naopak hamburskd ENDO Klinik nebo mezindrodni konsenzus poZaduji
splnéni pouze prvnich dvou kritérii [186]. Revizni ndhrada nemusi byt nutné cementovana. Byly
popsany pripady Uspésné jednodobé reimplantace s necementovou revizni ndhradou [261].

Dvoudoba reimplantace je u nas zlatym standardem v |é¢bé infekce kloubni nahrady. Béhem
prvni operace se explantuje infikovana protéza, provadi se dlikladné débridement a implantuje se
cementovy spacer — nosic¢ antibiotika, ktery uvolfiuje antibiotikum ve vysokych koncentracich do
okolnich tkani alespon 6 tydn(l. Cementovy spacer dale brani vzniku mrtvého prostoru a kontrakture
meékkych tkani. Ve druhé dobé se extrahuje cementovy spacer a do Cistého terénu se implantuje revizni
endoprotéza [256]. Dvoudobd reimplantace je nejspolehlivéjsi vykon a indikujeme ho u pacientd,
jejichz nalez je vaznéjsi a nespliiuje indikacni kritéria DAIR ani jednodobé reimplantace. Pacienti musi
byt schopni a ochotni podstoupit vice operaci. Dvoudoba reimplantace je indikovana téz jako revizni
vykon tam, kde selhala pfedchozi jednodobd reimplantace, dvoudoba reimplantace nebo DAIR [231].

Dvoudobd reimplantace s krdatkym intervalem je indikovana u pacientl se Spatnym stavem
kosti nebo mékkych tkani a bezproblémovym plivodcem. S ohledem na zvyklosti pracovisté a klinicky
vyvoj se mezi extrakci a reimplantaci nechava interval 2-4 tydny a béhem této doby se aplikuiji
intravendzni ATB.

Dvoudobd reimplantace s dlouhym intervalem je indikovand v pfipadé nezndmého nebo
obtizné lécitelného plvodce. Mezi obtizné plvodce radime stafylokoky tvofrici varianty malych kolonii,
enterokoky, pseudomonady a enterobakterie rezistentni k chinolonlim, ostatni multirezistentni kmeny
a houby. Délka intervalu mezi explantaci a reimplantaci je minimalné 8 tydn(, z toho posledni 2 tydny
nepodavame ATB, aby bylo pfi reimplantaci mozné relevantné posoudit eradikaci ptvodce [304].
Néktefi autofi doporucuji cementovy spacer radéji nepouzit, protoZe se eluce antibiotika z cementu
postupné sniZzuje a po urcité dobé klesne koncentrace ATB v okolnich tkanich pod MIC a indukuje
rezistenci eventualnich prezivajicich mikroorganismu. To plati hlavné u mykotickych IKN, protoZe eluce
amfotericinu B z kostniho cementu trvd méné nez 7 dni [19]. Komeréné dodavané spacery
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s gentamicinem pokryvaji 76 % plvodcl obvyklych v nasich podminkach [250]. V ramci dosaZeni
stability koncetiny a prevence kontraktur mékkych tkani Ize aplikovat ortézy nebo zevni fixatér.
V pfipadé pretrvani pfiznakd infekce i v dobé planované reimplantace je moiné provést dalsi
débridement a reimplantaci odlozit (trojdoba reimplantace).

Explantace a resekéni artroplastika se provadi u infekci TEP kycle nebo ramene, pokud selhala
predchozi dvoudoba reimplantace. Primarné, bez predchozich pokusi o zachovani nebo reimplantaci
protézy indikujeme resekci, pokud vznikly rozsahlé kostni defekty nebo jsou vyrazné kompromitované
okolni mékké tkané, pacient nechce nebo kvili komorbiditdm nemUzZe podstoupit rozsahlejsi nebo
dvoudoby vykon nebo neni mozna Gcinna antibioticka terapie [231].

Obrdzek 1.8: Prvni doba dvoudobé reimplantace. Po odstranéni TEP kycle a dikladném
débridement operatér vklddd komercni preformovany antibioticky spacer do drferiové dutiny
proximdliniho femuru. Archiv Ortopedické kliniky FNOL a UPOL.

Explantace a déza je indikovana u infikovanych TEP kolen, hlezen, zapésti a loktl v pfipadé
vyznamnych kostnich ztrat, defektd mékkych tkani nebo recidivy infekce po dvoudobé reimplantaci.
Déza kolena mizZe byt provedena technikou zevniho fixatéru, ktera je z hlediska reseni infekce
spolehliva. Pokud jsou ale kostni defekty rozsahlé, vznikly pakloub se musi fixovat dlahou nebo
distanénim cementovanym nitrodfefiovym hiebem, coz s sebou nese riziko reinfekce, zvlasté u
rezistentnich bakterialnich kmena. Distanc¢ni déza je preferovana proto, Ze neni spojena s tak vyraznym
zkratem koncetiny a ztratou stability, takZe si pacient mizZe zachovat samostatnost [151].
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Amputace je posledni zachranny vykon, ktery indikujeme pouze v pfipadé selhani pfedchozich
resekénich artroplastik, masivnich ztrat kosti a mékkych tkani a ohroZeni pacienta sepsi pfi
nekontrolovatelné nekrotizujici fasciitidé. Amputace je mozna i tehdy, kdyz prinese lepsi dlouhodoby
funkéni vysledek nez resekcni artroplastika nebo déza [231].

Volbu operaéniho postupu a zplsob jeho provedeni bychom méli vidy dostatecné promyslet,
protoze se zda, Ze pocet reoperaci je zvlasté v pfipadé infekce TEP kolena limitovany. Pokud na operaci
z néjakého divodu nestacime, je vyhodnéjsi pacienta odeslat do specializovaného centra. Prioritnim
cilem musi byt pacienta neposkodit.

Existuji i pfipady, kdy pacient onemocni v dobé, kdy jiz neni operace schopen kvili pokrocilému
véku nebo zavaznym komorbiditam. Pacient mUzZe také navrhovanou operaci odmitnout. Tito pacienti
potom dostavaji dlouhodobou antibiotickou supresni Ié¢bu bez nadéje na Uplné vyléceni infekce.

Obrdzek 1.9: Nitrodfefiovy hfeb pro distanéni  Obrdzek 1.10: Distanéni déza kolenniho kloubu

dézu kolenniho kloubu. Archiv Ortopedické nitrodrefiovym hrebem. Celd konstrukce se

kliniky FNOL a UPOL. posléze zacementuje. Archiv Ortopedické kliniky
FNOL a UPOL.

1.12.2. Nechirurgické modality — antibiotika

Volbu antibiotik pfi 1é¢bé infekce kloubni nahrady je tfeba prizpUsobit faktu, Ze cilime na
bakterie v biofilmu. PouZivame idealné baktericidni antibiotika. Musime maximalné vyuZit znamé
poznatky o chovani bakteridlnich biofilmd a navrhnout terapii tak, aby se minimalizovala
pravdépodobnost perzistence nebo budouci recidivy infekce. Navzdory vSeobecné rostouci mire
bakterialni antibiotické rezistence zatim mame k dispozici celou paletu antibiotik, kterad jsou uc¢inna
proti volnym bakteriim v planktonické formé. Mnoho z téchto antibiotik je vSak netc¢innych na biofilmy
kvlli Spatné propustnosti biofilm{ pro antibiotika, vyssi rezistenci nebo toleranci pfisedlych forem
bakterii k antibiotik(im [98].
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Mikroorganismus
Stafylokoky
citlivé

k oxacilinu

Stafylokoky
rezistentni
k oxacilinu

Streptokoky
(kromé

S. agalactiae)
Streptococcus
agalactiae

Enterokoky
citlivé
k penicilinu

Enterokoky
rezistentni k
penicilinu

Enterobacter spp.

Ostatni
Enterobacteriacae

Nefermentujici
gramnegativni
tycky

Anaeroby
grampozitivni

Anaeroby
gramnegativni

Svycarsko
InicidIni i.v. za Pokracovani
hospitalizace p.o.
ambulantné
Flukloxacilin Ciprofloxacin
(cefazolin, (levofloxacin)

vankomycin)

+ rifampicin

2 tydny + rifampicin

Vankomycin Ciprofloxacin
(levofloxacin,
k. fusidova,
ko-trimoxazol,
minocyklin,
teikoplanin
i.m./i.v.)

+ rifampicin

2 tydny + rifampicin

Penicilin G Amoxicilin

(ceftriaxon)

4 tydny

Penicilin G Amoxicilin

(Amoxicilin)

+ aminoglykosid
2-4 tydny

Rovnou ciprofloxacin p.o.

Ceftazidim
(cefepim)

Ciprofloxacin

+ aminoglykosid
2-4 tydny
Klindamycin
(penicilin G,
ceftriaxon)

2-4 tydny
Klindamycin
(metronidazol)
2-4 tydny

Klindamycin

Klindamycin
(metronidazol)

IDSA

InicidIni i.v. za
hospitalizace
4-6 tydnu

Nafcilin
(cefazolin,
ceftriaxon,
vankomycin,
daptomycin,
linezolid)

+ rifampicin
Vankomycin
(daptomycin,
linezolid)

+ rifampicin
Penicilin G
(ceftriaxon,
vankomycin)

Penicilin G
(ampicilin,
vankomycin,
daptomycin,
linezolid)

+ aminoglykosid
Vankomycin
(daptomycin,
linezolid)

+ aminoglykosid
Cefepim
(ertapenem,
ciprofloxacin)
B-laktam i.v.
nebo rovnou

ciprofloxacin p.o.

Cefepim
(meropenem,
ciprofloxacin,
ceftazidim)

+ aminoglykosid
Penicilin G
(ceftriaxon,
klindamycin,
vankomycin)

Pokracovani
p.o.

ambulantné
Ciprofloxacin
(levofloxacin,
ko-trimoxazol,
minocyklin,
doxycyklin,
cefalexin,
dikloxacilin)

+ rifampicin

Dle citlivosti
plvodce a
tolerance
pacienta

Inicidlni i.v. za
hospitalizace

Oxacilin
(cefazolin,
vankomycin)

+ rifampicin
2 tydny
Vankomycin
(daptomycin)

+ rifampicin
2 tydny
Penicilin G
(ceftriaxon,
vankomycin)
Ampicilin
(vankomycin,
linezolid,
daptomycin)

2-4 tydny

+ gentamicin
2-4 tydny

Vankomycin
2-4 tydny

Ciprofloxacin
i.v. nebo p.o.
(cefotaxim,

meropenem)

2-4 tydny

ceftazidim 2-4 tydny
(piperacilin/tazobaktam,
meropenem)

+ ciprofloxacin nebo
ceftazidim + gentamicin
penicilin G

(klindamycin,
vankomycin)

+ rifampicin 2-4 tydny
Ampicilin/sulbaktam

2 tydny

Pokracovani
p.o.
ambulantné
Ko-trimoxazol
(levofloxacin,
ciprofloxacin,
linezolid)

+ rifampicin
Ko-trimoxazol
(ciprofloxacin,
levofloxacin,
linezolid,
teikoplanin
i.m./i.v.)

+ rifampicin
Amoxicilin

Amoxicilin

Linezolid

Ciprofloxacin
(ertapenem
nebo jiné dle
citlivosti
puvodce a
tolerance
pacienta)
Ciprofloxacin

Klindamycin
(amoxicilin)

+ rifampicin
Metronidazol
(Amoxicilin/
klavulanat)

Tabulka 1.17: Doporucené antibiotické protokoly Svycarské skupiny [304], Infectious Diseases Society of
America [231] a spolecné doporuceni CSOT a Spolecnosti infekéniho lékarstvi CLS JEP [216]
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Rifampicin. Vzhledem k tomu, Ze aZ % vSech infekci kloubnich nahrad zpUsobuji stafylokokové
biofilmy, ma rifampicin v jejich 1écbé vysadni postaveni. Rifampicin je plvodné antituberkulotikum.
Dnes jsou jeho hlavni indikaci stafylokokové infekce spojené s biofilmem. Rifampicin je Uzkospektry
derivat rifamycinu a pfti vyssich koncentracich plsobi baktericidné. Mechanismus jeho ucinku je
inhibice syntézy bakterialnich nukleovych kyselin. Rifampicin se vstfebava z travici trubice a v kostech
a kloubech ma vybornou biologickou dostupnost. Biologicka dostupnost rifampicinu pfi peroralnim
podani nala¢no je 90 — 100 %. Bézné davkovani pfi IKN je 600 — 900 mg denné v jedné nebo dvou
davkach [395]. Rifampicin efektivné prochdzi vrstvou biofilmu a na povrchu implantatu dosahuje
baktericidnich koncentraci. Je schopen usmrtit i intracelularné prezivajici zlaté stafylokoky [201].

Nevyhodou rifampicinu je rychlé ziskani rezistence vétsiny bakteridlnich kmen(. Mechanismus
vzniku rezistence proti rifampicinu je nejcastéji mutace v genu rpoB pro B-podjednotku bakterialni
RNA-polymerazy. Jedna se o zdménu jediného pdaru bazi, ktera vyrazné snizuje afinitu B-podjednotky
k rifampicinu a vede k jeho neudcinnosti [16]. Indukci rezistence k rifampicinu se da zabranit uzitim
rifampicinu v kombinaci sjinym ATB dobre prochazejicim skrz biofilm. Pfidani rifampicinu do
kombinace s U¢innym antibiotikem jesté vyrazné zvysuje jeho ucinnost [364]. U¢inné dvojkombinace
jsou rifampicin s daptomycinem, linezolidem nebo levofloxacinem, vSechny in vivo Uc¢inné proti MRSA.
Zfejmé nejucinnéjsi je dvojkombinace daptomycin s rifampicinem. Proti ostatnim zminénym ma3a
daptomycin navic tu vyhodu, Ze nejsilnéji brani vzniku rezistence MRSA k rifampicinu. Na druhém misté
potom vychazi kombinace levofloxacinu a rifampicinu, jak co do Uc¢innosti proti MRSA, tak v prevenci
vzniku rezistence k rifampicinu [306]. Vyborné kombinace, uc¢inné i proti MRSA, jsou dalbavancin
s rifampicinem a fosfomycin s rifampicinem [395]. Vhodna je i kombinace s vankomycinem [79].

Ze syntézy vysledkl mnoha studii na rifampicinu plyne zajimavy zavér: Kombinace rliznych
antibiotik s rifampicinem maji perfektni dcinnost, pokud jsou splnény tfi podminky: nizka bakterialni
naloz, mlady nevyzraly biofilm a dlouhodoba protrahovand lécba. Posledni podminku védomé plnime,
ovSem splnéni prvnich dvou nelze zarucit ani zkontrolovat — pouze se o néj pokusime, kdyZ zaéneme
podavat rifampicin co nejdfive po revizni operaci a vyhneme se rifampicinu u pacient( s pistéli, defekty
a poruchou hojeni mékkych tkani, protoze to jsou zndmky dlouhodobé infekce. Dalsi zndmkou
dlouhodobé infekce mlize byt uvolnéni implantatu [395]. Rifampicin nenasazujeme hned po operaci,
ale az po zaschnuti operacni rany, coz je prevence superinfekce rifampicin-rezistentnimi kmeny
prichdzejicimi z povrchu klze do operacni rany. Pacienti se symptomy trvajicimi méné nez 1 mésic se
vysoce pravdépodobné na ATB reZimu s rifampicinem vyléci (pravdépodobnost 83,4 %). Ovsem ti, ktefi
maji symptomy vyjadiené déle nez 6 mésicl, maji tuto pravdépodobnost jen 30,8 % [21]. Pokud
dodrzime indikacni kritéria jednotlivych operaci a indikacni kritéria [é¢by rifampicinem,
pravdépodobné budou rifampicin dostdvat pouze pacienti s jednodobou reimplantaci nebo DAIR.
Pacientim s dvoudobou reimplantaci a dlouhym intervalem skute¢né rifampicin nepfindsi Zadny
benefit [26]. Délka Iécby rifampicinem po DAIR musi byt 3-6 mésicl. Pfi dodrzeni téchto zakladnich
doporuceni po skoncéeni Iééby neni nutna dlouhodoba ATB supresni terapie [231].

Nezddouci ucinky rifampicinu jsou nechutenstvi, nausea, vomitus, hepatotoxicita,
myelotoxicita a exantém. Rifampicin silné indukuje cytochrom P450. Cytochrom P450 odbourava
linezolid, ko-trimoxazol a klindamycin, tedy rifampicin zpUsobuje rychly pokles jejich hladiny v séru.
Proto tato antibiotika do kombinace s rifampicinem nepatfi [299].

B-laktamova antibiotika jsou v I1éCbé infekci kloubnich nahrad nejcastéji uzivana antibiotika.
Zabranuji tvorbé bunécné stény rostoucich bakterii a pUsobi baktericidné. Proti stafylokokim a
streptokokim nasazujeme peniciliny, cefalosporiny volime vIécbé gramnegativnich infekci.
Karbapenemy hraji roli zaloZnich antibiotik proti rezistentnim kmen{m gramnegativnich bakterii.

Vankomycin je glykopeptidové antibiotikum, které se nevstrebava z traviciho traktu. V lécbé
infekce kloubni nahrady se podava pouze intravenézné. Pomalu ztraci status zdloZzniho antibiotika a
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v nékterych indikacich nebo pfi alergiich na peniciliny se stava prvni volbou. Pfi Ié¢bé infekci spjatych
s biofilmem je vhodné vankomycin kombinovat — samotny vankomycin nemusi byt proti bakteridlnimu
biofilmu ucinny.

Je tfeba mit na paméti, Ze antibiotika jsou v praxi pouZitelnd pouze tehdy, pokud k nim nema
puvodce vytvorenou toleranci. Tolerance je definovana jako pomér MBC/MIC vétsi nez 32 nebo jako
vyrazné prodlouZeni Casu potifebného k zahubeni 99 % bakterii v kultufe v porovnani s citlivym
kmenem se stejnou MIC [34]. Tolerantni pivodce bude pouze inhibovan ve svém rlistu a bude dlouho
prezivat ve svém biofilmu, aby se po vysazeni ATB znovu rozmnozil. Pfikladem je prokdzana tolerance
S. lugdunensis k vankomycinu [98]. Tolerance k antibiotiku se u bakterii vyviji v fadu dni [382].

Vankomycin vibec nepredchazi vzniku rezistence stafylokokl proti rifampicinu [154], stejné
jako napt. tedizolid [235].

Vankomycin ma nizsi antibakteridlni aktivitu proti grampozitivnim mikroorganismim nez
B-laktamy, a proto by se mél nasazovat jen pfi kontraindikaci B-laktam(, tzn. u pacient( s alergii,
intoleranci nebo prokazanou rezistenci plvodce k B-laktamdm. Nevyhodou vankomycinu je
ototoxicita, neurotoxicita a nefrotoxicita a nutnost pravidelného méreni sérové hladiny. Ucinek
vankomycinu je zavisly na ¢ase. Vankomycin je tedy Gcinnéjsi, kdyz jeho koncentrace presahuje MIC
po maximum casu. Cilem je dosahnout co nejmensich vykyvl sérové hladiny béhem dne, proto se
doporucuje ddvat mensi davky castéji a infuzi nechat kapat co nejdéle nebo nejlépe podat kontinualni
infuzi [304].

Fluorochinolony jsou Sirokospektra baktericidni chemoterapeutika inhibujici replikaci
bakterialni DNA. Zakladni indikaci jsou infekce gramnegativnimi bakteriemi a stafylokokové infekce.
Nejsou vhodné k [écbé infekci zplsobenych MRSA, protoze MRSA rychle ziskava k fluorochinoloniim
rezistenci [304]. Nezadoucimi ucinky fluorochinolonl jsou prodlouzeni QT intervalu, neuropatie a
tendinopatie. Fluorochinolony zvysuiji riziko vzniku aneurysmatu nebo disekce aorty. Pokud toto riziko
preexistuje, musime byt pfi volbé antibiotik obezretni.

Proti gramnegativnim tycinkam rezistentnim na fluorochinolony mame k dispozici jen
omezeny vybér antibiotik. /n vivo byly testované riizné kombinace modernich antimikrobnich latek.
Proti E. coli byla nejucinnéjsi kombinace kolistinu s fosfomycinem a dobré vysledky mély také dvojice
kolistin s tigecyklinem a fosfomycin s gentamicinem [50].

Kolistin (polymyxin E) je z chemického hlediska bazicky polypeptid. Radi se mezi polymyxiny.
Jeho mechanismus u¢inku je zaloZzen na zméné permeability bakteridlni plasmatické membrany a
usnadnéni praniku kolistinu a dalSich antibiotik plasmatickou membranou [192]. V klinické praxi se
pouzivd klécbé infekci gram-negativnimi multirezistentnimi kmeny, napf. Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa nebo Klebsiella pneumoniae. Je U€inny hlavné proti metabolicky neaktivnim
bakteriim vazanym v dolnich vrstvach biofilmu, ale proti planktonickym bakteriim a bakteriim
v povrchovych vrstvach biofilmu jiz plsobi vyrazné méné. Kolistin by se mél kombinovat
s antibiotikem, které je namifené proti planktonickym metabolicky aktivnim bakteriim, protoze ty
snadno ziskavaiji rezistenci ke kolistinu a kolistin je nedokaze eliminovat [192]. Kolistin v monoteranpii,
acv dostatecné vysokych inhibi¢nich davkach, rychle vyvolava rezistenci P. aeruginosa [191]. Obzvlasté
pfi pouZziti monoterapie kolistinem v Iécbé infekce kloubni nahrady jsou vysledky Spatné [314].
Vzhledem k jeho potencialni toxicité a snadnému vzniku rezistence se nenasazuje plosné, ale jako
zaloZni antibiotikum do kombinace [50]. Kolistin ma vyborné vysledky v kombinaci s fosfomycinem
[50], doripenemem [191], ciprofloxacinem, tobramycinem [192], gentamicinem nebo tigecyklinem
[50]. Kolistin se nevstfebava ztrdviciho traktu, a proto se u infekci kloubnich nahrad podava
intravendzné, eventualné jako pridavek do antibiotického cementového spaceru.
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Moderni antibiotika. V I1é¢bé infekci kloubnich ndhrad se do béznych doporuceni a ustalenych
kombinaci dostévaji nova, drive zaloini antibiotika, kterd prochazeji biofilmem a Gcinkuji i proti
pfisedlym  bakteriim, napf. daptomycin, linezolid, minocyklin,  dalbavancin  nebo
chinupristin/dalfopristin. Tigecyklin je dobfe tolerovan béhem protrahovanych antibiotickych
protokol. Je vhodny jako zaloZni antibiotikum tam, kde se vycerpala zakladni antibiotika nebo nebylo
mozné je podat kvili intoleranci, alergii nebo rezistenci [174]. Linezolid je zaloini syntetické
antibiotikum ze skupiny oxazolidinonl uc¢inné proti MRSA nebo vankomycin-rezistentnim
enterokokim. NeZadouci ucinky linezolidu jsou periferni neuropatie, optickd neuritida, laktatova
acidéza nebo serotoninovy syndrom pfi soucasném poddni s inhibitory zpétného vychytavani
serotoninu nebo inhibitord monoaminooxidazy.

Monitorovani hladin a nezadoucich ucinkd. Mnoha z bézné pouzivanych antibiotik jsou pfi
protrahovaném nasazeni toxickd. Neodmyslitelnou soucasti antibiotické 1écby je tedy monitorovani
hladin vankomycinu, gentamicinu, amikacinu nebo vorikonazolu, pravidelnd kontrola jaternich a
ledvinnych funkci a cilené vyhledavani nezadoucich Ucink(, napfiklad u linezolidu, fluorochinolond
nebo daptomycinu. | tak béiné antibiotikum jako je amoxicilin s klavulandtem muzZe zpUsobit
hepatitidu, kterou klinik snadno prehlédne, pokud pravidelné neodebira jaterni enzymy. Nauzea a
zvraceni jsou totiZ pri antibiotické terapii bézné a mnoho lékar na riziko poskozeni jater nemysli. Stava
se, Ze pacienti néktera antibiotika netoleruji, maji na né alergii nebo se u nich projevi nezadouci ucinek.
Potom vznikaji situace, kdy neexistuje Ucinné antibiotikum, které bychom mohli u konkrétniho
pacienta podat.

Mikroorganismus ATB prvni volby Alternativni ATB

Stafylokoky Cefalexin, cefadroxil Dikloxacilin

citlivé k oxacilinu Klindamycin
amoxicilin/klavulanat
Stafylokoky Ko-trimoxazol

rezistentni k oxacilinu Minocyklin

doxycyklin

B-hemolytické streptokoky RElellfaRY Cefalexin

Amoxicilin

Enterokoky Penicilin V
Ciprofloxacin
Ko-trimoxazol B-laktam dle citlivosti

Cutibacterium acnes Penicilin V Cefalexin
Amoxicilin Minocyklin
doxycyklin

Tabulka 1.18: Doporucend antibiotika pro dlouhodobou antibiotickou supresni terapii. Doporuceni
IDSA. Prevzato z [231]

Antibiotické protokoly. V terapii infekci kloubnich nahrad uZ je vSeobecné pfijato, Ze
antibiotické monoterapie nejsou vhodné, a kombinace antibiotik se staly nepodkrocitelnym minimem.
Vyhodou je synergie, SirSi antibakteridlni spektrum a redukce rizika vzniku rezistence [114]. Podle
druhu a citlivosti plvodce a typu operace jsou k dispozici presné rozepsand doporuceni véetné
davkovani a celkové doby lécby. Délka antibiotické terapie infekce kloubni nahrady je stdle ndmétem
k diskusi. Obecné plati, Ze musime znicit vSechny perzistentni bakterie, které by se mohly po vysazeni
antibiotik rozmnozit, protoZe imunitni systém pacienta je sdm eliminovat nedokaze.
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Svycarska skupina doporuduje celkovou délku antibiotické terapie 3 mésice, v pFipadé TEP
kolena dokonce 6 mésicl, nehledé na to, jestli byla provedena jednodoba reimplantace, dvoudoba
reimplantace nebo DAIR. Pocatecni faze intravendznich antibiotik trva 2-4 tydny [304]. Tyto protokoly
byly stanoveny empiricky a nejsou dlikazy, Zze musi byt opravdu tak dlouhé, nicméné prijala je IDSA
(Infectious Diseases Society of America). Objevuji se zpravy, Ze kratsi antibiotické protokoly (3 mésice
u TEP kolen, 2 mésice u ostatnich kloubt) maji stejnou Uspésnost [252].

Naopak v pfipadé IKN zpUsobenych houbami je tfeba antibiotické protokoly vyrazné
prodlouZit. Houby jsou houZevnaté a odolavaji antimykotikim velmi dlouho. Antimykotika se podavaji
6 — 12 mésicl. Echinokandiny a amfotericin maji lepsi Gcinnost proti mykotickym biofilmim nez
azolova antimykotika [19].

Dlouhodoba antibioticka supresni terapie ma opodstatnéni pouze tam, kde neni moziné
operovat ze zavainych internich divodd, nebo kde pacient odmitd operacni feseni [109]. Pro
dlouhodobou antibiotickou supresi jsou predepsdany jiné protokoly neZ pro ¢asové omezenou lécbu po
operaci, a to kvuli toxicité nékterych antibiotik, napfiklad linezolidu nebo rifampicinu, ktera nesmi byt
uzivana dlouhodobé [216]. Pro toxicitu se rifampicin nepredepisuje zbytecné po amputacnich a
resekcnich vykonech.

1.12.3. Nechirurgické modality — experimentalni

Vyvoj novych antimikrobnich latek. Mnoho novych antimikrobnich latek s aktivitou proti
biofilmu je nyni v rizné fazi vyzkumu. Jmenujme na pfiklad semisynteticky glykopeptid oritavancin,
rostlinny alkaloid berberin, sfingosin nebo derivaty sperminu [387][392].

Cileni na quorum-sensing systém. Rlst a zrani biofilmu je zavislé na systému mezibunécné
signalizace. Intervence na této Urovni by mohla vyrazné omezit rlist nebo zménit viastnosti biofilmu.
Cilena 1écba zaméfena na inhibici quorum-sensing systému je pfedmétem soucasného vyzkumu a
pfipadné nové léky budou vyZzadovat hlubokou znalost jeho fungovani. Jiz ted' je jasné, Ze stejna latka
zamérena na stejny bakteridlni druh bude v jednom pfipadé lIé¢ebnd a v jiném pripadé Skodliva. Na
pfiklad ovlivnéni genu Agr a jeho efektor(i nemusi nutné vést k bezproblémovému vyléceni IKN.
K vyvolani infekce kloubni ndhrady predisponuji mutanty s deleci genu Agr, které tvofi silnéjsi biofilmy,
zatimco kmeny s jeho zvySenou produkci se vyskytuji v planktonické formé a zpUsobuji akutni infekce
klze, plic a osteomyelitidy [61].

Cileni na intracelularni bakterie jako prevence recidivy infekce. Pfedmétem soucasného
vyzkumu je vytvoreni proformy antibiotika, kterd by byla navazana na protildtky proti slozkdm bunééné
stény bakterii (AAC — antibody-antibiotic conjugate). V pfipadé perzistence takto ,oznacené” bakterie
uvnitt fagolysozomu neutrofilu by se z AAC odstépila aktivni forma antibiotika (pravdépodobné ze
skupiny rifamycinu) a zahubila ji. Na mysSim modelu byla prokazana Uplna eradikace intracelularniho
S. aureus s pouZzitim AAC v kombinaci s vankomycinem [177].

Bakteriofagy jsou viry napadajici vyhradné bakterie. Bakteriofdgy neposkozuji eukaryotické
bunky [215]. Rychle se replikuji uvnité bakteridlni buniky a vyuzivaji jeji proteosynteticky aparat ke
tvorbé endolysin(. Tyto enzymy Stépi bakteridlni bunéénou sténu, ¢imz usmrti hostitelskou bakterialni
bunku a uvolni zaplavy virovych castic do okoli. Endolysiny dale Stépi i polysacharidové slozky
extracelularni matrix, takZe destruuji i biofilm [339].

Bakteriofdgy byly objeveny pocatkem 20. stoleti, ale s rozvojem antibiotik byl jejich dalsi
vyzkum odsunut ze stfedu zajmu [333]. Rozvoj fagové terapie pokracoval ve vychodni Evropé, hlavné
v Polsku a v Sovétském svazu. V Polsku a Rusku se jiz dlouha Iéta fagova terapie béZné nasazuje v |écbé
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bakterialni endokarditidy, periodontitidy, gastrointestindlnich, respiracnich, mocovych infekci a infekci
pohybového apardtu [215]. Mimo |ékarské ucely se bakteriofagy pouzivaji i v zemédélstvi, vodarenstvi
a veterinarnim lékarstvi [47].

Zatim je nejvice prozkouman ucinek bakteriofagli na MRSA a Pseudomonas aeruginosa. Na
téchto bakteriich bylo in vivo prokazano, Ze pouziti bakteriofagd ma synergicky efekt s antibiotiky
[339]. Aplikace bakteriofagl na tvorici se biofilm redukuje jeho rist o 98 % [215].

Vyhodou fagové terapie je vSeobecné rozsifeni bakteriofagl v prostiedi a relativné nizka cena
jejich izolace a purifikace, a dale ucinnost bakteriofagl proti biofilmu. Fagy neutoci na lidské bunky ani
na bakterie bézné strevni fléry. Fagova terapie je bezpecna i u pacientl s imunodeficitem [47].

Nevyhodou je Uzké spektrum zamérené pouze na urcité sérotypy konkrétnich bakterialnich
druhd, coZ s sebou nese i nutnost aplikovat koktejl tfi nebo vice kmen( bakteriofagl a potrebu stéle
prizplsobovat genotyp bakteriofaga genotypu izolovaného plvodce [323], coZ adekvatné prodrazuje
[éCbu [172]. Dale hrozi vznik imunitni reakce ¢lovéka proti bakteriofagovi, kterd by dUplné eliminovala
ucinek lé¢by. Pro minimalizaci rozvoje imunitni odpovédi ¢lovéka proti bakteriofaglim se fagova terapie
davkuje intenzivné béhem kratké doby [323]. V neposledni fadé hrozi i kontaminace bakteriofagového
koktejlu endotoxinem pti chybné pripravé koktejlu nebo prenos gend kddujicich faktory bakteridlni
virulence spole¢né s fagovou DNA [75].

Fyzikalni metody. Princip elektrolytického odstranéni biofilmu se vysvétluje tak, Ze vodikové
kationty putuji ke katodé, kterou je sdm implantat — pritom bez problémU prostupuji biofilmem. Na
povrchu implantatu potom pfijimaji elektrony za vzniku molekul H,, které tvori bublinky. Tyto bublinky
potom odstranuji biofilm z povrchu implantatu. Elektricky proud in vitro Uplné sterilizuje kovové
implantdty [378] a in vivo redukuje bakteridlni ndloz az 0 98 %, a to bez histologicky detekovatelnych
zmén v okolnich tkanich [81]. Klinické studie na pacientech zatim nebyly provedeny.

Vysokofrekvenéni magnetické pole in vitro redukuje pocet viabilnich bakterii adherovanych
v biofilmu na kovovy povrch o 5 ¥add, navic zvySuje senzitivitu Pseudomonas aeruginosa
k ciprofloxacinu. Autofi vysvétluji tento jev jako termdlni destrukci biofilmu, kde teplo na povrchu
implantatu vznikd pfi indukci elektrického proudu ve vodici (tedy v implantatu) v proménlivém
magnetickém poli. In vivo potom stanovili rozsah termalniho poskozeni okolnich tkani, ktery byl pouze
do hloubky 2 mm. Tato metoda by teoreticky mohla odstrarovat biofilm z kovovych povrchl
bezkontaktné, bez chirurgické intervence [357].

Fotodynamicka terapie miZe usmrtit bakterie zpUsobujici infekce kloubni ndhrady. Principem
je ozédreni napadenych tkani a povrchu implantdtu laserem za pomoci methylenové modfi jako
fotosenzitizéru. Tato metoda byla in vitro Ucinnd proti MSSA, MRSA, Staphylococcus epidermidis,
Pseudomonas aeruginosa a Acinetobacter baumanii, a to v planktonické formé i v biofilmu.
Fotodynamicka terapie je bezpecna a rychld a teoreticky bude mozné ji uzit pfi DAIR, jednodobé i
dvoudobé reimplantaci. Zatim ¢ekame na vysledky pokust in vivo.

82



1.13. Prognodza

Pres vesSkeré pokroky v diagnostice i terapii infekce kloubni nahrady toto onemocnéni stale
zUstava zavaznou hrozbou s nezanedbatelnou mirou reinfekce a trvalych nasledkll. Podet pacientd,
kterym jsme nuceni nabidnout zachranny mutilujici vykon, je stale vysoky a malé procento infekci
kloubnich nahrad konc¢i i Umrtim pacienta.

1.13.1. Pravdépodobnost vyléceni

Pravdépodobnost vyléceni infekce ovliviiuje plvodce, pacient a kvalita a véasnost poskytnuté
péce. RUzna pracovisté prezentuji své vysledky, které se mohou v porovnani s ostatnimi diametralné
lisit. K dispozici jsou i metaanalyzy a systematické prehledy. Oviem vysledky jednotlivych soubor(
Casto nejsou souméfitelné kvali rznym indikaénim kritériim k jednotlivym operacim a kvdli rdznym
rekonstrukénim strategiim. Prace se rozchazeji i v definici toho, co je selhdni terapie, a v délce
pooperacniho sledovani souboru pacient(. Zdanlivé srovnatelné soubory pacientd, ktefi podstoupili
stejnou operaci, jsou po detailnim nahledu velmi riznorodé.

DAIR je pres zlepsovani operacniho postupu stéle intervenci's hife predvidatelnou Uspésnosti.
Ucinnost DAIR pfi spravné indikaci a za poufziti rifampicinu je dle rdznych studii 80 — 95 %, tedy
srovnatelnd s dvoudobou reimplantaci. Bez pouziti rifampicinu ovSiem pouze 14 — 68 % [395]. Pfi
nedodrZeni indikacnich kritérii mize DAIR vyustit ve fatdlni vysledek pro pacienta [297]. Jedna
z nejvétsSich metaanalyz udava celkovou Uspésnost DAIR 55 % [190].

Na Uspésnost DAIR u stafylokokovych infekci ma nejvétsi vliv pouziti rifampicinu, dale
dostatecné dlouhy ATB protokol a nekufactvi. Lepsi vysledky jsou u akutnich pooperacnich nez u
hematogennich infekci. Nékteré recentni studie poukazuji na fakt, Ze pokud od zac¢atku ptiznak( do
DAIR uplyne vice nez 3 tydny, pravdépodobnost selhani DAIR neni vysSi v porovnani s casnéjsi
intervenci, oviem pacient musi dobre tolerovat rifampicin [184]. Naopak Zimmerli tvrdi, Ze ¢im dfive
se provede DAIR, tim vétsi je pravdépodobnost Uspésného vyléceni [395].

Recidiva infekce po DAIR pfichazi nejcastéji 3-4 mésice po vysazeni ATB. ProdlouZeni ATB
protokolu nad 6 mésicl nesnizi pravdépodobnost recidivy, pouze pfipadnou recidivu oddali. Zkraceni
ATB protokolu pod 3 mésice zvySuje pravdépodobnost recidivy [40].

Uspésnost DAIR u infekci Pseudomonas aeruginosa je po dvou letech 26 %. Do 3 let nastane
reinfekce u vSech pacient( s infekci Pseudomonas aeruginosa, kterym bylo provedeno DAIR [268].
Podobné u mykotickych infekci je selhani DAIR 100 % [19].

Jednodoba reimplantace. Pozice jednodobé reimplantace v poslednich letech vyrazné
posiluje. Recentni metaanalyzy a systematické prehledy dokladaji, Ze jednodobd reimplantace ma za
predpokladu spravné indikace srovnatelnou Uspésnost jako dvoudoba reimplantace [261][183], ovSsem
s nespornymi vyhodami, kterymi jsou nizsi operacni zatéz, kratsi hospitalizace, snadnéjsi rehabilitace a
lepsi funkéni vysledek. V Evropé je v poslednich letech snaha rozsifit indikace jednodobé reimplantace
a provadeét ji Castéji. V USA zUstavaji zdrzenlivi, mozna kvili vyrazné Castéjsimu vyskytu rezistentnich
bakteridlnich kmenf.

Uspésnost jednodobé reimplantace se na velkych souborech udava 80 — 90 % [231]. Rizné
zdroje dokladaji pravdépodobnost reinfekce po jednodobé reimplantaci 0 — 25 % u TEP kolen, a
0 - 65 % u TEP kycli, coZ jasné poukazuje na nesourodost soubord pacientl [261].

Je rozdil mezi jednodobou reimplantaci pfi pfedem znamé infekci kloubni ndhrady a
jednodobou reimplantaci selhané kloubni nahrady, povazované plivodné za aseptickou. Pokud
operatér zna plvodce predem, nasazuje rovnou cilena antibiotika, a pfi védomi, Ze se jedna o infekci,
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pravdépodobné provede i dikladnéjsi débridement. Uspéinost predpokladané aseptické jednodobé
reimplantace s pozitivni peroperacni kultivaci se udava 80 — 100 %. Néktefi autofi potom doporuduji
dlouhodobou antibiotickou supresni |é¢bu [231].

Dvoudoba reimplantace byla dlouho povazovana za zlaty standard terapie infekci kloubnich
nahrad. Uspé&gnost dvoudobé reimplantace je v literatufe uvadéna mezi 72 — 100 % [3]. Po dvoudobé
reimplantaci se udava incidence perzistence nebo reinfekce 2,2 — 36,8 % [196]. Kolena maji v priméru
horsi vysledky (11,0 %) v porovnani skyclemi (7,4 %) [109]. V pfipadé reinfekce je jedna
z doporucovanych moznosti zopakovani dvoudobé reimplantace. Tentokrat ma ovSsem vyrazné mensi
sanci na Uspéch. Opakovana dvoudoba reimplantace ma dvouleté preziti bez reinfekce 74 % a pétileté
preziti bez reinfekce 45 %. Pravdépodobnost, Ze se dalsi reinfekce bude muset fesit operacné, je 42 %.
Pravdépodobnost dalsi reinfekce nezdvisi na stupni komorbidit pacienta McPhersonovy
klasifikace [36].

Dvoudoba reimplantace se indikuje i po selhani jednodobé reimplantace, opét s mensi
pravdépodobnosti vyléceni [231]. Mnozi se dlouhd |éta zdrahali indikovat DAIR v obavé, Ze pripadné
neluspésné DAIR sniZuje pravdépodobnost Uspéchu ndasledné dvoudobé reimplantace. Nyni jsou
dikazy, Ze predchozi nelspésné DAIR nemd neblahy vliv na vyléceni naslednou dvoudobou
reimplantaci [163].

Explantace. Pravdépodobnost eradikace infekce po explantaci a resekéni artroplastice nebo
déze se uvadi v rznych pramenech 60 — 100 %. Uspésnost je horsi nez u dvoudobé reimplantace, a to
proto, Ze k tomuto vykonu dospivaji rizikovéjsi pacienti s velkymi kostnimi nebo mékkotkanovymi
defekty po selhani predchozich operaci [231].

Vyhled do budoucna. Individudlni progndéza jednotlivych pfipadl se pravdépodobné
v nejblizSich letech zlepsi diky implementaci vypocetni techniky do kazdodenni praxe. Kompletni
elektronické vedeni dat bude velkym pomocnikem pfi dodrZzovéni dlouhodobych antibiotickych
protokoll. Dnes je compliance mnoha pacientll pfinejmensim sporna. Vétsina z nich nezna nazvy svych
IékG a nevybavuje si, kdy bylo které antibiotikum nasazeno nebo vysazeno. Progndzu pacienta dale
zlepsi i ¢asné a spravné stanoveni diagndzy. Dnes pouzivame dichotomické rozdéleni vysledku
diagnostickych testl na pozitivni a negativni s védomim, Ze Zadny test neni 100% presny. Hledame
optimalni syntézu mezi vysledky v podobé diagnostickych kritérii. V blizké budoucnosti budeme
vyuzivat umélé neuronové sité, které budou schopny strojového uceni a samy budou zpresriovat
diagnostiku [91]. Vstupy do umélych neuronovych siti budou nabyvat hodnot v oboru redlnych Cisel,
pocet vloZenych vysledk( nejriznéjsich vysetfeni nebude omezen a vystupem bude pravdépodobnost
hledané diagndzy v rozmezi 0 % az 100 %.

1.13.2. Nezavislé prognostické faktory

Na pravdépodobnost vyléeni ma vliv celd fada nezavislych prognostickych faktord.
Nezdavislymi prediktory reinfekce jsou napfiklad vyssi Charlson comorbidity index a predchozi infekce
kloubni ndhrady na stejném kloubu. Vyssi pravdépodobnost reinfekce ma TEP kolena v porovnani s TEP
kycle [3].

Velkou roli hraje pozitivni peroperacni kultivace pfi druhé dobé dvoudobé reimplantace.
Pravdépodobnost infekéniho selhani po dvoudobé reimplantaci je 14,7 %, pokud jsou vSechny vzorky
tkani odebrané pfti reimplantaci kultivacné negativni, ovSem v pfipadé pozitivni peroperacni kultivace
pfi reimplantaci roste pravdépodobnost selhdni na 29,6 %. Zvlastni je, Ze se pti extrakci, pfi
reimplantaci a pfi reinfekci obvykle izoluji tfi rlizni plvodci [3].
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Infekce zpUsobena gramnegativnimi bakteriemi je tradiéné povaZzovana za obtiznéji IéCitelnou.
Uspésnost dvoudobé reimplantace v 1é¢bé IKN zplsobené gramnegativnimi kmeny je 52 %, co? je
vyznamné horsi vysledek v porovnani s Iéc¢bou infekci grampozitivnimi kmeny (69 %). U meticilin-
rezistentnich grampozitivnich plvodcl je Uspésnost stejné Spatna jako u gramnegativnich plvodct (51
%) [348]. Mezi gramnegativnimi bakteriemi jsou obzvlasté Casté recidivy Pseudomonas aeruginosa.
Dvouleté preziti bez recidivy nezdvisle na typu operace je 69 %, pétileté preziti 50 % [268].
Pseudomonas aeruginosa je schopna prezivat v protetickém kloubu fadu let bez toho, aby vyvolala
zanétlivou reakci. Jsou popsany pripady recidivy po Sesti letech od operacniho feseni IKN, které bylo
davno mylné povazovano za Uspésné. Pfitom u Pseudomonas aeruginosa zatim nebylo prokazano
intraceluldrni prezivani ani tvorba SCV [108].

Naopak tolik obdvana rezistence stafylokoka k meticilinu (u nas oxacilinu) negativnim
prognostickym faktorem neni. Z hlediska rizika recidivy infekce neni prognosticky rozdil mezi infekci
MSSA a MRSA. Pokud dojde krecidivé infekce MRSA, obvykle se to stane jesté za prlbéhu
pooperacniho antibiotického protokolu. MSSA zpUsobi recidivu infekce az po vysazeni ATB [109].

Velmi nepftiznivym prognostickym faktorem je mykoticka infekce. Zraly biofilm Candidy je
témér Uplné rezistentni na jakoukoliv 1é¢bu antimykotiky, a proto je jedinou moZnosti [é¢by mykdzy
extrakce implantatu [165]. DAIR skonci v pfipadé mykdzy vzidy reinfekci a je doloZeny jen jediny ptipad
Uspésné jednodobé reimplantace. Doporuceny postup je tedy dvoudoba reimplantace s dlouhym
intervalem a v pfipadé jejiho selhani resekéni artroplastika nebo déza [19].

Tloustku biofilmu v klinické praxi neméfime, nicméné s vyuzitim elektronové mikroskopie je to
mozné. Vétsi tloustka biofilmu S. epidermidis koreluje s horsimi vysledky Iécby IKN [213].
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2. Cast experimentalni

Autor disertacni prace se v pribéhu studia podilel na grantovém projektu s nazvem ,,PouZiti
lipofosfonoxinli k prevenci a |écbé muskuloskeletalnich infekci: potencidlni role novych
antibakterialnich latek,“ ktery financovalo Ministerstvo zdravotnictvi CR. Projekt je v Centralni evidenci
projektt registrovan pod kédem NV17-29680A. Projekt pokus( stejného nazvu byl schvilen MSMT dne
2.5.2017 pod ¢.j. 11120/2017-3. Cilem experimentu je prokazat antibakteridlni Ucinnost nové
vyvijenych latek nejprve in vitro a ve druhé fazi téz in vivo. Autor disertaéni prace se podilel na prikazu
ucinnosti testovanych latek in vitro, na vyvoji modelu bakteridlni osteomyelitidy na zvifeti a na
nasledném prikazu Géinnosti testovanych latek in vivo.

2.1. Validace modelu infekce kloubni nahrady na zvireti

Prokazand antibakteridlni aktivita jakékoliv testované latky in vitro jeSté neni zarukou jeji
ucinnosti in vivo. To plati hlavné ve vyzkumu novych antibakterialnich latek k I1écbé infekce kloubni
nahrady, protoZe bakterie tvofici biofilm maji k dispozici celou fadu obrannych mechanism, které
planktonickym formam schdzeji. Cilem pilotni studie na zvifeti bylo vytvofit model neletdlni
lokalizované osteomyelitidy bez systémovych ptiznakd, ktery lze v budoucnu vyuZit pro prikaz
antibakteridlni a terapeutické uc¢innosti testovanych latek. Dil¢imi cili bylo nastavit spravnou bakterialni
naloz, vypéstovat Setrnou operacni techniku, vyresit technické detaily a nac¢asovani pfipravy zvirat a
pooperacni péce a nastavit davkovani analgetik.

2.1.1. Materidl a metody

Laboratorni zvifata. K pokustim byli pouziti samecci bilych novozélandskych kralika stari
alespon 8 tydnu o télesné hmotnosti 2500 — 2700 g v kvalité SPF. Zvifata byla odchovana v Charles
River Laboratories ve Francii a dodana firmou Velaz, s. r. 0. (Praha, CR). Kazdé zvife bylo ustajeno
samostatné v kleci s vlastnim krmivem a vlastni miskou s vodou v tiché mistnosti s pfistupem denniho
svétla a normalnim stfidanim dne a noci. V mistnosti byla udrzovana teplota 21 °C a relativni vlhkost
50 %. Kaidé zvife vidélo na ostatni zvifata. V jedné mistnosti bylo umisténo najednou maximalné 12
kralik(i a nebyla zde laboratorni zvifata jiného Zivocisného druhu. Zvifata byla krmena krmnou smési
Maintenance diet for rabbits (Altromin Spezialfutter GmbH & Co. KG, Némecko). Pfed zacatkem
experimentu byla dodrZzena 21denni karanténa.

Bakteridlni kmen. Pro vSechna zvifata jsme pouZili stejny bakteridlni kmen Staphylococcus
aureus 5217/A/2019, ktery byl izolovdn na Ustavu mikrobiologie FNOL ze vzorku odebraného
z infikovaného protetického kloubu na Ortopedické klinice FNOL. PouZity bakteridlni kmen tvofi
biofilm.

Urceni spravné bakteridlni ndlozZe. V dostupné literature se jako infekéni ddvka pro vyvolani
osteomyelitidy nebo infekéni artritidy uvadi 10? aZz 10° CFU Staphylococcus aureus. Ddvka nutnd pro
vyvolani infekce kosti kmenem 5217/A/2019 nebyla pfedem zndma a musela se ovéfit. Prvni t¥i krélici
dostali postupné infekéni davky 10° 10° a 107 CFU. Infekéni dévka byla koncentrovdna do objemu
100 pl, ktery se vejde do tibidlni dreriové dutiny. Koncentrace bakteridlnich suspenzi tedy byla
postupné 10°, 107 a 10% CFU/ml. Jako spravnd infekéni davka byla oznadena ta, kterd zpUsobila zvifeti
osteomyelitidu tibie a infekéni gonitidu, ale nevyvolala systémové pfiznaky sepse. Zvite se spravnou
infekéni davkou muselo mit viditelné hnisavé zanétlivé zménéné tkané na peroperacnim nalezu 21 dni
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po inokulaci, pozitivni histologii a kultivace tkani odebranych z kolena a z tibie a zaroven negativni
hemokultury. V druhé fazi byla verifikovdna nalezena spravna infekéni davka na dalSich dvou zviratech.

Implantat. Zviratiim byl zaveden jednoduchy implantat, ktery simuluje povrch kloubni ndhrady
a je podkladem pro tvorbu bakteridlniho biofilmu. Implantat byl vytvoren z kostniho cementu Biomet
Bone Cement R (Zimmer Biomet, Warsaw, Indiana, USA) vytvarovaného do vale¢ku délky 15 mm a
pradméru 4,2 mm. Cement byl armovan Kirschnerovym dratem z chirurgické oceli, ktery na okrajich
dosahoval aZ k povrchu cementu.

Pfiprava

implantatd \/ Implantace Odbéry krve

Holeni

Karanténa 21 dni

-3 0P 1 3 7 10 14 17

, " Planované Eutanazie a /
Dodavka zvifat Y Yl
prevazy odbér tkani

Schéma 2.1: Casovy priibéh experimentu. Na ¢asové ose jsou vyznaceny pooperacni dny

Operacni postup. Pied operaci byla kazdému zvifeti vyholena prava pdnevni koncetina
v rozsahu od kycle po hlezno a déle okrsek kGze mezi lopatkami pro aplikaci analgetické naplasti.
Zvitata byla premedikovana podkozni injekci atropinu (Atropin Biotika 0,5 mginj.) v ddvce 0,05 mg/ 1
kg télesné hmotnosti. Jiz pred operaci byla aplikovdna néplast s fentanylem (Fentalis transdermalni
naplast 25 pg/hod., Sandoz, s.r.0.). Uvod do anestezie probéhl v plynové komorfe s koncentraci
izofluranu postupné rostouci od 1 % do 3 — 5 % dle reaktivity zvitete. Anestezie izofluranem byla potom
udrZzovana na masce.

Pfed zahdjenim operace byla operovana koncetina tfikrat natfena alkoholovym roztokem
povidon-jédu (Braunoderm, B. Braun, Melsungen, Hessen, Némecko) a sterilné zarouskovana s cilem
maximalné imitovat skutecné podminky pti implantaci kloubni ndhrady na ortopedickém sale. KoZni
fez byl veden podélné nad ligamentum patellae v rozsahu od tuberositas tibiae po apex patellae.
Pfistup do kolenniho kloubu byl veden podélnym rozpolcenim ligamentum patellae. Do tibidlniho
plateau byl vyvrtan otvor. Po vysuseni drenové dutiny tibie byla dovnitf inokulovana bakterialni
suspenze a zaveden implantat. Otvor byl ihned uzavien kostnim voskem. Ligamentum patellae bylo
ito vstrebatelnym vldknem jednoduchym pokracovacim stehem (Safil 4/0, B. Braun, Melsungen,
Hessen, Némecko) a klzZe nevstiebatelnym vldknem (Dafilon 4/0, B. Braun, Melsungen, Hessen,
Némecko) pokracdovacim podvlékanym Donatiho stehem. Rana se oSetfila masti s povidon-jédem
(Betadine mast 100 mg / 1 g, Egis Pharmaceuticals PLC, Budapest, Madarsko) a sterilné zakryla.
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Obradzek 2.1: Implantace cementového vdlecku do dreriové dutiny pravé tibie. Ligamentum patellae
je podélné rozpolcené a vrtdk sméruje do drenové dutiny pres tibidlni plateau. Fotografoval
PharmDr. Martin Poruba, Ph.D.

Pooperacni péce. Pfevazy byly planovany na prvni, tfeti a sedmy pooperacéni den. Extrakce
stehl probéhla sedmy pooperacni den. Pokud si zvife strhavalo nebo posouvalo obvaz, bylo nutné
pfevazovat az dvakrat denné. Kaidy den byla zaznamendvana télesnd hmotnost, télesna teplota,
pfitomnost moci a trusu, spotfeba krmiva a vody, celkovy télesny stav, aktivita, lokdIni status a algické
projevy. Dle zavaZnosti bolesti se v pooperacnim obdobi aplikovala tfi analgetika: fentanyl (Fentalis
transdermalni naplast 25 pg/hod., Sandoz, s.r.0.), carprofenum (Rimadyl 50 mg/ml injek¢ni roztok,
Zoetis, Belgie) a ketoprofen (Ketonal 100 mg inj. sol. 5x2 ml, Sandoz, s.r.o0.).

Odbéry vzorki. Odbér krve na hemokulturu, krevni obraz a CRP z vena auricularis rostralis byl
naplanovannal,, 3.,7.,10.,14.,17. a21. pooperacniden. 21. pooperacni den byla kratce po poslednim
odbéru krve provedena eutanazie intravendzni injekci pentobarbitalu (Exagon 400 mg/ml, Richter
Pharma AG, Rakousko) dle doporuceného davkovani 1 ml na 1 kg télesné hmotnosti. Po eutanazii
zvifete byla prava panevni koncetina zbavena klze, tfikrat natfena alkoholovym roztokem povidon-
jédu (Braunoderm, B. Braun, Melsungen, Hessen, Némecko) a sterilné zarouskovana, aby se zabranilo
kontaminaci vzorkl uréenych pro bakterialni kultivaci. V pripadé fluktuace kloubniho pouzdra byl
odebran kloubni vypotek sterilni jehlou a stfikackou. Chirurgicky pfistup do kolenniho kloubu byl veden
medidlné parapateldrné severzi pately. Byl zdokumentovan peroperacni ndlez. Nasledné bylo
odebrano 5 vzorkd na kultivaci (stér z kolenniho kloubu nebo kloubni vypotek, Hoffovo téleso, stér
z tibidIniho plateau, zanétliva tkan z dreriové dutiny tibie a implantat) a 4 vzorky k histologické analyze
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(synovialni tkan zlaterdlniho recesu kolenniho kloubu, Hoffovo téleso, celé tibidlni plateau a
proximalni polovina tibidlni diafyzy).

Bakterialni kultivace. 0,5 ml odebrané plné krve bylo inokulovano do hemokultiva¢ni lahvicky
(PEDS PLUS/F, Becton Dickinson), inkubovano v analyzatoru Bactec 9050 (Becton Dickinson) pfi teploté
35 °Cv atmosfére s 5 % CO, po dobu 5 dni. Pfi hlaseni pozitivity byla provedena mikroskopie dle Grama
a kultivace na plotnach s krevnim agarem, MacConkey agarem a BHI krevnim agarem pro anaerobni
kultivaci. Anaerobni kultivace probéhla v atmosfére 80 % N, 10 % Ha, 10 % CO, (LAS, Trios). Vysledky
kultivace byly odecitany po 24 a 48 hodinach. Plvodce byl identifikovan hmotnostni spektrometrii
(MALDI-TOF).

Vzorky tkdni a stéry byly obarveny dle Grama a pozorovany svételnym mikroskopem.
Implantaty mikroskopovany nebyly. VSechny vzorky byly inokulovany na krevni agar, MacConkey agar,
BHI krevni agar pro anaerobni kultivaci a do jatrového bujonu pro pomnozeni (Trios). Implantaty byly
pred zpracovanim sonikovany pro uvolnéni pfipadného biofilmu (Sonorex Bandelin RK 156). Inkubace
probihala pfi 35 °C v atmosfére s 5 % CO,. Jatrovy bujon byl po 24hodinové inkubaci vyockovan na
krevni agar a MacConkey agar. Po 24 hodinach inkubace se vzorky odecitaly. Anaerobni kultivace
probéhla v atmosféfe 80 % N2, 10 % H,, 10 % CO: (LAS, Trios) a vysledky se odecitaly po 24 a 48
hodinach. Plvodce byl identifikovdn metodou hmotnostni spektrometrie (MALDI-TOF, Bruker).

Histologicka analyza. Vzorky Hoffova télesa, synovidlni tkané laterdlniho recesu, tibidlniho
plateau a tibidlni diafyzy k histologické analyze nalozené v 10% roztoku formaldehydu byly doruéeny
do laboratofe bezprostiedné po odbéru. Vsechny kostni fragmenty byly odvdpnényv roztoku
Microdecfast (DiaPath, Martinengo, Italie) po dobu dvou aZ tfi tydnl dle velikosti vzorkd. Vsechny
vzorky byly zpracovany standardné do parafinovych blok(, nakrajeny na4um fezy a obarveny
hematoxylinem a eosinem. Tkan z drefiové dutiny tibie z bezprostfedni blizkosti implantdtu byla
klasifikovand podle Morawietze [211] a pfitomnost a typ osteomyelitidy byly stanoveny podle
klasifikacniho schématu Histopathological Osteomyelitis Evaluation Score — HOES [388]. Ve vzorcich
byly semikvantitativné (0, +, ++, +++) stanoveny priznaky akutni nebo chronické osteomyelitidy a dle
souctu celkového score byl stanoven typ osteomyelitidy (Tabulka 2.1.)

Pfiznaky akutni osteomyelitidy A1l Osteonekrdza
A2 Nekréza mékké tkané
A3 Granulocytarni infiltrat
Pfriznaky chronické osteomyelitidy C1 Kostni neogeneze / fibréza
C2 Lymfocytarni / makrofagovy infiltrat

Soucet score 2 4 za priznaky A Akutni osteomyelitida

Soucet score 2 6 za pfiznaky Aa C Chronickd osteomyelitida exacerbovana
Soucet score 2 4 za pfiznaky C Chronicka osteomyelitida

Soucet score 2 — 4 za ptiznaky C Chronicka osteomyelitida v remisi
Soucet score £ 1 za pfiznaky C Osteomyelitida nepfitomna

Tabulka 2.1: Histologické hodnoceni osteomyelitidy HOES [388]

Krevni obraz. 1 ml krve byl odebrdn do zkumavky sKsEDTA (kyselinou
ethylendiamintetraoctovou — prevence aglutinace). Odecet byl proveden na automatickém
analyzatoru MEK 6550 J/K (Nihon Kohden, Tokyo, Japonsko) kalibrovaném pro laboratorni kréliky.
PFistroj se nachazi v bezprostredni blizkosti odbérové mistnosti a analyza nasledovala ihned po odbéru.
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Biochemicka analyza. Bezprostfedné po odbéru krve bylo na centrifuze separovano sérum a
to bylo zamraZeno. Nejpozdéji za 14 dni probéhla analyza ke stanoveni CRP na pfistroji Indiko™ typu
863 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA).

Hodnoceni vysledkd. Pro interpretaci pilotni a verifikacni faze byly pouzity vysledky
histologické analyzy, kultivace tkani, stér( a vypotkl, hemokultury a peroperacni nalez. Hemokultura
byla hodnocena jako negativni, pokud vSechny krevni vzorky jednoho kralika za celou dobu pokusu
nevykazaly Zadny bakteridlni rlist. Pokud alespon jeden vzorek byl kultivacné pozitivni, zvife bylo
oznaceno jako zvite s pozitivni hemokulturou. Kultivace tkani, vypotk(l a stérd se povaZuje za negativni
pouze v pfipadé, Ze vSechny vzorky zjednoho zvifete nevykazaly bakteridlni rist. Vysledky ,po
pomnozeni“ a kontaminace jsou ignorovany. Vysledky ,ojedinéle” a ,zcela ojedinéle” se povazuji za
pozitivni. Kultivace jednoho zvifete je povazovana za pozitivni, pokud alespon jeden vzorek je
hodnocen jako pozitivni. Peroperaéni ndlez byl hodnocen tfemi stupni: klidné tkdné bez znamek
zanétu, zanétlivé zménéné tkané (rozbredla synovialis, zkaleny vypotek, pablany v dierové dutiné),
masivni znamky zanétu (hnis, nekrdzy, rozpadlé struktury). Histologické hodnoceni bylo pro ucely této
studie redukovano na dva stupné: osteomyelitida pfitomna, osteomyelitida neptitomna.

Kazda infekéni davka (10° 10° a 107 CFU) potom dostala vysledné hodnoceni na tfistupriové
stupnici podle toho, kolik ze tfi vySetfeni (peroperacni ndlez, histologie, kultivace) mélo celkové
hodnoceni pozitivni:

Infekce nepravdépodobnd — negativni peroperacni nalez, kultivace i histologie
Infekce nejista — pozitivni jedno nebo dvé ze tfi vysSetreni
Infekce jista — pozitivni vSechna tfi vySetieni

2.1.2. Vysledky

Prvnim tfem laboratornim zvifatim byly aplikovény infekéni davky postupné 10°, 106 a 107 CFU.
Prvni zvite mélo pti odbéru vzork( klidny peroperacni ndlez a nasledné negativni kultivaci tkani i
histologii. Vznik infekce u néj byl nepravdépodobny. Dalsi dva kralici vykazovali peroperacné znamky
osteomyelitidy i infekéni gonitidy a mikrobiologicka i histologicka analyza byly pozitivni. Hemokultury
viech tfi zvifat zGstaly sterilni a systémové projevy sepse nebyly pfitomny. Infekéni davky 10®i 107 CFU
se tedy ukazaly jako vhodné pro verifikani fazi.

Kralik Faze Infekéni Morawietzova A1 A2 A3 Cl1 C2 HOES vyhodnoceni
davka klasifikace A/C
H17200 Pilotni 10° 2. typ + 0 + 0 0 2/0 negativni
H17211 Pilotni 108 2. typ +  ++ + 0 O 4/0  akutni osteomyelitida
H17217 Pilotni 107 2. typ + + ++ 0 0 5/0  akutni osteomyelitida
H17214 Verifikacni 107 2. typ ++ +++ +++ 0 O 8/0  akutni osteomyelitida
H17210 Verifika¢ni 107 2. typ + + ++ 0 0 5/0  akutni osteomyelitida

Tabulka 2.2: Vysledky histologické analyzy vzork( z kolenniho kloubu a tibidlni dreriové dutiny
zvirat zahrnutych do pilotni a verifikacni fdze validacni studie

U dvou kralika ve verifikaéni fazi se pouZila ddvka 107 CFU jako nejvy3si mozna davka, kterd
vyvola lokalni infekci, ale jesté nezpUsobi sepsi. Ve verifikacni fazi mél negativni hemokulturu kralik
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H17210 vidy, krdlik H17214 vidy kromé prvniho pooperacniho dne, kdy byl z krve vykultivovan
inokulovany Staphylococcus aureus. Kralik H17214 mél pozdéji systémové projevy sepse, vyrazné
algické chovani a kachektizoval. Bylo nutné ho utratit jiz 14. pooperacni den, aby se predeslo
neumérnému utrpeni zvirete. Vyzkumny tym tento pribéh nepovaZuje za nasledek pfilis velké infekéni
davky. Stejnou infekcéni davku méli i dalsi dva krélici, H17217 a H17210, ovSsem bez systémovych
priznak(. U krélika H17214 se rozsitila infekce nasledkem operacni chyby. Pfi vrtani kanalu do tibidlni
drenové dutiny vrtak prorazil zadni kortiku tibie a pohmozdil mékké tkané lytka. To se stalo podkladem
pro formovani abscesu v podkoleni, Sifeni infekce a zhorseni celkového stavu zvirete. Vysledky kralika
H17214 tedy nebyly divodem k redukci infekéni davky v dalSich pokusech. Tabulka 2.2 pfinasi vysledky
histologické analyzy. Kultivaéni vysledky stér(l, tkdni a sonikacnich roztokd jsou uspofadany do
Tabulky 2.3.

Obrdzek 2.2: Makroskopicky nitrokloubni ndlez po eutandzii.

Analgetizace. Transdermalni naplast s fentanylem byla aplikovana jesté pred operaci, aby byla
sérova hladina fentanylu dostatec¢na jiz v dobé vzniku bolestivého podnétu. Navzdory doporuéené
davce u kralika 25 pg/hod se jako optimalni davka pro nas pokus jevi pouhd ¢tvrtina naplasti, tedy
6,25 ug/hod. PFi vyssich davkach jsou zvirata apatickd a somnolentni a maji hor$i motoriku. Pfi této
davce zvirata normalné prijimaji potravu i vodu, maji zajem o okoli a interaguji s oSetfovatelkou a mezi
sebou. Citlivéjsi jedinci dostali do kombinace carprofenum 4 mg/kg télesné hmotnosti podkozné
b&hem prvniho pooperaéniho dne, eventualné se pfidala jesté ¢tvrtina naplasti s fentanylem. Uginek
transdermalni naplasti skoncil tfeti pooperacni den. Dle stavu a chovani zvifete se nékterym aplikovala
jesté Ctvrtina transdermalni naplasti na 3 dny, jini zUstali bez analgetizace.
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Tabulka 2.3: Kultivaéni vysledky tkdni, punktdtid a sonikace implantdti. PMN = polymorfonukledrni

neutrofil
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Pilotni 10°
Pilotni 106
Pilotni 107
Verifika¢ni 107
Verifikaéni 107

= M = o}
R B, O L O
o »r O O O
o »r B O O
m N B Rk O
N = R -}
o » O O O

Tabulka 2.4: Zdvérecnd interpretace vysledki dle postupu v kapitole 2.1.1. 0 = negativni, 1 = pozitivni.
U peroperacniho ndlezu 0 = klidné tkdné, 1 = zdnétlivé zménéné tkdné, 2 = masivni zndmky zdnétu.
V zdvéru 0 = infekce nepravdépodobnd, 0/1 infekce nejistd, 1 = infekce jistd

2.1.3. Zaveér

Verifikaéni faze potvrdila nélez pilotni faze. Infekéni dédvka 107 CFU Staphylococcus aureus
5217/A/2019 inokulovana do tibidlni dfefiové dutiny cestou tibidlniho plateau v pfitomnosti ciziho
télesa vyvola osteomyelitidu tibie, infekéni gonitidu a nezplisobi celkovou sepsi organismu. V dalsim
pokusu (kapitola 2.2) byla primarné nasazena davka 107 CFU.
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2.2. Testovani antibakterialnich vlastnosti lipofosfonoxinti 3. generace

Lipofosfonoxiny (LPPO) jsou skupinou novych antibakteridlnich latek odvozenych od
fosfonoxinl. Jejich baktericidni Gcinek je zaloZeny na permeabilizaci bakteridlni cytoplasmatické
membrany. U¢inek LPPO byl prokazan in vitro, kdy inhiboval riist celé Fady standardnich bakterialnich
kmenu. Spektrum ucinku je Siroké: je aktivni proti grampozitivnim a méné i proti gramnegativnim
bakteriim. LPPO nejsou pfi baktericidni koncentraci cytotoxické vici lidskym bunéénym liniim a jsou
dobre tolerovany u savci, kterym jsou podavany peroralné [257]. LPPO jsou acidostabilni a nejsou
inaktivovany v prostredi Zaludeénich stav [372]. Lipofosfonoxiny se uvolfiuji z kostniho cementu do
okoli a inhibuji rlst standardnich bakteridlnich kmend na povrchu cementovych téles. Opakovana
expozice subinhibi¢nim koncentracim LPPO nevyvolava u bakterii vznik rezistence [321]. Cilem této
studie je prokazat in vivo antibakterialni ucinnost latky DR7030 ze skupiny lipofosfonoxin( 3. generace,
u kterych jiz byla prokdzana ucinnost in vitro.

SPOJOVACI
MODUL

IMINOCUKERNY

MODUL OH OH

NUKLEOSIDOVY
MODUL

HYDROFOBNI MODUL

Schéma 2.2: Obecnd struktura lipofosfonoxint

2.2.1. Material a metody

Vtomto pokusu se pouzil model infekce kloubni nahrady validovany v predchozim
experimentu, tedy stejny druh pokusnych zvifat stejného dodavatele, stejny bakteridlni kmen, stejné
pfipravené implantaty, stejny operacni postup, pooperacni péce a analyza vzorkd. Vysledky byly
interpretovany podle klice popsaného v kapitole 2.1.1. Kralikim byla odebirana krev pouze 1., 3., 7.,
14. a 21. pooperacni den, protoZe Castéjsi odbéry nepfinesly Zadné pridané informace, ale uvadély
zvitata zbytec¢né do stresu. Celého experimentu se zucastnilo 36 pokusnych kralikd.

Pokusné a kontrolni skupiny. Ucinek kaZdé testované latky byl testovan na pokusné skupiné 6
kralik(. Ke kazdé pokusné skupiné ndlezi dvé kontrolni skupiny sloZzené z kralik(i stejného stari
dodanych ve stejné dodavce, ktefi byli operovani ve stejném obdobi jako kralici z pokusné skupiny.
Kralici v pokusné skupiné dostali implantat z cementu impregnovaného testovanou latkou. Kralikiim
ze skupiny pozitivnich kontrol byl implantovan cement Refobacin® Bone Cement R impregnovany
gentamicinem v koncentraci 0,5 g na 40 g cementu (Zimmer Biomet, Warsaw, Indiana, USA). Negativni
kontroly potom mély implantat z prostého cementu Biomet Bone Cement R (Zimmer Biomet, Warsaw,
Indiana, USA). Kazda z kontrolnich skupin citala 3 kraliky.
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Faze experimentu. Experiment byl rozdélen do t¥i fazi. Do kazdé faze bylo zahrnuto 12 kralikd
V rdmci jedné faze byli kralici vSech skupin operovani v priibéhu 8 dni. Z technickych a organizacnich
dlvodi bylo v prvni fazi operovano 8 kralikl prvni den a 4 krélici nasledujici den, ve druhé a tieti fazi
byly operovany kontrolni skupiny prvni den a pokusné skupiny o 7 dni pozdéji. V prvni fazi byla latka
DR7030 v koncentraci 0,2 g na 10 g kostniho cementu a bakteriélni inokulum obsahovalo 107 CFU
(koncentrace 10® CFU/ml pfi inokulovaném objemu 100 pul). V reakci na vysledky prvni faze
experimentu se vyzkumny tym rozhodl zvysit koncentraci LPPO na 0,3 g / 10 g cementu a snizit
bakteridlni ndloZ ve druhé fazi na 10° CFU (koncentrace 107 CFU/ml pfi inokulovaném objemu 100 pl).
Ve tieti fazi byla pouZita koncentrace 0,5 g / 10 g cementu a infekéni ddvka 10* CFU (koncentrace 10°
CFU/ml pfi inokulovaném objemu 100 pl), tedy davka o fad nizsi nez nejslabsi davka pfi pilotni studii.

2.2.2. Vysledky

Faze 1. Ve fazi 1 byla inokulovand infekéni ddvka 107 CFU. PouZitd koncentrace DR7030 byla
0,2 g / 10 g cementu. Implantace, pooperaéni obdobi, 21denni sledovani, eutandzie i odbér vzorkd
probéhly za standardnich podminek bez komplikaci. VSichni pokusni kralici ze vSech skupin méli
pozitivni peroperacni nalez, tedy zanétlivé zménéné tkané. U dvou zvifat z pokusné skupiny se vytvofily
kolemkloubni abscesy a nitrokloubni tkdané byly destruované. Kloub byl naplnén masivnim tenznim
hnisavym vypotkem. Vsichni kralici, az na jednoho ze skupiny pozitivnich kontrol, méli pozitivni
kultivaci tkani, stérli nebo vypotku. Nebyl nalezen signifikantni rozdil v ¢etnosti pozitivni hemokultury
mezi pokusnou, pozitivni kontrolni nebo negativni kontrolni skupinou. Tabulka 2.5.

Kralik  Implantat Kultivace Hemokultura Sonikace Peroperacni Zavér

z tkani, vypotk nalez
a stérd

H28209 PMMA 1 0 0 1 1
H28210 PMMA 1 0 0 1 1
H28229 PMMA 1 1 1 1 1
H28237 LPPO 1 1 1 1 1
H28246 LPPO 1 1 1 1 1
H28252 LPPO 1 1 1 2 1
H28255 LPPO 1 1 1 1 1
H28266 LPPO 1 0 1 2 1
H28274 LPPO 1 1 1 1 1
H28288 GEN 1 0 1 1 1
H28303 GEN 1 1 0 1 1
H28316 GEN 0 1 0 1 0/1

Tabulka 2.5: Interpretace vysledku fdze 1 dle postupu v kapitole 2.1.1. 0 = negativni, 1 = pozitivni. U
peroperacniho ndlezu 0 = klidné tkdné, 1 = zdnétlivé zménéné tkdné, 2 = masivni zndmky zdnétu.
V zavéru 0 = infekce nepravdépodobnd, 0/1 infekce nejistd, 1 = infekce jistd. PMMA = prosty kostni
cement bez pfimési, LPPO = kostni cement impregnovany testovanou Ildtkou, GEN = kostni cement
impregnovany gentamicinem.
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Zavér: PFi infekéni davce 107 CFU neni schopna impreghace cementu ldtkou DR7030 o
koncentraci 0,2 g / 10 g kostniho cementu zabranit kolonizaci povrchu cementu bakteriemi
Staphylococcus aureus. Infekce je diagnostikovana u pokusnych i kontrolnich skupin.

Faze 2. Je moiné, Ze neuspéch faze 1 je zplsoben tim, Ze infekéni davka byla tak velka, ze
prekryla ucinek LPPO nebo gentamicinu. Proto se vyzkumny tym rozhodl redukovat infekéni davku na
10° CFU (tedy inokulovat 100 pl bakteridlni suspenze o koncentraci 10’ CFU/ml) a zvysit koncentraci
testované latky DR7030 na 0,3 g / 10 g kostniho cementu. Nebyla zaznamenana Zzadnd mimoradnost
v prlibéhu implantace, pooperacni péce, 21denniho sledovani, eutanazie ani odbéru vzork(. Vysledky
pfindsi tabulka 2.6. Nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil v ¢etnosti infekce u pokusné nebo
kontrolnich skupin.

Zavér: Pii infekéni ddvce 10° CFU neni schopna impregnace cementu ldtkou DR7030 o
koncentraci 0,3 g / 10 g kostniho cementu zabranit kolonizaci povrchu cementu bakteriemi
Staphylococcus aureus. Infekce je diagnostikovana u pokusnych i kontrolnich skupin.

Kralik  Implantat Kultivace Hemokultura Sonikace Peroperacni Zaveér
z tkani, vypotk nalez

a stért

H36200 PMMA 1 1 1 1 1
H36201 PMMA 1 1 1 1 1
H36202 PMMA 1 1 1 2 1
H36218 LPPO 1 1 1 1 1
H36276 LPPO 1 1 1 1 1
H36277 LPPO 1 1 1 1 1
H36278 LPPO 1 0 0 1 1
H36280 LPPO 1 1 1 1 1
H36281 LPPO 0 0 0 1 0/1
H36203 GEN 1 0 0 1 1
H36230 GEN 1 1 0 2

H36279 GEN 1 0 0 1

Tabulka 2.6: Interpretace vysledkd fdze 2 dle postupu v kapitole 2.1.1. 0 = negativni, 1 = pozitivni. U
peroperacniho ndlezu 0 = klidné tkdné, 1 = zdnétlivé zménéné tkdné, 2 = masivni zndmky zdnétu.
V zdvéru 0 = infekce nepravdépodobnd, 0/1 infekce nejistd, 1 = infekce jistd. PMMA = prosty kostni
cement bez pfimési, LPPO = kostni cement impregnovany testovanou ldtkou, GEN = kostni cement
impregnovany gentamicinem.

Faze 3. Ze stejného dlvodu jako ve fazi 2 byla sniZena infek¢ni davka i ve fazi 3, tentokrat na
10* CFU. Inokulovéno bylo tedy 100 ul bakteridlni suspenze o koncentraci 10° CFU/ml. Byla také
navysena koncentrace DR7030 na 0,5 g v 10 g kostniho cementu. Pfi tomto nastaveni se vysledky
zacinaji diferencovat a projevy infekce u nékterych zvitat jiz nejsou tak zfetelné. Operace, pooperacni
obdobi, sledovani zvifat, eutanazie i odbér vzork(l probéhly standardné. Vysledky jsou shrnuté
Tabulce 2.7.
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Zavér: PFi infekéni ddvce 10% CFU neni implantat kolonizovan bakteriemi Staphylococcus
aureus. Variabilita dosazenych vysledk(l vSsak nesvédci preferenéné pro protektivni efekt LPPO, avsak
ani protektivni ucinek cementu s gentamicinem pouzitym jako pozitivni kontrola.

Kralik Implantat Kultivace Hemokultura Sonikace Peroperacni Zaveér
z tkani, vypotku nalez

a stéru

H45208 PMMA 0 0 0 1 0/1
H45209 PMMA 1 0 0 1 1
H45210 PMMA 0 0 0 1 0/1
H45200 LPPO 1 1 0 1 1
H45201 LPPO 0 0 0 1 0/1
H45202 LPPO 0 0 0 0 0
H45203 LPPO 0 0 0 1 0/1
H45204 LPPO 1 0 0 2 1
H45217 LPPO 1 0 0 1 1
H45223 GEN 0 1 0 1 0/1
H45224 GEN 0 0 0 1 0/1
H45234 GEN 0 0 0 1 0/1

Tabulka 2.7: Interpretace vysledki fdze 3 dle postupu v kapitole 2.1.1. 0 = negativni, 1 = pozitivni. U
peroperacniho ndlezu 0 = klidné tkdné, 1 = zdnétlivé zménéné tkané, 2 = masivni zndmky zdnétu.
V zdvéru 0 = infekce nepravdépodobnd, 0/1 infekce nejistd, 1 = infekce jistd. PMMA = prosty kostni
cement bez primési, LPPO = kostni cement impregnovany testovanou Ildtkou, GEN = kostni cement
impregnovany gentamicinem.
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3. Klinické studie

Kloubni punkce je neodmyslitelnou soucasti diagnostiky infekce kloubni nahrady. Kloubni
tekutina nejlépe vypovidd o stavu a déjich uvnitf kloubu, protoze je v kontaktu s bakteriemi i
imunitnimi burfikami, coZ musi ovlivnit jeji sloZeni. Rutinni vySetfeni kloubniho punktatu zahrnuje
pfimou mikroskopii a kultivaci, stanoveni poctu leukocytl a diferencidlu a od roku 2018 téz synovialni
CRP. Alfa-defensin je zahrnut do souboru diagnostickych kritérii Mezindrodniho konsenzu 2018, ale ne
kazdé pracovisté ma toto vysetreni rutinné k dispozici. Soucasny intenzivni vyzkum rozviji stdle nové
metody, které by mohly mit vyssi prfesnost nez stavajici metody a aspiruji na zapracovani do souboru
diagnostickych kritérii.

Autor disertacni prace béhem studia spolupracoval na tfech klinickych diagnostickych studiich
zamérenych na analyzu kloubniho vypotku pfi diagnostice infekce kloubni nahrady. Prvni studie
stanovila diagnostické vlastnosti cytologickych parametr kloubniho punktatu a dalsi dvé studie
hodnotily sérové a synovialni biochemické markery.

3.1. Pfinos cytologické analyzy kloubniho punktatu k diagnostice IKN

Hlavni soucasti diagnostického algoritmu infekce kloubni ndhrady jsou dva cytologické
parametry kloubniho vypotku: pocet leukocytl v kloubnim punktatu a podil neutrofild v diferenciadlnim
rozpoctu synovialnich leukocytl. Do doby jejich zavedeni do bézné diagnostické praxe byly jako
referencni standardy starsich studii pouzivany typické ptiznaky infekce kloubni ndhrady, peroperacni
nalez a bakteridlni kultivace, coz jsou vSechno nastroje nedostatecné senzitivni i nedostatecné
specifické. Histologicka analyza klasickych preparatl ma prijatelnou senzitivitu a specificitu, ale jeji
vysledky prichazeji s mnohadennim odstupem po operaci. Rizné dosavadni studie se rozchazeji
v uréeni vhodnych rozdélujicich hodnot synovidlnich leukocytl i podilu neutrofill, jakoz i v urceni
diagnostickych vlastnosti téchto testll. Mezinarodni konsenzus 2018 doporucuje jako rozdélujici
hodnoty 3000 leukocytl/ul vypotku a 80 % neutrofilG. BEhem prvnich 90 dni po operaci doporucuje
pouZit vy3si rozdélujici hodnoty, 10 000 leukocytd/ul a 90 % neutrofilG. Svycarskd skupina navrhuje
rdzné rozdélujici hodnoty pro rizné klouby: pocet leukocytl u TEP kolen 1700/l a u TEP ky¢li 4200/ul.
Podil neutrofilt v diferencidlnim rozpoctu 65 % u TEP kolen a 80 % TEP kycli [227]. Tyto rozdélujici
hodnoty prejala i IDSA a zapracovala je do svého doporuceni [231]. Metaanalyza 15 cytologickych studii
uddava u poctu leukocytll ve vypotku soubornou senzitivitu 88 % a specificitu 93 %, u podilu neutrofill
potom senzitivitu 90 % a specificitu 88 % [376].

Pokladem této kapitoly jsou vysledky diagnostické studie ,,Excellent AUC for joint fluid cytology
in the detection/exclusion of hip and knee prosthetic joint infection” autorského kolektivu vedeného
prof. Gallem, publikované v ¢asopise Biomedical Papers v roce 2017 [111]. Cilem této studie bylo
stanovit vyznam cytologickych parametr( kloubniho vypotku a jejich pfinos v diagnostice infekce
kloubni nahrady. Ackoliv tyto vysledky byly znamy z pfedchozich studii, u rznych autor( se ponékud
liSi vypocitané rozdélujici hodnoty a diagnostické vlastnosti. PfedloZzend prace doklada vysledky na
vétsim souboru pacientd, a tim prispiva k vyssi presnosti eventualni budouci metaanalyzy. Doktorand
prispél redersi literatury, podilel na designu studie, naboru pacientl a sepisovani jejich souhlas. Dale
sbiral klinicka i laboratorni data, rozttidil pacienty do infekcénich a kontrolnich skupin, vytvofil tabulky
a schémata a ¢astecné spolupracoval na textu rukopisu.
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3.1.1. Materidl a metody

Vybér pacienttl. Do studie byli zahrnuti vsichni po sobé jdouci pacienti, ktefi podstoupili na
Ortopedické klinice FNOL a UPOL revizni operaci infikované nebo asepticky selhané TEP kolena nebo
kyc€le v obdobi od ledna 2009 do srpna 2015. Byli vyfazeni pacienti, ktefi méli diagnostikovano
systémové zanétlivé onemocnéni, které by mohlo ovlivnit hladiny zanétlivych parametr(, napf.
reaktivni artritidu, Crohnovu nemoc, psoriatickou artritidu, tuberkulézu, dnavou artritidu nebo
generalizované nadorové onemocnéni (Graf 3.1.). Vyjimkou byli pacienti s revmatoidni artritidou, ktefi
byli ve studii ponechani. Ze statistické analyzy byli dale vyloudeni pacienti, jimz se nepodafilo odebrat
dostatecné mnozstvi kloubniho vypotku. Vysledny soubor tedy cital 78 infikovanych kloubnich ndhrad
a 313 asepticky selhanych kloubnich nahrad. Podil infekci v naSem souboru reviznich operaci je tedy
78/391 = 19,9 %. Vsechny infekcni i aseptické revizni operace probéhly za standardnich podminek a
s pisemnym informovanym souhlasem pacienta. Studie byla schvalena etickou komisi. 37 pacientl (47
%) z infekcni skupiny uZivalo antibiotika jiz pfed odbérem kloubniho punktatu k analyze (1 az 197 dni,
median 25 dni).

Definice infekce kloubni ndhrady. Jako referen¢ni standard byl pouzity soubor diagnostickych
kritérii odvozeny od diagnostickych kritérii dfive uzivanych v literature. Pacient byl veden a lécen jako
infekéni, pokud splfoval ndsledujici diagnosticka kritéria:

1. pistél komunikujici s kloubni dutinou a/nebo zfetelnd pfitomnost hnisu v kloubni dutiné
béhem operace
2. pozitivni vysledky histologické analyzy a zaroven pozitivni kultivace peroperaénich vzorkd
tkani nebo vypotku
3. pokud byla pozitivni pouze histologie nebo pouze mikrobiologie, byl pacient veden jako
infekéni pfi splnéni alespon dvou z nasledujicich podminek: dlvodné klinické podezfeni
na infekci kloubni ndhrady (akutni nastup pfiznakd, horecka, edém nebo zarudnuti kloubu,
lokalni bolestivost, casné selhani implantatu, poruchy hojeni rany), zvysend sedimentace
erytrocytl (vice nez 30 mm za hodinu), zvyseny CRP (alespon 1,5ndsobek horni hranice
normy, tedy 15 mg/I).
Vsichni ostatni pacienti byli povaZzovani za aseptické [107]. Referencni standard neptipoustél
nerozhodné vysledky a kaZzdy pacient byl pfidélen do infekéni nebo aseptické skupiny. Pacienti
s chybéjicimi udaji byli vylouceni ze studie.

Pistél komunikujici s kloubni dutinou

Zretelny nalez hnisu v kloubni dutiné

Pozitivni histologie

Alespori jedno Pozitivni peroperaéni kultivace tkané& nebo
z nasledujicich: vypotku

Alespon dvé z nasledujicich:

Klinické podezieni
Alespon dvé z nasledujicich:  FW >30 mm/h
CRP > 15 mg/I

Tabulka 3.1: Grafické zpracovani diagnostickych kritérii referencniho standardu.
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551 reviznich operaci

= 18 vylouéeno — cementovy spacer
14 vylouéeno — systémové zanétlivé
onemocnéni, generalizovana malignita
— 128 vyloucéeno — maly objem punktatu
391 zahrnuto do studie

!

78 infekci kloubnich nahrad 313 aseptickych revizi
27 TEP kycli 161 TEP kyé¢li
51 TEP kolen 152 TEP kolen

Graf 3.1: Vyvojovy diagram demonstrujici poCty pacienti zahrnutych do studie.

Klasifikace infekce kloubni nahrady. Pro Ucely této studie jsme pouzZili modifikovanou
klasifikaci infekce kloubni ndhrady Trampuze a Zimmerliho (kapitola 1.4.5) a plvodni klasifikaci
celkového stavu pacienta a lokdIniho stavu koncetiny McPhersona (kapitola 1.4.4).

Odbér vzorkd. Kloubni punktat byl aspirovan béhem revizni operace po incizi kiize a podkozi,
tésné pred artrotomii, aby se minimalizovalo riziko faleSné pozitivnich kultivacnich vysledkl. Vzorky
tkani byly odebrany ihned po artrotomii nejméné ze tfi rlznych casti kloubu, ktera jevila
makroskopicky nejvyraznéjsi zndmky zanétu: alespon jednou z kloubniho pouzdra a alespon jednou
z kazdého kostniho llzka zpod implantatu tak, aby byla zachycena SLIM. Krevni vzorky se odebiraly pfi
pfijmu den pred planovanou operaci, eventualné v den revizni operace.

Cytologickd analyza. Vzorky k cytologické analyze byly do laboratofe dopraveny ve
zkumavkach s roztokem EDTA (prevence aglutinace). Pocet leukocytt byl stanoven strojové na pfistroji
Sysmex XE-5000 (Korporace Sysmex, Kobe, Japonsko) v rezimu télnich tekutin. VSechny vysledky jsou
uvedeny jako pocet bunék na 1 pl punktatu. Diferencialni rozpocet leukocyt byl potom proveden
ruéné: natér byl obarven metodou Pappenheimova panoptického barveni a odecitan mikroskopem pfri
1000nasobném zvétseni. Vysledky jsou uddvany jako pomér poctu sledovanych bunék k celkovému
poctu leukocyta.
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Ukazatel Hodnota

Muii / Zeny 38/40 (49 % resp. 51 %)

TEP kyéli / TEP kolen 27 /51 (14,4 % resp. 25,1 %)*

Pocet leukocyti ve vypotku 39000 (126 — 416 600)

[pocet bunék v 1 pl]

Podil neutrofilti v 90 % (47 % — 98 %)

diferencialnim rozpoctu

Podil lymfocytd v 3% (0% —53 %)

diferencidlnim rozpoctu

Predoperaéni CRP [mg/l] 112 (8 —470)

Pfredoperacni FW [mm/h] 59 (2-120)

Predoperaéni IL-6 [ng/] Vsechny TEP 63 (5,0-3420)
Zvlast u TEP kycli 63 (5,0 —808)
Zvlast u TEP kolen 64 (5,3 —3420)

Mikrobiologicka Negativni 7 9,2%

mikroskopie PMN 47 61,8 %
PMN a bakterie 22 28,9 %

Vék v dobé implantace 67,6 (44,5 -90,8)

nebo posledni revize [roky]

Vék v dobé sledované 72,7 (45,8 —90,9)

revize [roky]

Preziti implantatu [mésice] 21 (0-236)

Tabulka 3.2: Charakteristika skupiny infekci kloubnich ndhrad. TEP = totdIni endoprotéza, CRP =
C-reaktivni protein, FW = sedimentace erytrocytd, IL-6 = interleukin 6, PMIN = polymorfonukledrni
neutrofil, *uddva podil infekci na celkovém poctu revidovanych TEP kycli, resp. kolen; udaje jsou
vyjddreny jako medidn, nejniZsi a nejvyssi namérend hodnota.

Kultivace. Punktat i vzorky tkani byly prevezeny ke kultivaci ihned béhem operace, a to bez
transportniho média. Pokud v den operace nebyl kloubni vypotek pfitomen, byl pouZit vysledek z
posledni pfedoperacni ambulantni kontroly. Byla provedena i kultivace ze stérd z implantat( (pouzity
stérovky se standardnim transportnim médiem) a sonikace explantatd. Celkem bylo ke kultivacnimu
vysetifeni odeslano 5-9 vzorkl od kazdého pacienta. Teprve po odbéru vsech vzorkd ke kultivaci bylo
pacientovi podano nitroZilné antibiotikum vramci standardniho antibiotického peroperacniho
profylaktického protokolu. Vzorky byly inokulovany na pidy do 2 hodin po odbéru a kultivace probihala
dle standardniho laboratorniho protokolu za aerobnich (Columbia agar, MacConkey agar,
Sabourauduv agar, jatrovy bujon, vSe Trios, spol. s r.o.) i anaerobnich podminek (VL agar, Trios, spol. s
r.0.). Kultivace trvala 12 dni. Prvni odecet aerobni kultivace byl po 24 hodinach, v pfipadé anaerobni
kultivace po 48 hodinach. Okolni teplota byla udrZzovana na 37 °C po celou dobu kultivace [107]. Tekuté
vzorky byly obarveny k mikroskopii dle Grama. Sonikaci (sonikacni lazen BactoSonic, Bandelin) byla
provedena dle doporu¢eného protokolu, délka aerobni i anaerobni kultivace byla opét prodlouzena na
12 dni [143]. Vysledek kultivace punktatu byl oznacen za pozitivni, pokud byly patrné jakékoliv znamky
bakteridlniho ristu, tedy véetné vysledkd ,velmi ojedinéle” a ,, po pomnozZeni.” Tkanové vzorky byly
hodnoceny jako pozitivni, pokud byl izolovan stejny plivodce alespon ze dvou odbérovych mist [15].
Interpretacni zavér byl vidy stanoven na zakladé vsech kultivacnich vysledkd. Zvazovana byla rovnéz
mozZnost kontaminace.
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Ukazatel Hodnota

Muii / Zeny V obou asept. skupinach 125/188 40,0 % resp. 60,0 %

TEP kyéli / TEP kolen 161/152

Pocet leukocyti ve vypotku 700 (30-10500)

[pocet bunék v 1 pl]

Podil neutrofilti v diferencialnim 42 % (0% —95 %)

rozpoctu

Podil lymfocyti v diferencialnim 50 % (0% —98 %)

rozpoctu

Predoperacni CRP [mg/l] 3,2 (0,1 -185)

Pfredoperacni FW [mm/h] 17 (2-115)

Predoperacni IL-6 [ng/I] Vsechny TEP 4,8 (1,5-130)
Zvlast u TEP kycli 4,5 (1,5-130)
Zvlast u TEP kolen 5,2 (1,5-76,9)

Mikrobiologicka mikroskopie Negativni 258 97,0 %
PMN 6 2,3%
PMN a bakterie 1 0,7%

Vék v dobé implantace nebo 59,4 (25,1-85,4)

posledni revize [roky]

Vék v dobé sledované revize [roky] 68,8 (38,4 —91,6)

Preziti implantatu [mésice] 125 (0-377)

Tabulka 3.3: Charakteristika skupin aseptickych revizi. TEP = totdIni endoprotéza, CRP = C-reaktivni
protein, FW = sedimentace erytrocytd, IL-6 = interleukin 6, PMN = polymorfonukledrni neutrofil; tdaje

evvys

Histologie. Za pozitivni vysledek je oznacen takovy nalez, kde patolog identifikoval 5 nebo vice
polymorfonuklearnich neutrofild v kazdém zorném poli pfi 400nasobném zvétSeni a zhlédnuti 5
zornych poli [238].

Design studie byl prospektivni. Pacienti byli rozdéleni do infekcnich a aseptickych skupin podle
diagnostickych kritérii referenc¢niho standardu uvedenych vyse. Rozdéleni pacientt do infekénich, resp.
aseptickych skupin provedl autor disertacni prace, ktery se nepodilel na diagnostice ani rozhodovani o
[éCbé pacientll. Soucasti kritérii infekce kloubni ndhrady (referen¢niho standardu) nebyl Zadny
cytologicky parametr. BEhem studie neméli mikrobiologové ani hematologové pfistup ke klinickym
zaznamUm ani k vysledkdm histopatologického vysSetfeni. VSechny zkoumané Udaje byly pribéziné
vkladany do elektronickych tabulek (Microsoft Excel, Microsoft Corp., WA, USA) a nasledné statisticky
analyzovany. Zkoumané diagnostické metody byly:

1. pocet leukocytl v 1 pl vypotku
2. podil neutrofil(i v diferencidlnim rozpoctu vypotku
3. podil lymfocytd v diferencidlnim rozpoctu vypotku

Srovnanim sreferenénim standardem byly urdeny diagnostické vlastnosti téchto
diagnostickych testll, tedy jejich senzitivita, specificita, pfesnost, prediktivni hodnota pozitivniho
vysledku, prediktivni hodnota negativniho vysledku, pozitivni a negativni vérohodnostni pomér,
diagnosticky pomér Sanci a jejich intervaly spolehlivosti. K vypoctu byl pouZity software IBM SPSS
Statistics v. 22. (USA) a program MedCalc. V kategorialnich parametrech byly soubory porovnavany
pomoci Fisherova pfesného testu. Pro porovnani kvantitativnich parametri byl, v zavislosti na
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normalité dat, pouZit Mann-Whitney U-test, resp. dvouvybérovy Studentlyv t-test. Normalita dat byla
ovérena pomoci testu Shapiro-Wilk. Statisticka vyznamnost byla stanovena na p = 0,05. Nebyly pouzity
rozdélujici hodnoty z dfive publikovanych studii jinych autor(. Idedlni rozdélujici hodnoty sledovanych
ukazatel( byly stanoveny pomoci metody ROC a Youdenova indexu J [194].

3.1.2. Vysledky

Nejcastéjsi puvodci. Nejcastéjsim pulvodcem byl Staphylococcus aureus, nasledovany
koagulaza-negativnimi stafylokoky a streptokoky. Celych 29,5 % vsech pripadl potvrzenych infekci
kloubnich nahrad mélo negativni kultivacni ndlez a pouze 5,1 % kultivacnich nalezl prokazalo vice nez
jednoho bakterialniho plivodce. Detaily doklada tabulka 3.4.

Plvodce Pocet Podil
pfipadii zastoupeni
Staphylococcus aureus 19 24,4 %
Koaguldza-negativni stafylokoky 14 17,9 %
Hemolytické streptokoky 11 14,1 %
Anhemolytické a viridujici streptokoky 5 6,4 %
Gramnegativni tycky z ¢eledi Enterobacteriacae 4 5,1%
Pseudomonddy a dalsi nefermentujici gramnegativni tycky 3 3,8%
Enterokoky 1 1,3%
Polymikrobialni ndlezy 4 51%
Negativni kultivace 23 29,5 %

Tabulka 3.4: Cetnost jednotlivych plvodci izolovanych z peroperacnich vzorkd tkdni a vypotkd.

Klasifikace infekci. Nej¢astéjsim typem infekce byla hematogenni infekce kloubni ndhrady. Na
druhém misté potom ¢asna pooperacni infekce. Podrobny rozpis podle typ( infekci prinasi tabulka 3.5.

Typ infekce Pocet Podil
pripadii  zastoupeni
1. Casnd pooperacni 19 24,4 %
2. Opozidénad 16 20,5 %
3. Hematogenni 27 34,6 %
4. Pozitivni peroperacni kultivace 1 1,3%
5. Recidiva 2 2,6 %
6. Reinfekce 4 5,1%
7. Ptimy prestup infekce z okoli 9 11,5 %
Celkem 78 100,0 %

Tabulka 3.5: Podil zastoupeni jednotlivych typu infekci kloubnich ndhrad.
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Pocet leukocytli ve vypotku a podil neutrofili a lymfocytt v diferencidlnim rozpoctu. Do
statistické analyzy poctu leukocytl bylo pouZito 373 vzork( vypotkd. U 326 z nich bylo mozné urcit i
diferencialni rozpocet. Ostatni vzorky byly srazené a neodecitatelné. Infekcni pacienti méli vyznamné
vyssi pocet leukocytll ve vypotku (median 39 000 leukocytd v 1 ul vypotku) v porovnani s aseptickymi
pacienty (median 700 leukocytll v 1 pl vypotku). Median podilu neutrofild v diferencialnim rozpoctu
leukocytt byl u infekénich pacientl 90 %, zatimco u aseptickych pacientl 42 %. Naopak podil lymfocytl
vychazel v infekénich pFipadech vyrazné nizsi nez u aseptickych kontrol (median 3 % u infekénich oproti
50 % u aseptickych). U viech tii ukazatel( byl prokazan statisticky vyznamny rozdil mezi infekénimi a
aseptickymi skupinami. Pomoci Mann-Whitney U testu byla stanovena pravdépodobnost mensi nez
0,0001, Ze sledované skupiny se shoduji v ukazatelich poctu leukocytll, podilu neutrofil(l nebo podilu
lymfocytl v diferencidlnim rozpodtu leukocytl. Vysledky jsou graficky usporadany v tabulce 3.6. Pro
Uplnost jsou uvedeny i hodnoty ziskané pfi analyze TEP kycli a TEP kolen zvlast. Mezi skupinami TEP
kolen a TEP ky¢li nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil.

Aseptické skupiny Infekcni skupiny

Vsechny TEP 700 (30 -10 500) 39000 (126 — 416 600)
Pocet leukocyttiv 1 pl

Wootku TEP kycli 605 (30 — 10 400) 36 300 (1000 — 416 600)
yp TEP kolen 744 (30 -10 500) 39 600 (126 — 328 700)
, B Viechny TEP 42 % (0 % — 95 %) 90 % (47 % — 98 %)
_ Podil neutrofild - pp 46 % (0 % — 95 %) 91 % (52 % — 95 %)
v diferencialnim rozpoctu
TEP kolen 38 % (0 % — 94 %) 89 % (47 % — 98 %)
] . Viechny TEP 50 % (0 % — 98 %) 3% (0% —53 %)
_Podil lymfocytt - ppp g 47 % (1% — 98 %) 3% (1% — 38 %)
v diferencialnim rozpoctu
TEP kolen 54 % (0 % — 92 %) 3% (0% —53 %)

Tabulka 3.6: Vysledky sledovanych ukazatel(i u infekcnich a neinfekcénich skupin. Hodnoty jsou

svvs

Diagnostické vlastnosti poctu leukocytl. Test poctu leukocytl ve vypotku prokazal skvélou
diagnostickou pfesnost a plocha pod ROC kfivkou vysla 0,974 (95% interval spolehlivosti 0,945 — 1,000).
Pomoci Youdenova indexu J byla jako idealni rozdélujici hodnota uréena 3450 leukocytl na 1 pl
vypotku (graf 3.2). Kdyz byly analyzovany zvlast TEP kycli, rozdélujici hodnota byla stanovena na 4100
bunék na 1 pl vypotku, u kolen 3200/ul. Tabulka 3.8 ilustruje vSechny hledané diagnostické vlastnosti
testu. Pfinos stanoveni poctu leukocytl ve vypotku k diagnostice IKN je nesporny. Pokud mame
predtestovou pravdépodobnost IKN u konkrétniho pacienta 50 % (tedy absolutné nejsme schopni
rozhodnout, zda je selhani jeho implantatu infekéni nebo aseptické), po stanoveni poc¢tu leukocytl ve
vypotku je pravdépodobnost IKN 95 % v pfipadé pozitivity testu a 5,6 % v pfipadé negativity
(pracujeme s pozitivnim vérohodnostnim pomérem 19,0 a s negativnim vérohodnostnim pomérem
0,06).
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Leukocyty v

Test pozitivni

punktatu (pocet vétsi nebo
roven 3450/ul)

AUC =0,974

IKN 69

Aseptické revize 15

Celkem 84

Test negativni
(pocet mensi nez

3450/ul)

4

285
289

Celkem

73
300
373

Tabulka 3.7: Kontingencni tabulka pro test leukocytu ve vypotku u TEP kolen a kycli dohromady.
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Graf 3.2: ROC krivky pro pocet leukocyti ve vypotku, podil neutrofilt v diferencidlnim rozpoctu
leukocytt a podil lymfocyti v diferencidlnim rozpoctu leukocyti. Analyzovdny TEP kolen i kycli

dohromady.

Hranice
[buriky/ul]
Senzitivita
Specificita
PPV

NPV

LR+

LR-

DOR

Pocet leukocytt
VSechny TEP  Kycle

3450

94,7 %
95,0 %
82,6 %
98,6 %
19,0
0,06
339

4100

92,0 %
96,8 %
82,1%
98,7 %
28,3
0,08
341

Kolena
3200

96,0 %
95,9 %
88,9 %
98,6 %
23,5
0,04
560

Tabulka 3.8: Diagnostické vlastnosti poctu leukocytti ve vypotku. PPV = prediktivni hodnota

pozitivniho vysledku, NPV =

vérohodnostni pomér, LR- = negativni vérohodnostni pomér, DOR = diagnosticky pomér Sanci

prediktivni hodnota negativniho vysledku, LR+ = pozitivni
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Diagnostické vlastnosti podilu neutrofilti a podilu lymfocyti. Plocha pod ROC kfivkou byla u
téchto testl mirné nizsi nez u predchoziho testu, le¢ stale velmi vysokd. Podil neutrofil(
v diferencidlnim rozpodtu leukocytl vykazal plochu pod krivkou 0,962 (95% interval spolehlivosti
0,939 —0,984) pfi zahrnuti viech TEP bez separace kolen a ky¢li. Podobné u podilu lymfocytl vysla
AUC =0,951 (95% interval spolehlivosti 0,924 — 0,978). Pomoci Youdenova indexu J byla potom
stanovena optimalni rozdélujici hodnota 74,6 % neutrofild, resp. 14,6 % lymfocytQ. Prvni test je
hodnocen jako pozitivni, pokud je v diferencidlnim rozpoctu leukocytll zastoupeno 74,6 % nebo vice
neutrofild. Druhy test je hodnocen jako pozitivni, pokud je v diferencidlnim rozpoctu leukocytl
zastoupeno 14,6 % nebo méné lymfocytl. VSechny diagnostické vlastnosti testd a rozdélujici hodnoty
pro separované skupiny TEP kolen a TEP ky¢li jsou sefazené v tabulkach 3.11. a 3.12.

Podil PMN Test pozitivni Test negativni Celkem
(podil vétsi nebo (podil mensi nez

AUC =0,962 roven 74,6 %) 74,6 %)

IKN 65 5 70

Aseptické revize 21 235 256

Celkem 86 240 326

Tabulka 3.9: Kontingencni tabulka pro test podilu polymorfonukledrnich neutrofilii v
diferencidlnim rozpoctu vypotku u TEP kolen a kycli dohromady.

Podil lymfocytt Test pozitivni Test negativni Celkem
(podil mensi nebo (podil vétsi nez 14,6

AUC =0,951 roven 14,6 %) %)

IKN 64 6 70

Aseptické revize 18 233 251

Celkem 82 239 321

Tabulka 3.10: Kontingencni tabulka pro test podilu lymfocyti v diferencidlnim rozpoctu vypotku u
TEP kolen a kycli dohromady.

Podil neutrofilti Podil lymfocyth

Vsechny TEP  Kycéle  Kolena Vsechny TEP  Ky¢le Kolena
Hranice 74,6 % 76,5% 72,8% Hranice 14,6 % 146% 199%
Senzitivita 93,1% 95,7% 93,9% Senzitivita 91,7 % 957% 939%
Specificita 91,1% 93,8% 90,0% Specificita 90,3 % 930% 84,6%
PPV 74,4 % 733% 780% PPV 72,5% 71,0% 69,7 %
NPV 97,9 % 99,2% 975% NPV 97,5% 99,2% 973%
LR+ 10,4 15,3 9,4 LR+ 9,5 13,6 6,1
LR- 0,076 0,046 0,068 LR- 0,092 0,047 0,072
DOR 136,9 332,6  138,2 DOR 102,5 289,4 84,7

Tabulky 3.11. a 3.12: Diagnostické vlastnosti podilu neutrofild, resp. podilu lymfocyti v diferencidlnim
rozpoctu leukocytii ve vypotku. PPV = prediktivni hodnota pozitivniho vysledku, NPV = prediktivni
hodnota negativniho vysledku, LR+ = pozitivni vérohodnostni pomér, LR- = negativni vérohodnostni
pomér, DOR = diagnosticky pomér Sanci
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3.2. Pfinos stanoveni sérového interleukinu 6 k diagnostice IKN

Nové vysoce senzitivni a specifické biochemické markery IKN se objevuji doslova kazdy rok.
Kromé synovialnich biomarkerld postupuje doptredu nebyvalou rychlosti i objevovani a testovani
novych sérovych marker. Interleukin 6 uZ je v poslednich letech spoleéné s CRP, sedimentaci
erytrocytl, prokalcitoninem a TNF-a fazen mezi tradic¢ni sérové zanétlivé ukazatele. Mezi nové
markery patfi napf. presepsin, toll-like receptor 2 (TLR2), rozpustny receptor pro aktivator
plasminogenu urokinazového typu (suPAR), chemokin ligand 2 (CCL2), osteopontin nebo rozpustna
mezibunécénd adhezni molekula 1 (sICAM-1). Na studie hodnotici jejich diagnostické vlastnosti si
musime jesté pockat [7][324].

Interleukin 6 je pleiotropni cytokin o atomové hmotnosti 26 kDa s prozanétlivymi i
protizanétlivymi uUcinky, promotor hematopoézy, moduldtor kostni resorpce a induktor vyvoje
plasmatickych bunék. Je produkovdn stimulovanymi makrofagy a monocyty a patfi mezi hlavni
medidtory akutni faze zanétlivé odpovédi. Hladina IL-6 rychle stoupa po poskozeni tkané. IL-6 je
zodpovédny naptiklad za zvyseni syntézy CRP pfi zanétu, horecku nebo chemotaxi neutrofilll do mista
poskozeni. IL-6 ovliviiuje funkci fibrinogenu a komplementu [72]. IL-6 je jednim z nékolika faktord,
které stimuluji sekreci antimikrobidlnich peptidl leukocyty, véetné defensind [120]. Elevaci sérového
IL-6 pozorujeme pfi bakteriémii, infekci CNS nebo rejekci Stépu po transplantaci. IL-6 stimuluje
osteoklastogenezi, takze jeho dlouhodobé zvysena synovialni hladina vede k osteolyze [273]

Normalni hladina sérového IL-6 u zdravé populace je nizsi nez 1 ng/l [72]. U pacient( s infekci
kloubni ndhrady se jeho hladina vyrazné zvysuje, zatimco v pripadé aseptického uvolnéni z(stava
v normé [332]. Jakou presné ma sérovy interleukin 6 senzitivitu a specificitu, stanovila diagnosticka
studie ,Serum IL-6 in combination with synovial IL-6 / CRP shows excellent diagnostic power to detect
hip and knee prosthetic joint infection” autorského kolektivu vedeného prof. Gallem, jehoz ¢lenem byl
i autor predloZené disertaéni prace. Clanek byl otistén 21.6.2018 v ¢asopise Plos One [359]. Doktorand
prispél resersi literatury, podilel se na designu studie, ndaboru pacientli a sepisovani informovanych
souhlast. Dale pracoval na sbéru klinickych i laboratornich dat a interpretaci vysledkd, roztridil
pacienty do infekénich a kontrolnich skupin, vytvofil tabulky a schémata a ¢astecné spolupracoval na
textu rukopisu.

3.2.1. Materidl a metody

Vybér pacienttli. Do studie byli zafazeni vsichni po sobé jdouci pacienti, ktefi podstoupili na
Ortopedické klinice FNOL a UPOL revizni operaci TEP kolena nebo kycle v obdobi od fijna 2010 do
Cervna 2016. Ve studii byli ponechani pacienti s revmatoidni artritidou, dnou, psoridzou i jinymi
systémovymi zanétlivymi onemocnénimi. U nékterych parametrd potom byli tito pacienti hodnoceni
zvlast. Ze sledovani byly vylouéeny druhé doby dvojdobé reimplantace (pro duplicitu sledovani
konkrétniho pacienta) a operace ztraumatickych indikaci (periprotetické fraktury, fraktury
implantat(l). Pacienti operovani vobdobi prvnich Sesti tydn( po implantaci TEP i pacienti
s antibiotickou lé¢bou nasazenou pred odbérem vzorkl nebyli ze studie vyfazeni. 46 pacientl uZivalo
antibiotika jiz pfed odbérem vzorkd k analyze (1 az 197 dni, median 7 dni). Soubor pacientl se do
znacné miry prekryva se souborem z predchozi studie (z kapitoly 3.1). Mensi pocet pacientl je
vysvétlen tim, Ze IL-6 se na pracovisti autorl zacal odebirat rutinné az v fijnu 2010. Naopak sbér dat
pro ucely této studie skoncil o rok pozdéji, a proto jsou zde zahrnuti i novi pacienti. Celkem se studie
zUcastnilo 197 pacientd, z toho 83 mélo infekci kloubni ndhrady a 114 podstoupilo aseptickou revizi

109



(graf 3.3). VSechny infekcni i aseptické revizni operace probéhly za standardnich podminek a
s pisemnym informovanym souhlasem pacienta. Studie byla schvdlena etickou komisi.

622 reviznich operaci

l —_— Druhé doba dvojdobé reimplantace (n=63)
——

Traumatické indikace (h=61)

498 reviznich operaci pro
infekéni nebo aseptické
selhani

diagnozy podle kritérii MSIS (n=258)

l Nedostatek vysledk( pro stanoveni
——

240 zahrnuto do studie

IKN (n=93) Aseptické selhani (n=147) Nerozhodné (n=0)
Kycle (n=34) Kycle (n=90)
Kolena (n=59) Kolena (n=57)
. Sérovy IL-6 nebyl stanoven (n=43)

Sérovy IL-6 stanoven a diagnéza stanovena podle kritérii MSIS (n=197)

IKN (n=83) Aseptické selhani (n=114) Nerozhodné (n=0)
Kycle (n=32) Kycle (n=71)
Kolena (n=51) Kolena (n=43)

Graf 3.3: Vyvojovy diagram demonstrujici pocty pacientt zahrnutych do studie.

Definice infekce kloubni ndhrady. Jako referenc¢ni standard byl pouZit soubor diagnostickych
kritérii Mezindrodniho konsenzu ve Philadelphii z roku 2013 [241]. KaZdy pacient byl pfidélen do
infekéni nebo aseptické skupiny — nepfipoustéli jsme nerozhodné vysledky. V pfipadé chybéjicich dat
a nemoznosti pfifazeni pacienta do skupiny na zakladé kritérii Mezinarodniho konsenzu 2013 byl
pacient vyrazen ze studie (graf 3.3).
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Klasifikace infekce kloubni nahrady. Pro Ucely této studie jsme pouzili modifikovanou
klasifikaci infekce kloubni ndhrady Trampuze a Zimmerliho (kapitola 1.4.5) a plvodni klasifikaci
celkového stavu pacienta a lokdlniho stavu koncéetiny McPhersona stejné jako v pfedchozi studii
(kapitola 1.4.4).

IKN Kontroly p IKN Kontroly p IKN Kontroly
44/49 57/90 12/22 24/66 32/27 33/24
47,3%/52,7%  38,8%/61,2% 0192 353%/64,7%  26,7%/73,3% 0370 54,2%/45,8%  57,9%/42,1%
73,3 70,7 73,7 70,4 72,5 70,9
40,6 — 90,9 44,3-86,3 0,248 40,6 — 90,9 44,3-86,3 0,260 47,8-87,0 49,9 - 85,4 0,749
30,5 29,7 ) 28,2 28,6 A0 31,0 31,0 et
20,5- 48,9 19,5-50,2 ' 21,5-45,0 19,5-50,2 ' 20,5-48,9 22,3-40,9 '
55/38 84/63 0,760 16/18 39/51 0710 39/20 45/12

59,1%/40,9% 57,1%/42,9% 66,1%/33,9%  78,9%/21,1%

61/93  72/147 o1 19/3%  35/90 ooom  42/59  37/57 g6

47,1%/52,9%  43,3%/56,7%

65,6% 49,0% 55,9% 38,9% 72,4% 64,9%
35 (376%) 32 (56,1%) 12 (353%) 46 (51,1%) 23 39,0%) 32 (56,1%)
52 (s59%) 19 (33,3%) 0,024 17 (s00%) 35 (38,9%) 0,265 35 (593%) 19 (33,3%) 0,006
6 (6,5%) 6 (10,5%) 5 (14,7%) 9 (10,0%) 1 (1,7%) 6 (10,5%)
22 116 18 151 25 47
0,26 - 236 0,6-388 0,3-236 0,6-388 0,3-201 0,6 - 265
74 3 <0,0001 50 3 <0,0001 107 3,5
1-435 1-152 3-386 1-47 1-435 1-152
60 17 <0,0001 55 17 <0,0001 61 15 <0,0001
1-120 2-94 10- 120 2-75 1-120 2-94
76/93 34/147 27/34 14/90 49/59 11/57
81,7% 24,1% SO.000% 79,4% 15,6% 0000 83,1% 19,3%
40/93 48/147 14/34 31/90 26/59 17/57
43,0% 32,7% BAeE 41,2% 34,4% Oy 44,1% 29,8%

Tabulka 3.13: Charakteristika pacientt v souboru

Design studie. Studie byla navrZena jako prospektivni. U vSech po sobé jdoucich pacientd, ktefi
na pracovisti autord podstoupili revizni operaci TEP kolena nebo kycle a prosli vybérovymi kritérii, byla
odebrdana potrebna data a vysledky byly priibézné vkladany do elektronickych tabulek (Microsoft Excel,
Microsoft Corp., WA, USA) a nasledné statisticky analyzovany. Plvodné zamysleny rozsah souboru byl
150 pacientl. Pacienti byli rozdéleni do infekénich a aseptickych skupin podle diagnostickych kritérii
referen¢niho standardu (Mezindrodni konsenzus, Philadelphia, 2013). Rozdéleni pacientd do
infekcnich, resp. aseptickych skupin provedl opét autor disertacni prace, ktery se nepodilel na
diagnostice ani rozhodovani o [écbé pacientl. Soucasti kritérii infekce kloubni nahrady (referencniho
standardu) neni IL-6. BEhem studie neméli mikrobiologové, biochemici ani hematologové pristup ke
klinickym zaznamOm ani k vysledkim histopatologického vysetfeni. Srovnanim s referenénim
standardem byly vypocitany diagnostické vlastnosti testu sérového IL-6 pfi diagnostice infekce kloubni
nahrady, tedy senzitivita, specificita, presnost, prediktivni hodnota pozitivniho vysledku, prediktivni
hodnota negativniho vysledku, pozitivni a negativni vérohodnostni pomér, diagnosticky pomér Sanci a
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jejich intervaly spolehlivosti. Rozdélujici hodnota byla stanovena béhem studie a nebyla pfejata
z predchozich praci. Matematicky postup a software byl stejny jako v kapitole 3.1.1.

Odbér vzorkd. Stejny postup jako v kapitole 3.1.1.

Histologie. Stejny postup jako v kapitole 3.1.1.

Kultivace. Stejny postup jako v kapitole 3.1.1.

Cytologicka analyza. Stejna jako v kapitole 3.1.1.

Biochemicka analyza. Zkoumanym testem byl tentokrat sérovy interleukin (IL-6). Jeho
stanoveni bylo provedeno pomoci moduldrniho analyzatoru Cobas8000 (Roche/Hitachi).

3.2.2. Vysledky

Nejéastéjsi pavodci. Nejcastéjsimi plvodci ve sledovaném souboru byli Staphylococcus aureus
a koaguldza-negativni stafylokoky, ktefi se délili rovhym dilem o prvni misto. Dalsimi ¢astymi plvodci
byly hemolytické streptokoky. 18,3 % pfipadl potvrzenych infekci kloubnich ndhrad mélo negativni
kultivaéni nalez a pouze 3,2 % kultivacnich nalez( prokazalo vice neZ jednoho bakterialniho plivodce.
Detaily doklada tabulka 3.15.

Plvodce Pocet Podil
pfipadd  zastoupeni
Staphylococcus aureus 23 24,7 %
Koaguldza-negativni stafylokoky 23 24,7 %
Hemolytické streptokoky 13 14,0 %
Anhemolytické a viridujici streptokoky 3 32%
Gramnegativni tycky z Celedi Enterobacteriacae 6 6,5 %
Pseudomonddy a dalsi nefermentujici gramnegativni tycky 1 1,1%
Enterokoky 2 2,2 %
Ostatni 2 2,2%
Polymikrobialni nalezy 3 3,2%
Negativni kultivace 17 18,3 %
Celkem 93 100,0 %

Tabulka 3.14: Cetnost jednotlivych pivodci izolovanych z peroperacnich vzorki tkdni a vypotkd.

Klasifikace infekci. Nejc¢astéjsim typem infekce ve zkoumaném souboru byla hematogenni
infekce kloubni ndhrady. Na druhém misté opoZzdénd infekce, na tfetim misté akutni pooperaéni
infekce. Podrobny rozpis podle typ( infekci pfinasi tabulka 3.15.

Hladina sérového interleukinu 6 vychazela vyznamné vyssi u pacientl s infekci kloubni
nahrady (median 48 ng/l, rozsah 4,0 — 17 673 ng/l) nez u pacientl s aseptickym selhdnim implantatu
(median 5,0 ng/l, rozsah 2,0 — 130 ng/l). Pravdépodobnost totoznosti obou skupin p je mensi nez
0,0001. Vysledek je tedy statisticky vyznamny. Plocha pod ROC kfivkou byla urcena jako 0,938 (95%
interval spolehlivosti 0,904 — 0,971). Pomoci Youdenova indexu J byla jako optimalni rozdélujici
hodnota sérového IL-6 stanovena hladina 12,55 ng/l. Pfi analyze oddélené skupiny pacientl se
selhanim TEP ky¢le vychazela rozdélujici hodnota na 8,45 ng/l, u skupiny kolen 12,55 ng/I (graf 3.4).
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Senzitivita

Typ infekce Pocet Podil
pfipaddi  zastoupeni

1. Casna pooperaéni 20 21,5%
2. OpoZdéna 25 26,9 %
3. Hematogenni 28 30,1 %
4. Pozitivni peroperacni kultivace 3 32%
5. Recidiva 1 1,1%
6. Reinfekce 4 4,3%
7. Pfimy prestup infekce z okoli 12 12,9%
Celkem 93 100,0 %

Tabulka 3.15: Podil zastoupeni jednotlivych typi infekci kloubnich ndhrad.

Ve studii byli ponechani pacienti se systémovym zanétlivym onemocnénim. Tito pacienti se ve
vétsiné sledovanych parametrll neliSili od pacientld bez systémového zanétlivého onemocnéni.
Infikovani revmatici méli vys$si sedimentaci erytrocytd (median 98 mm za hodinu oproti 60 mm/h u
nerevmatikd s infekci kloubni nahrady) a sérovy IL-6 (median 568,3 ng/| oproti 45,2 ng/| u nerevmatikd
s IKN). Bylo tfeba poloZit si otdzku, jak moc jejich pfitomnost ve studii zkresluje celkové vysledky. Proto
byla stejna statistickd analyza provedena znovu po vyloudeni téchto pacientll. Rozdélujici hodnoty
potom byly stanoveny stejné: 12,55 ng/I pro cely soubor, 8,45 ng/| pro izolované TEP kycli a 12,55 ng/|
pro izolované TEP kolen. Koincidence systémového zanétlivého onemocnéni tedy nezaklada dlivod pro
pouziti jinych rozdélujicich hodnot sérového IL-6 v diagnostice IKN.

Cely soubor TEP kyéli TEP kolen
1,0 1,0 1,0
AN 2 IL-6 8,45 | IL-6 12,55
0,8 IL-6 12,55 0.8 0,8
0,61 £ 06 £ 0,67
2 2
s 8
N ~N
c c
0477 @ 047 3 04
02 7 o2 .7 02
’ AUC=0,938 AUC=0,910 AUC=0,951
0,01 T T T T 0,01 T T r T 0,0 - - : .
00 02 04 06 08 10 0,0 02 04 06 08 1,0 00 02 04 06 08
Fale3na pozitivita Fale$nd pozitivita Fale3na pozitivita

Graf 3.4: ROC krivky pro sérovy IL-6. Prvni je odvozena z celého souboru pacientt, druhd pouze ze
skupiny TEP kycli, tfeti pouze ze skupiny TEP kolen.

Dalsim potenciadlnim zdrojem zkresleni byli pacienti s antibiotickou IéCbou nasazenou pred
odbérem vzorkl k analyze. Potreti byla tedy provedena stejna statisticka analyza po vylouéeni pacientl
s antibiotiky nasazenymi pred odbérem vzorkd. Nyni byla rozdélujici hodnota IL-6 pro cely soubor
uréena jako 10,4 ng/l, pro TEP ky¢li 8,45 ng/l, a 12,85 ng/l pro TEP kolen. Odchylky tedy nejsou vyrazné.
| u pacientd s nasazenymi antibiotiky mGZeme pouZzivat stejné rozdélujici hodnoty IL-6 jako u pacient(
bez antibiotik.
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IL-6 pozitivni IL-6 negativni Soucet

IKN 72 11 83
Asepticka revize 12 102 114
Soucet 84 113 197

Tabulka 3.16: Kontingencni tabulka srovndvajici pozitivitu a negativitu sérového IL-6 ve vztahu
k pozitivité a negativité kritérii Mezindrodniho konsenzu 2013. IKN = infekce kloubni ndhrady, IL-6 =
interleukin 6.

Diagnostické vlastnosti sérového IL-6. Podle referencniho standardu, kritérii Mezinarodniho
konsenzu z roku 2013, bylo diagnostikovano 83 pacientl s infekci kloubni nahrady, z toho 72 pacient(
mélo hladinu IL-6 vyssi nez rozdélujici hodnotu 12,55 ng/l, zbylych 11 mélo negativni hodnotu. Podle
referenéniho standardu, kritérii Mezinarodniho konsenzu z roku 2013, bylo diagnostikovano 114
pacientl aseptickych. 102 z nich méli téZ negativni hodnotu sérového IL-6, 12 z nich mélo hodnotu
sérového IL-6 falesné pozitivni. Podle kontingencni tabulky (Tab. 3.16) byly vypocitany diagnostické
vlastnosti sérového IL-6 — senzitivita, specificita, prediktivni hodnoty pozitivniho i negativniho
vysledku, pozitivni a negativni vérohodnostni pomér a diagnosticky pomér sanci. Tyto hodnoty shrnuje
tabulka 3.17. Sérovy interleukin 6 je viditelné lepSim diagnostickym ndstrojem v pfipadé diagnostiky
infekce TEP kolena. V pfipadé TEP kycle jsou jeho diagnostické vlastnosti horsi. Pozitivni vérohodnostni
pomér pro cely soubor vysel 8,24, negativni vérohodnostni pomér potom 0,15.

IL-6 Vsechny TEP TEP kycli TEP kolen
Hranice 12,55 ng/I Hranice 8,45 ng/| Hranice 12,55 ng/I
95% Cl 95% ClI 95% ClI
Senzitivita 86,7%  775-932% 93,7%  792-99,2% 94,1%  83,7-988%
Specificita 89,5% 823-944% 789%  67,6-87,7% 90,7% 779-974%
PPV 857% 77,7-912% 66,7%  558-759% 923% 825-968%
NPV 90,3%  84,2-942% 96,6 %  87,9-99,1% 929% 81,2-975%
LR+ 8,24 4,79 -14,17 4,44 2,81-7,02 10,120 3,97-258
LR- 0,15 0,09 -0,26 0,079 0,021 -0,305 0,065 0,022 -0,195
DOR 55,6 23,3-133,1 56,0 12-261 156,0 33-739

Tabulka 3.17: Diagnostické vlastnosti sérového interleukinu 6. TEP = totdlni endoprotéza, Cl = interval
spolehlivosti, PPV = prediktivni hodnota pozitivniho vysledku, NPV = prediktivni hodnota negativniho
vysledku, LR+ = pozitivni vérohodnostni pomér, LR- = negativni vérohodnostni pomér, DOR =
diagnosticky pomér Sanci
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3.3. PFinos stanoveni synovialnich biochemickych markert k diagnostice IKN

Kloubni vypotek je v pfimém kontaktu s bakteridlnimi bufikami a se synovii a pohybuji se v ném
imunitni buniky hostitele. VSechny tyto buriky musi zakonité ovliviiovat biochemické slozeni kloubniho
vypotku. Molekuly charakteristické pro pfFitomnost bakterii v kloubnim prostoru se nazyvaji
biomarkery. V poslednich letech bézi intenzivni vyzkum zaméfeny na hledani co nejpresnéjsich
biomarker( infekce kloubni ndhrady. Diagnosticky nejpfinosnéjsi jsou tyto markery [7][64]:

1. Latky produkované imunitnimi burikami, které pusobi proti bakteriim
- lipokalin asociovany s Zelatindzou neutrofild (NGAL)
- o-defensiny 1-3, B-defensiny 2 a 3
- C-reaktivni protein (CRP)
- laktoferin
- baktericidni a permeabilitu zvysujici protein (BPI)
- katelicidin LL-37
- kalprotektin
2. rastové faktory
- vaskularni endotelovy rlstovy faktor (VEGF)
3. cytokiny
- interleukiny: IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL-17
- faktor stimulujici granulocytové kolonie (G-CSF)
4. substraty a produkty metabolismu
- glukéza
- laktat
5. enzymy
- laktat-dehydrogendza
- neutrofilni elastaza
- adenosindeamindza (ADA)
- 02 makroglobulin

Alfa-defensin je slozka vrozené imunity, jeden z mnoha antimikrobidlnich peptid(, ktery
secernuji do kloubniho vypotku lokalni neutrofily v reakci na pfitomnost bakterii, nezavisle na typu
nebo virulenci bakterie. V diagnostice se pouZiva jako biomarker zanétu, ktery je vysoce senzitivni i
specificky pro infekci kloubni ndhrady. Metody jeho stanoveni jsou ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) nebo rychly imunotest na bazi lateralniho proudu. ELISA v metaanalyze obstéla
jako 95% senzitivni a 97% specifickd metoda urceni infekce kloubni nahrady. Rychly imunotest pouziva
operatér u nejasnych pfipadl pfimo na operacnim sale. Jeho senzitivita je nizsi, pouze 85 % a specificita
vychdzi jen 90 % [205]. ELISA dava faleSné negativni vysledky v pfipadé infekce nizce virulentnim
kmenem [70]. Alfa-defensin vykazuje ovsem i faleSnou pozitivitu pti metaldze [287].

C-reaktivni protein je reaktant akutni faze produkovany v jatrech. Elevaci jeho sérovych
hodnot shledavame pfi infekci, zanétlivych onemocnénich a malignitach. CRP Ize méfit nejen v séru,
ale i v synovialni tekutiné, kde vykazuje vyssi senzitivitu i specificitu pro IKN. Rizné studie stanovu;ji
rozdilné rozdélujici hodnoty pro synovialni CRP. Pohybuji se v rozmezi 3,6 — 10,0 mg/|. Rozdélujici
hodnota 7,0 mg/l ma vyssi senzitivitu a srovnatelnou specificitu jako rozdélujici hodnota 10,0 mg/I [70].
Mezinarodni konsenzus 2018 doporucuje rozdélujici hodnotu 6,9 mg/l. Po uverejnéni vétsiho poctu
diagnostickych studii se bude doporucovana rozdélujici hodnota pravdépodobné upravovat. Senzitivita
synovialniho CRP se pohybuje dle rliznych autorl v rozmezi 85 — 87,5 %, specificita ma vétsi rozptyl:
71-98 %.

115



Lipokalin asociovany s Zelatinazou neutrofilii (NGAL, lipokalin 2) je stejné jako a-defensin
jednim z vrozenych mechanismU antibakteriadlni imunity. V pfitomnosti bakterii jsou aktivovany toll-
like receptory na povrchu imunitnich bunék a neutrofily jsou stimulovdny k sekreci NGAL. NGAL
interferuje s pfijmem Zeleza bakteriadlni bufikou pomoci vazby na bakteridlni siderofory, ¢imz vyrazné
omezuje rust bakterii, protoZe bakterie k rlstu Zelezo potrebuji [93]. Narlst koncentrace NGAL v
synovialni tekutiné je vysoce senzitivni i specificky marker infekéniho zanétu.

Glukdza je zakladni substrat metabolismu lidskych bunék i bakterii. V kloubnim prostoru je
spotfebovana burikami synovie a v pfipadé infekéniho zanétu téz bakteriemi a imunitnimu bunkami.
Jeji pokles v kloubni tekutiné indikuje infekéni zanétlivy proces.

Laktat vznikd anaerobnim metabolismem glukdzy ve tkanich se zvySenou energetickou
spotfebou. Pokud vznikne, jedinou cestou jeho pfemény je jeho rekonverze zpét na pyruvat aerobni
cestou. Laktat difunduje z bunék, ve kterych vznikl, a krevni cestou se dostava do jater, kde je
metabolizovan na glukdzu a glykogen [35]. V pfipadé infekéniho postiZeni kloubu koncentrace laktatu
v kloubni tekutiné roste.

Synovidlni biomarkery prokazaly v nékolika neddvnych studiich velmi vysokou presnost
v diagnostice IKN, ktera by mohla prispét ke zjednoduseni diagnostického algoritmu, v krajnim ptipadé
k redukci na pouhy jediny biochemicky test. Tato kapitola prezentuje vysledky diagnostické studie
zamérené na stanoveni diagnostickych vlastnosti synovidlnich biomarker( pfi diagnostice infekce
kloubni ndhrady. Cilem studie bylo potvrdit nebo zpochybnit vynikajici pfesnost nékterych
biochemickych markerd IKN a pfispét plivodnimi daty do pfipadné budouci metaanalyzy. Vysledky byly
publikované ¢astec¢né v praci ,Serum IL-6 in combination with synovial IL-6 / CRP shows excellent
diagnostic power to detect hip and knee prosthetic joint infection” [359] a hlavné v ¢lanku ,Stanoveni
hladiny glukdzy, laktatu, NGAL a KEB vypotku u infekci TEP kycli a kolen” [289]. Doktorand pfispél
resersi literatury, podilel se na designu studie, ndboru pacientd a sepisovani informovanych souhlas(.
Dale pracoval na sbéru klinickych i laboratornich dat a interpretaci vysledk, roztfidil pacienty do
infekénich a kontrolnich skupin, vytvofil tabulky a schémata a ¢astecné spolupracoval na textu
rukopisu. V pfipadé druhého ¢lanku byl prvnim autorem.

3.3.1. Material a metody

Vybér pacienti. Studie pracuje se vzorky 312 po sobé jdoucich pacient(, ktefi podstoupili na
Ortopedické klinice FNOL a UPOL revizni operaci TEP kolena nebo ky¢le v obdobi od dubna 2014 do
cervna 2017. Soubor pacientl se cCastecné prekryvd se soubory z kapitol 3.1 a 3.2. Biochemické
parametry kloubniho punktatu se na pracovisti autor( zacaly rutinné vysetfovat v dubnu 2014. Do
studie byli zahrnuti i pacienti srevmatoidni artritidou, dnou, psoridazou i jinymi systémovymi
zanétlivymi onemocnénimi. U nékterych parametrld potom byli tito pacienti hodnoceni zvlast. 14
pacientl s antibiotickou lécbou nasazenou jiz pred odbérem vzork(l k analyze i pacienti, ktefi
podstoupili implantaci kloubni nahrady v obdobi 6 tydn( pred revizi, byli v souboru rovnéz ponechani.
Pramérna délka ATB terapie byla 17,8 dne, rozsah 1-141 dni. Dlivodem byla prodlouzena profylaxe u
rizikovych pacientll nebo véasné podani ATB u septickych pacientll s ohroZzenim Zivotnich funkci. Pro
vylouceni duplicitniho sledovani téhoZ pacienta byly ze souboru vyrazeny druhé doby dvoudobych
reimplantaci. Revize z traumatickych indikaci (periprotetické fraktury, luxace) nebyly do souboru
zarazeny, protoZe se vymykaji sledované problematice. Ke statistické analyze byly odeslany udaje 89
pacientl, z toho 24 s diagndzou infekce kloubni ndhrady a 65 s diagndzou aseptického selhani TEP (graf
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3.5). VSechny infekcni i aseptické revizni operace probéhly za standardnich podminek a s pisemnym
informovanym souhlasem pacienta. Studie byly schvédleny etickou komisi.

312 revizi TEP

| Diruha doba dvoudobé reimplantace [n=23)

Trauma — periprotetické fraktury, luxace
- [n=26)

Nebylo moiné rozliSit IKN od aseptickych
na zakladé MSIS kritérii, protoie néktera
vysetieni nebyla dostupna [n=90)

173 vhodnych

IKN (n=29) Aseptické revize (n=144) Nerozhodné (n=0)
Kytel [n=6) Kytel (n=91)
Koleno (n=23) Koleno (n=53)

/ Biochemicka analyza vypotku nebyla
—_— moind (n=84)

Byla stanovena diagndza na zakladé MSIS kritérii a byla provedena biochemicka
analyza vypotku [n=89)

L . 2 L

IKN [n=24) Aseptické revize (n=65) Merozhodné (n=0)
Kycel (n=2) Kycel [n=31)
Koleno (n=22) Koleno (n=34)

Graf 3.5: Viyvojovy diagram zobrazujici distribuci pacient( do skupin infekénich a aseptickych revizi
kycli a kolen.

Definice infekce kloubni nahrady. Pacienti byli rozdéleni do infekénich a neinfekcnich skupin
na zakladé diagndzy, ktera byla stanovena pomoci referencniho standardu. Jako referencni standard
byl pouZit soubor diagnostickych kritérii Mezindrodniho konsenzu ve Philadelphii z roku 2013 [241].

Klasifikace infekce kloubni nahrady. Pro Ucely této studie jsme pouzZili modifikovanou
klasifikaci infekce kloubni ndhrady Trampuze a Zimmerliho (kapitola 1.4.5) a plvodni klasifikaci

117



celkového stavu pacienta a lokdlniho stavu koncetiny McPhersona (kapitola 1.4.4) stejné jako
v predchozi studii.

Odbér vzorku. Stejny postup jako v kapitolach 3.1.1. a 3.2.1.
Histologie. Stejny postup jako v kapitoldch 3.1.1. a 3.2.1.
Kultivace. Stejny postup jako v kapitolach 3.1.1. a 3.2.1.
Cytologicka analyza. Stejna jako v kapitole 3.1.1. a 3.2.1.

Biochemicka analyza. Zkoumanymi testy jsou nyni tyto synovidlni biochemické markery
infekce kloubni nahrady: hladina C-reaktivniho proteinu ve vypotku (sCRP), hladina interleukinu 6 ve
vypotku (sIL-6), hladina lipokalinu asociovaného s Zelatinazou neutrofill ve vypotku (sNGAL), hladiny
glukodzy a laktatu ve vypotku a koeficient energetické bilance vypotku (KEB).

Hladiny glukdzy, laktatu, CRP, IL-6 a NGAL v kloubnim punktatu byly stanoveny na modularnim
analytickém systému Cobas 8000 (vyrobce Roche/Hitachi). Glukéza a laktat byly stanoveny
fotometricky na spektrofotometrickém modulu ¢702. Pro glukdzu byla pouZita referenéni enzymaticka
metoda s hexokindzou. Laktat byl stanoven také enzymaticky, principem stanoveni je oxidace laktatu
na pyruvat specifickym enzymem laktat-oxidazou a nasledné zméreni narlstu absorbance. CRP a NGAL
byly stanoveny imunoturbidimetricky na modulu c502. Interleukin-6 byl stanoven metodou
elektrochemiluminiscencéni imunoeseje na imunochemickém modulu e602.

Koeficient energetické bilance je vypoctovy parametr urceny z hodnoty koncentrace glukdzy
a laktatu v punktatu dle vzorce:

[laktat]
[glukéza]

KEB =38 - 18 x

Design studie. Studie byla navriena jako prospektivni. Pacientim, ktefi byli na zakladé
vybérovych kritérii zafazeni do studie, byly odebrany krevni a peroperacni vzorky a dalsi Udaje nutné k
analyze. Ty byly pravidelné zapisovany do elektronickych tabulek (Microsoft Excel, Microsoft Corp.,
WA, USA) a statisticky hodnoceny. Plivodné zamysleny rozsah souboru byl 80 — 100 pacient(l. Autor
disertacni prace rozdélil pacienty do infekénich a aseptickych skupin na zakladé referencniho
diagnostického standardu, tedy souboru diagnostickych kritérii Mezinarodniho konsenzu z roku 2013.
Kazdy pacient byl pfidélen do infekéni nebo aseptické skupiny — nepfipoustély se nerozhodné vysledky.
V ptipadé chybéjicich dat a nemoznosti pfifazeni pacienta do skupiny na zakladé kritérii Mezinarodniho
konsenzu 2013 byl pacient vyrazen ze studie (graf 3.5). Autor disertacni prace nerozhodoval o lécbé
pacientl ani se nepodilel na diagnostice nebo odbéru vzorkd v dobé klinického sledovani. Sledované
diagnostické testy, tedy synovialni hladiny CRP, IL-6, glukdzy, laktatu, NGAL ani KEB, nebyly soucasti
algoritmu pro rozdéleni pacientli do infekcnich, resp. aseptickych skupin. Tyto parametry nebyly
v dobé rozdélovani pacientd do skupin autorovi disertacni prace zndmy. Béhem studie neméli
mikrobiologové, biochemici ani hematologové pristup ke klinickym zdznamOm ani k vysledkim
histopatologického vysetieni, ani nevédéli, zda je konkrétni pacient zafazen do infekéni nebo aseptické
skupiny. Rozdélujici hodnoty sledovanych testll nebyly prejaty z predchozich studii, ale uréeny ROC
analyzou. Srovnanim s referencnim standardem byly uréeny diagnostické vlastnosti sledovanych testu
pfi diagnostice infekce kloubni ndhrady, tedy senzitivita, specificita, pfesnost, prediktivni hodnota
pozitivniho vysledku, prediktivni hodnota negativniho vysledku, pozitivni a negativni vérohodnostni
pomér, diagnosticky pomér Sanci a jejich intervaly spolehlivosti. Matematicky postup a software byl
stejny jako v kapitolach 3.1.1a 3.2.1.

Vidy byla snaha, aby vzorky nutné krozdéleni pacientll do skupin podle referencniho
standardu a vzorky k analyze sledovanych parametrd byly odebrany v co nejkrats$im intervalu, nejlépe
v tentyZ den. U chronicky probihajicich infekci a aseptickych selhani vSak mezi stanovenim diagndzy a
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operaci ubéhlo aZ nékolik mésicl. Témto pacientlim byly odebrany vzorky znovu pfi pfijmu k operaci
nebo peroperacné. V pfipadé nedostate€ného mnozstvi vypotku v den operace byly pouZity posledni
dostupné vysledky analyzy kloubniho punktatu odebraného ambulantné. VSechny vysledky potrebné
pro ucely studie byly dodany do 14 dnl po operaci. Posledni byly dorucovany vysledky histologické
analyzy.

IKN Aseptické IKN Aseptické IKN Aseptické
(n=24) (n=65) (n=2) (n=31) (n=22) (n=34)
16/8 29/36 1/1 8/23 15/7 21/13

71 69 77 69 71 69
59-87 44 - 85 70-85 44 -78 59 -87 50 -84
32,12 29,48 31,10 27,34 32,12 31,26
20,83 - 48,89 19,53 -40,90 26,22 -35,99 19,53 -38,93 20,83 - 48,89 22,31-40,90
19/5 34/31 2/0 11/20 17/5 23/11
16/8 30/35 1/1 9/22 15/7 21/13
20 124 17 185 20 47
0,3-149 1,4-311 0,3-34 7-311 0,3-149 1,4-242
109 3,0 38 1,8 136 3,2
2,8-435 0,3-30 2,8-74 0,3-30 17-435 0,6-16
60 17 42 17 61 17,5
24-120 4-94 30-54 4-62 24-120 4-94
52110 1000 36 660 1130 57 450 800
6390 — 295 890 30-5720 36 660 — 36 660 240-23120 6390 — 295 890 30-5720
93 % 50 % 96 % 53 % 93 % 44 %
42-97% 6-92% 96 -96 % 12-92% 42 %-97 % 6-74%
23 2 2 2 21 0
95,8 % 3,1% 100,0 % 6,5 % 95,5% 0,0 %
23 17 2 10 21 7
95,8 % 26,2 % 100,0 % 323% 95,5% 20,6 %

Tabulka 3.18: Charakteristika pacientt v infekénich a aseptickych skupindch. M = muz, Z = Zena, BMI =
index télesné hmotnosti, stabilni = obé komponenty pevné drZi v kosti, nestabilni = alespori jedna
komponenta je uvolnénd, CRP = C-reaktivni protein, PMN = polymorfonukledrni neutrofil, IKN = infekce
kloubni néhrady, TEP = totdini endoprotéza, OA = osteoartroza, %PMN = Podil PMN v diferencidlnim

evvs

hodnoty nebo jako podil pozitivnich vysledki na celkovém poctu vysledki ve skupiné
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3.3.2. Vysledky

Infekéni a aseptické skupiny se statisticky vyznamné liSily ve vSech sledovanych parametrech.
Hladina glukdzy byla v infekénich vypotcich nizsi nez v aseptickych vypotcich, naopak hladina laktatu
byla u infekcénich vypotkl vyrazné vyssi. Z toho vyplyva i rozdil v koeficientu energetické bilance (KEB),
ktery u infekénich vypotk( klesal hluboko do zdpornych hodnot. | dalsi biochemické markery infekce,
SCRP, sIL-6 a NGAL, byly vyrazné vyssi u infekénich vypotkid nez u vypotkl aseptickych. Mediany a krajni

hodnoty pfindsi tabulka 3.19.

IKN Aseptické

2,1 3,7
0,1-7,9 0,9-13,3
10,0 5,3
3,0-27,0 3,0-10,4
-131,6 +15,8
-4815 a7 +23 -136 a7 +31
33,7 0,9
1,1-113,7 0,1-8,3
38217 565
295 -50 000 6,9 —24 839
3446 102
1390 -32998 5,4 - 606

p

<0,0001

<0,0001

<0,0001

<0,0001

<0,0001

<0,0001

IKN

5,0
2,0-7,9
10,3

9,6-10,9

-17,5

-48 az +13

13,6
1,7-25,4
44 950

39901 -50 000

3697

Aseptické

3,3
09-75
5,3

3,3-10,4

10,4

-136a225
0,7
02-6,8

801

156 -24 839

93,1

5,4 - 605

p

0,029

0,001

0,031

0,002

0,004

IKN

2,1
0,1-51
10,0

3,0-27,0

-237,0

-4814 a7 +23

35,0
1,1-113,7
30736

295 - 50 000

3334

1390-32998

Aseptické

4,4
1,7-13,3
5,2

3,0-9,6

18,8

-35az31
1,1
0,1-8,3

467

6,9 -4738

110

42,8-196

p

<0,0001

<0,0001

<0,0001

<0,0001

<0,0001

Tabulka 3.19: Vysledky biochemickych vysetreni pacientl z infekcnich a aseptickych skupin. TEP =
totdIni endoprotéza, IKN = infekce kloubni ndhrady, p = statistickd pravdépodobnost, Ze se obé
skupiny v daném ukazateli nelisi, KEB = koeficient energetické bilance, CRP = C-reaktivni protein,
IL-6 = Interleukin 6, NGAL = lipokalin asociovany s Zelatindzou neutrofil(. Hodnoty jsou uddny jako
medidn a rozsah nejniZsi a nejvyssi namérené hodnoty.

Glukdza ve vypotku. Hladina glukdzy v kloubnim punktatu byla vyznamné nizsi u infikovanych
protetickych kloubl (median 2,1; rozsah 0,1 — 7,9 mmol/I) neZ u aseptickych kontrol (median 3,7;
rozsah 0,9 — 13,3 mmol/l). Pravdépodobnost p, Ze se infekéni a asepticka skupina shoduji v parametru
synovialni glukdzy, je mensi nez 0,0001. ROC analyza stanovila jako optimalni rozdélujici hodnotu 2,6

mmol/I. Plocha pod ROC kfivkou je 0,811 (95% interval spolehlivosti 0,697 — 0,926). Tabulka 3.20.

Pti analyze oddélenych skupin TEP kyéli a TEP kolen vysla rozdélujici hodnota 2,25 mmol/l pro

kycle a 3,00 mmol/I pro kolena.

Glukéza v punktatu

Test pozitivni

(hladina mensi nebo

AUC=0,811

IKN

Aseptické revize
Celkem

Tabulka 3.20: Kontingencni tabulka pro diagnosticky test glukozy v kloubnim punktatu. AUC =

rovna 2,6 mmol/l)
18
11
29

Test negativni
(hladina vétsi nez

2,6 mmol/I)

6
54
60

plocha pod kfivkou, IKN = infekce kloubnich ndhrad

Celkem

24
65
89
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Laktat ve vypotku. V kloubnich punktatech pacientl ze skupin infekci kloubnich nahrad byly
opakované stanoveny vyrazné vyssi koncentrace kyseliny mlééné (median 10,01; rozsah 2,95 — 26,96
mmol/l) nez v kloubnich punktatech pacientl s aseptickym selhanim implantatu (median 5,27; rozsah
2,97 — 10,38 mmol/l; p < 0,0001). Plocha pod ROC kfivkou vysla 0,861 (95% CI 0,761 — 0,960). Jako
optimalni rozdélujici hodnota byla urcena hladina 8,87 mmol/I. Tabulka 3.21.

Rozdélujici hodnota byla stanovena na 9,14 mmol/I, kdyZ byl pro statistickou analyzu pouZit
pouze podsoubor TEP kycli, a 7,64 mmol/| pfi oddélené analyze TEP kolen.

Laktat v punktatu Test pozitivni Test negativni Celkem
(hladina vétsi nebo (hladina mensi nez

AUC=0,861 rovna 8,87 mmol/l) 8,87 mmol/l)

IKN 17 7 24

Aseptické revize 3 62 65

Celkem 20 69 89

Tabulka 3.21: Kontingencni tabulka pro diagnosticky test laktdtu v kloubnim punktdtu. AUC =
plocha pod kfivkou, IKN = infekce kloubnich ndhrad

Koeficient energetické bilance (KEB) je vypoctovy parametr, ktery se odviji od hladin glukdzy
a laktatu ve vypotku. U infekci kloubnich nahrad vychazi vyrazné nizsi (median -131,6; rozsah -4814,8
az +23,3) nez u aseptickych kontrol (median +15,8; rozsah -136,2 az +31,0; p < 0,0001). ROC analyza
stanovila jako optimalni rozdélujici hodnotu +4,7. Plocha pod ktivkou byla 0,867 (95% CI 0,777 — 0,957).
Tabulka 3.22.

PFi oddélené analyze dat ze souboru TEP kycli byla stanovena rozdélujici hodnota -38,4, u TEP
kolen potom +10,4.

KEB Test pozitivni Test negativni Celkem
(KEB mensi nebo (KEB vétsi nez +4,7)

AUC = 0,867 roven +4,7)

IKN 22 2 24

Aseptické revize 19 46 65

Celkem 41 48 89

Tabulka 3.22: Kontingencni tabulka pro koeficient energetické bilance (KEB) kloubniho punktatu.
AUC = plocha pod kfivkou, IKN = infekce kloubnich ndhrad

C-reaktivni protein ve vypotku. Vzorky vypotku pacientli z infekcnich skupin vykazovaly
vyrazné vys$si hodnoty sCRP (median 33,2; rozsah 1,1 — 113,7 mg/l) neZ vzorky pacient( ze skupin
aseptickych kontrol (median 0,9; rozsah 0,1 — 8,3 mg/l; p < 0,0001). ROC analyza stanovila rozdélujici
hodnotu na 8,80 mg/l a plocha pod ROC kfivkou zaujima 0,974, tedy nejvyssi hodnotu mezi viemi
sledovanymi parametry (95% Cl 0,936 — 1,000). Tabulka 3.23.

Rozdélujici hodnota byla stanovena na 8,80 mg/l, pokud byla zvlast analyzovédna data ze
skupiny TEP ky¢li, resp. 11,90 mg/|, pokud byly zahrnuty pouze TEP kolen.
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CRP v punktatu Test pozitivni Test negativni Celkem
(hladina vétsi nebo (hladina mensi nez

AUC =0,974 rovna 8,8 mg/Il) 8,8 mg/l)

IKN 21 2 23

Aseptické revize 0 65 65

Celkem 21 67 88

Tabulka 3.23: Kontingencni tabulka pro diagnosticky test C-reaktivniho proteinu (CRP) v kloubnim
punktdtu. AUC = plocha pod kfivkou, IKN = infekce kloubnich ndhrad

Interleukin 6 ve vypotku. Hladina synovialniho interleukinu 6 (sIL-6) byla vyznamné vyssi u
infekénich pacientd (median 34 477 ng/l; rozsah 295 — vice neZ 50 000) neZ u pacient( z kontrolnich
skupin (median 565 ng/|; rozsah 7,0 — 24 839 ng/|, p < 0,0001). U pacientt z infekénich skupin hladina
sIL-6 nékolikrat prekrocila maximalni méfitelnou hodnotu 50 000 ng/l. Plocha pod ROC kfivkou vysla
0,930 (95% CI 0,852 — 1,000). Jako idealni rozdélujici hodnota byla stanovena hladina 20 988 ng/I.
Tabulka 3.24. Graf 3.6 zobrazuje ROC kfivky interleukinu 6 pro cely soubor a oddélené skupiny TEP ky¢li
a TEP kolen.

Rozdélujici hodnoty vysly 21 107 ng/l a 3453 ng/|, pokud byly analyzovany oddélené TEP ky¢li,
resp. TEP kolen. Za pozitivni jsou povazovany vysledky rovné nebo vyssi rozdélujici hodnoté.

U jednoho pacienta ze skupiny infikovanych TEP kolen nebylo mozné stanovit IL-6 v punktatu,
protoze bylo aspirovano nedostatecné mnozstvi punktatu a nevystacilo na vSechny biochemické
analyzy. Je to tentyZ pacient, u kterého neslo stanovit CRP v punktatu. U 17 pacient(l nebylo mozné
stanovit IL-6 v punktatu pro vysokou viskozitu punktatu.

IL-6 v punktatu Test pozitivni Test negativni Celkem
(hladina vétsi nebo (hladina mensi nez

AUC = 0,930 rovna 20 988 ng/l) 20988 ng/l)

IKN 19 4 23

Aseptické revize 1 47 48

Celkem 20 51 71

Tabulka 3.24: Kontingencni tabulka pro diagnosticky test interleukinu 6 v kloubnim punktdtu. AUC
= plocha pod kfivkou, IKN = infekce kloubnich ndhrad

Fale$na pozitivita

Falesna pozitivita

1,0 1,0 1,0
0,8 ™ 0,8 ™ 0,8™
siL-6 siL-6 siL-6
£ 06 20988ng/l £ o5 21107nmg/l £ o5 3453ng/l
£ 2 =
= = <
g 0.4 g 0,41 g 04
0,2 0,2 0,21
. AUC=0,930 AUC=0,891 ) AUC = 0,930
0,0 T T T T 0,0 T T T T 0,0 T T T T
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Falesna pozitivita

Graf 3.6: ROC krivky pro synovidini interleukin 6 pro cely soubor, pro vyclenéné TEP kycli a pro

vyclenéné TEP kolen

122



NGAL ve vypotku. V punktatu z infikovanych protetickych kloubl byly detekovany vyrazné
vyssi hladiny NGAL (median 3446 pg/l; rozsah 1390 — 32 998 ug/l) nez v punktatu aseptickych kontrol
(median 101,8; rozsah 5,4 — 605,9 pg/l; p < 0,0001). ROC analyza stanovila jako optimalni rozdélujici
hodnotu 998 pg/l. Plocha pod kfivkou byla 1,000. Tabulka 3.25. ROC kfivka je zobrazena na grafu 3.7.

Nebyly analyzovany zvlast skupiny TEP kycli a TEP kolen. 11 pacientd ze skupiny IKN a 47
pacientl ze skupiny aseptickych kontrol nemélo NGAL ve vypotku vysetfeny bud pro maly objem
aspirovaného materialu nebo pro vysokou viskozitu punktatu. Ze zbylych pacientd vznikl pfilis maly
soubor na to, aby vysledky analyzy zvlast TEP kyc¢li a zvlast TEP kolen byly statisticky signifikantni.

NGAL v punktatu Test pozitivni Test negativni Celkem
(hladina vétsi nebo (hladina mensi nez

AUC = 1,000 rovna 998 ug/l) 998 ug/l)

IKN 13 0 13

Aseptické revize 0 18 18

Celkem 13 18 31

Tabulka 3.25: Kontingencni tabulka pro diagnosticky test NGAL v kloubnim punktdtu.

™~

NGAL 998 pg/!

087
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Senzitivita
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AUC=1,000
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00 02 04 06 08 10

Falesna pozitivita

Graf 3.7: ROC kfivka pro synovidlni NGAL. Na nasem malém souboru vysla ROC kfivka idedIniho
diagnostického testu.

Diagnostické vlastnosti synovidlnich biochemickych markerti. Tabulka 3.26 shrnuje
diagnostické vlastnosti biochemickych test kloubniho punktatu. VSechny tUdaje jsou uvedeny véetné
95% intervalu spolehlivosti (95% Cl). Za zminku stoji pozitivni vérohodnostni pomér synovialniho IL-6
40,0 (95% CI 5,7 — 280,5) a jeho negativni vérohodnostni pomér 0,170 (95% CI 0,07 — 0,417). Pozitivni
vérohodnostni pomér ani diagnosticky pomér Sanci synovialniho CRP neni mozné spocitat, protoze na
analyzovaném malém souboru u néj vysla 100% specificita.
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TEP
95% Cl

TEP kycli
TEP kolen

95% Cl
TEP

95% Cl

TEP kycli
TEP kolen

95% Cl
TEP

95% Cl

TEP kycli
TEP kolen

95% CI
TEP

95% CI
TEP kycli

95% Cl
TEP kolen

95% CI
TEP

95% Cl
TEP kycli

95% CI
TEP kolen

95% Cl
TEP

95% Cl

0,750

0,533 -0,902

0,773
0,546 - 0,922
0,708

0,489-0,874

0,773
0,546 - 0,922
0,917

0,730-0,989

0,954
0,772 -0,999
0,917
0,730-0,989
0,667
0,223-0,957
0,944
0,727-0,999
0,833
0,596 - 0,996
0,833
0,359-0,99
0,889
0,653-0,986
1,000

0,753 — 1,000

0,831

0,717-0,912

0,853
0,689~ 0,951
0,954

0,871-0,990

0,912
0,763-0,981
0,698

0,568 — 0,808

0,765
0,588-0,893
1,000
0,945~ 1,000
1,000
0,888 - 1,000
1,000
0,897 - 1,000
0,979
0,781-0,999
0,956
0,781-0,999
0,960
0,796 - 0,999
1,000

0,815 - 1,000

0,621
0,477 - 0,746
0,773
0,595 -0,887
0,850
0,646 — 0,946
0,850
0,653 -0,945
0,537
0,438-0,632
0,724
0,587 -0,829

1,000

1,000

1,000

0,952
0,645-0,991
0,833
0,416-0,972
0,941
0,699 0,991

1,000

0,900

0,817 - 0,948

0,853
0,726 - 0,927
0,899

0,826 0,943

0,861
0,740~ 0,931
0,957

0,853 -0,988

0,963
0,793 - 0,994
0,970
0,896 - 0,992
0,939
0,833-0,979
0,971
0,835-0,996
0,922
0,814-0,992
0,956
0,756 - 0,992
0,923
0,764-0,978

1,000

4,430

2,47-7,96

5,250
2,27-12,18
15,35

4,93-47,73

8,76
2,9-26,4
3,040

2,05-4,51

4,06

2,2-7,49

40
5,7-280,5
19,17
2,73 -134,7
22,2
3,23-152,7

0,301

0,149 - 0,607

0,266
0,122-0,583
0,306

0,164-0,572

0,249
0,115-0,542
0,119

0,031-0,454

0,059
0,009 - 0,407
0,083
0,022-0,314
0,333
0,108 - 1,034
0,056
0,008 -0,373
0,170
0,07 -0,417
0,174
0,029 - 1,045
0,116
0,031-0,429

14,7
4,8-455

19,7
50-78,1
50,2

11,7-215,1

35,1
7,5-165,3
25,5

54-119,3

68,3

7,9-590

235
24,7-2236
110
5,8-2074
192
16-2298

Tabulka 3.26: Diagnostické vlastnosti synovidlnich biochemickych markerd. PPV = prediktivni
hodnota pozitivniho vysledku, NPV = prediktivni hodnota negativniho vysledku, LR+ = pozitivni
vérohodnostni pomér, LR- = negativni vérohodnostni pomér, DOR = diagnosticky pomér Sanci, KEB
= koeficient energetické bilance punktdtu, sCRP = synovidlni C-reaktivni protein, sIL-6 = synovidlni
interleukin 6, sNGAL = synovidini lipokalin asociovany s Zelatindzou neutrofili, TEP = totdini

endoprotéza
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V dalsi fazi byli ze souboru vylouceni pacienti se systémovym zdnétlivym onemocnénim a
vypocitany diagnostické vlastnosti vybranych testl pro zbytek souboru. Tyto hodnoty shrnuje tabulka

3.27.

Hranice Senzitivita Specificita
11,25 mg/I 0,947 1,000
21 349 ng/I 0,789 0,977

LR+

34,74

LR-

0,05
0,22

DOR

161,3

Tabulka 3.27: Diagnostické vlastnosti synovidlniho CRP a synovidiniho IL-6 po vyfazeni pacient( se
systémovym zdnétlivym onemocnénim ze souboru

Diagnostické vlastnosti kombinovanych testli. Byly testovany i diagnostické vlastnosti
kombinaci test( pfi jejich sdruzeni do dvojic ve smyslu AND a OR. Kombinace test(l ve smyslu AND je
pozitivni, pokud oba dva testy maji shodné pozitivni vysledek; v ostatnich pfipadech je kombinace
negativni. Kombinace testll ve smyslu OR je pozitivni, pokud alespori jeden ztestd ma pozitivni
vysledek. Kombinace ve smyslu OR je negativni, pokud jsou vysledky obou dvou testll negativni. Jako
rozdélujici hodnoty kombinovanych test( byly pouzity ideaIni rozdélujici hodnoty individudlnich testd
ur¢ené v predchozich krocich. Prehled diagnostickych vlastnosti nejpresnéjSich kombinaci typu AND i

typu OR pfindsi tabulka 3.28.

0,652
0,427-0,836
0,727
0,498 - 0,893
0,591
0,364-0,793
0,565
0,345-0,768
0,737
0,488 - 0,909
0,444
0,276 - 0,627
0,910

0,833-0,954

1,000
0,945 - 1,000
0,984
0,915-0,999
1,000
0,943 - 1,000
1,000
0,926 - 1,000
1,000
0,912 - 1,000
1,000
0,969 - 1,000
0,887

0,824-0,929

1,000
0,941
0,692-0,991
1,000

1,000

1,000

0,835

0,761 -0,889

0,890
0,823~ 0,934
0,912
0,839-0,953
0,875
0,809 - 0,920
0,828
0,751-0,884
0,889
0,790 - 0,944
0,889
0,851-0,918
0,940

0,889 -0,968

45,8
6,45 - 325,6

8,020

5,03-12,78

0,348
0,199 - 0,609
0,277
0,14-0,549
0,409
0,248~ 0,676
0,435
0,273-0,693
0,263
0,124-0,558
0,556
0,396 - 0,778
0,101

0,052 -0,197

165,3

18,6 -1473

79,1

32,4-193,3

Tabulka 3.28: Diagnostické vlastnosti kombinaci synovidlnich biochemickych markeri. PPV =
prediktivni hodnota pozitivniho vysledku, NPV = prediktivni hodnota negativniho vysledku, LR+ =
LR- = negativni vérohodnostni pomér, DOR = diagnosticky pomér
Sanci, sCRP = synovidlni C-reaktivni protein, leukocyty = pocet leukocyti ve vypotku, %PMN = podil
neutrofilt v diferencidlnim rozpoctu leukocytt ve vypotku, sIL-6 = synovidini interleukin 6, laktdt =
hladina laktdtu ve vypotku, TEP = totdIni endoprotéza

pozitivni vérohodnostni pomér,
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Sdruzovani nami zkoumanych testli do dvojic nepfinasi zlepseni presnosti diagnostiky, ani ve
smyslu AND, ani ve smyslu OR. V pfipadé kombinace testd ve smyslu AND je sice vyssi specificita nez u
kazdého z testl samotného, ale za cenu senzitivity kombinace, ktera je stejna nebo nizsi nez senzitivita
méné senzitivniho ze dvou samotnych test(. Pokud kombinujeme testy ve smyslu OR, senzitivita
vychazi vyssi neZ u oddélenych plvodnich testll, ale specificitu snizujeme pod Uroven méné
specifického zobou testll. Praktické vyuZiti maji kombinace sCRP s laktdtem, pocet leukocyti
s laktatem, podil PMN s laktatem a slIL-6 s laktatem, které diky své vysoké specificité mohou IKN
pomérneé spolehlivé potvrdit. Podobné dobfe dopadly i kombinace sérového IL-6 se synovialnim IL-6 a
sérového IL-6 se synovidlnim CRP. Je tfeba mit na paméti, Ze tyto kombinace kvili nizké senzitivité
nelze pouzit k vylouéeni diagndzy IKN.
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4. Diskuse

4.1. Experiment na zvireti

Experiment na zvifeti je zatim stale neodmyslitelnou soucasti vyzkumu a spojovacim ¢lankem
pfenosu in vitro dat do preklinické c¢asti vyzkumu. Soucdsti experimentu na zviteti u vétSiny
testovanych léciv je urceni nejvyhodnéjsi cesty podani, davky a toxicity jesté pred uvedenim léciva do
preklinického testovani. U¢innost antibakterialnich latek in vitro neni zarukou G¢innosti in vivo, protoze
uvnitf Zivého organismu plsobi mnoZstvi faktord jak ve prospéch prezivani a mnoZeni bakterii, tak proti
nim. Jen namatkou jmenujme hostitelské neutrofily, imunoproteiny Ci cirkulaci krve a tkdnového moku.
Bakteriim poskytuji vyhodu nekrotické tkané, které se stavaji cennym zdrojem Zivin, patologicka
imunitni reakce, kterou vyuziva specialné Staphylococcus aureus, a moznost intracelularniho prezivani.
N4as model akutni osteomyelitidy vychazi z modelu, ktery publikoval Gahukamble [103]. Tento model
je postaven na jednorazové infekéni davce, ktera simuluje nechténou peroperacni inokulaci plvodce
do operacni rany a naslednou akutni ¢asnou pooperacni infekci. Naproti tomu prichazi v tvahu i model
opakované inokulace malou infekéni davkou, ktery by simuloval hematogenni infekci. Experimentalni
model se musi co nejvice pribliZit skute¢né situaci, aby bylo mozné ziskané informace aplikovat i
v klinické praxi [318]. UZ sam fakt, Ze pokusné zvife se v mnoha biochemickych, fyziologickych i
imunologickych parametrech od ¢lovéka lisi, vede k nepredvidatelnym rozdilim ve schopnosti zvifete
odolavat infekci v porovnani s odolnosti ¢lovéka.

Kritickému zhodnoceni soucasné role infekéniho modelu na zvifeti se vénuji recentni prace
Moriartyho a spol. [214]. Vyplyva z nich, Ze bychom méli dbat na dikladnou ptipravu pokusu pomoci
studii in vitro a pilotni studie, optimalné nastavit ¢asovy harmonogram pokusu, a ke stanoveni
ucinnosti testované metody vyuzit histologickou analyzu, sonikaci nebo pokrocilé bakteriologické
detekéni metody (PCR, FISH). Autofi predkladaji celou fadu doporuceni ke zlepseni kvality pokus( na
zvitatech, tykajicich se experimentalni IKN. V dnesni dobé je samoziejmosti princip 3R dle Russela a
Burche: ,Reduce, Refine, Replace”“ — tedy redukce poctu pokusnych zvitat, zdokonaleni
experimentalniho protokolu a nahrazeni pokusu na zviteti pokusem in vitro vSude tam, kde timto
nahrazenim nesnizime vahu dlkazu.

Nase prace neprokazala vyrazny protektivni Ucinek testovanych lipofosfonoxini na rozvoj
infekce in vivo. Pfi snizeni infek¢ni davky se ovSsem ¢ast zvifat infekci ubranila. Velikost infekéni dévky
tedy zjevné v patogenezi infekce hraje roli.

Dosud publikované vysledky studii in vitro byly velmi slibné. Latka DR5026 vyrazné inhibuje
rast Staphylococcus epidermidis na povrchu kostniho cementu jiz po 3 hodinach, kdy Ize pomoci
sonikace kvantifikovat bakteridlni ndloZ o 2 rady nizsi nez na povrchu neosetfeného cementu. Po 24
hodinach inkubace je rozdil 7 fada [321]. Podobné ucinky maiji i dalsi lipofosfonoxiny 1. a Il. generace.
Koncentrace pouhych 6,25 mg/l usmrcuji vSechny bakterie Staphylococcus aureus v planktonické
formé po 6 — 24 hodinach. Redukce poctu bakterii je detekovatelna jiz po 15 minutach kontaktu s LPPO.
| po preruseni kontaktu testovanych bakteridlnich kmenU s lipofosfonoxinem vychazi zpomalena
rastova krivka s vyraznym oddalenim exponencialni faze ristu [322].

PFicin negativnich vysledkd mGzZe byt nékolik. V prvni fadé je to semikvantitativni udavani
kultivacnich vysledka. Ackoliv intervenéni i kontrolni skupiny maji vSechny pozitivni kultivaéni vysledky,
mohlo uniknout zjisténi, Ze pocet bakterii kolonizujicich implantaty osetfené LPPO a pocet bakterii
kolonizujicich implantaty kontrolnich skupin se mozna o nékolik fadud lisi. Podle makroskopickych
nalez( a kultivacnich vysledki je pravdépodobné, Zze LPPO nedosahly Uplné sterilizace tkani u Zzadného
zvirete.
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studii. Infekéni davka 10* CFU bezesporu musi byt dostate¢na pro vyvolani infekce souvisejici s cizim
télesem. V minulosti byly experimentdlné vyvolany stafylokokové infekce po inokulaci 10?2 bunék
stafylokok na Sici material [152] nebo na kovovy implantat [345]. Recentni systematicky prehled uvadi
jako infekéni davku nutnou ke spolehlivému vyvoldni infekce spojené s osteosyntézou u kralika 6-10°
CFU [318].

Staphylococcus aureus je pravidelné pouzivan v drtivé vétsiné (az 97,3 %) experimentalnich
infekci ortopedickych implantatl na zvifatech [318]. Tato rozsifenost v experimentdlni praxi sice
nereprezentuje skutecné zastoupeni tohoto plvodce v klinické praxi, ale nabizi moznost lepsiho
srovnani vysledkll mezi jednotlivymi studiemi. Staphylococcus aureus je navic jednou z nejlépe
prostudovanych bakterii a informace zjisténé na pokusech in vivo lze tedy sndze interpretovat ve
vztahu k vysledkim mnoha studii in vitro.

Zkoumand ldtka DR7030 i gentamicin jsou pravdépodobné schopné sterilizovat povrch
implantatu, ale na sterilizaci celé dfefiové dutiny tibie jiz nestaci. Pfi eluci latek z kostniho cementu
nemuzZeme cekat pokryti celé tibidlni dfenové dutiny (vytvorené iatrogenné) jednak kvali velkému
distribu¢nimu objemu, jednak nasledkem Fedéni ucinné latky krvi a odplaveni Gc¢inné latky dynamicky
cirkulujicimi télnimi tekutinami. Pro tuto hypotézu svédci fakt, Ze ve treti fazi byla sonikace explantatu
kultivacné negativni vzdy, ale kultivace tkani odhalila pfeZivajici bakterie u nékterych zvirat intervencni
skupiny.

Ke zpresnéni modelu do budoucna se nabizeji rizné mozZnosti, napf. presna kvantifikace CFU
uvolnénych zimplantatu pomoci sonikace nebo pozorovani bakteridlnich kolonii na povrchu
explantatu pomoci rastrovaci elektronové mikroskopie nebo zkoumani biofilmu pomoci rastrovaci
laserové konfokalni mikroskopie. Inokulace bakteriadlni suspenze mohla byt v sou¢asném experimentu
nepresna u nékterych zvitat, kterd méla vyrazné krvaceni do drenové dutiny tibie. Krev vytlacila ¢ast
bakteridlni suspenze ven ztibie dfive, nez se operacnimu tymu podafilo utésnit otvor v tibidlnim
plateau kostnim voskem. PouZiti vasokonstrikénich nebo antifibrinolytickych Iatek nebylo soucasti
protokolu studie, nicméné v budoucnosti by pro podobny pokus bylo vyhodou.
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4.2. Pfinos cytologické analyzy kloubniho punktatu k diagnostice IKN

V nasi studii byla stanovena rozdélujici hodnota 3450 leukocytd v 1 pl vypotku jako hranice
mezi vypotkem pravdépodobné infekénim a vypotkem pravdépodobné aseptickym. Rozdélujici
hodnota pro podil neutrofilii v diferencidlnim rozpoctu byla uréena jako 74,6 %, pro podil lymfocyta
14,6 %. Vysledky jsou koherentni svysledky vétSiny predeslych studii. Prehled jednotlivych
rozdélujicich hodnot a jejich diagnostické vlastnosti obsahuje tabulka 4.1.

Synovialni leukocyty jsou v diagnostice IKN mnohem presnéjSim ukazatelem nez krevni
leukocytéza. Krevni leukocyty nevypovidaji o tom, co se déje uvnitf sledovaného kloubu. Souvislost
mezi leukocytdzou a elevaci poctu synovidlnich leukocytl je slaba (Pearsonlv korelaéni koeficient R =
0,28)[349]. Senzitivita krevni leukocytdzy pro IKN je 45 % a specificita 87 % [25]. Podobné slaby je i
vztah mezi podilem neutrofilQ, resp. lymfocyt(, v diferencialnim rozpoctu leukocytl v krvi a v punktatu
[349]. V diagnostice IKN se proto setkavdme uz jen se synovidlnimi cytologickymi parametry.

4.2.1. Vyse rozdélujicich hodnot

Stanoveni rozdélujici hodnoty, resp. jejich diagnostickych vlastnosti, je matematickou operaci,
kterou ovliviiuji pouze vstupni hodnoty (Ctyfpolni kontingenéni tabulka). V nasi studii byla stanovena
vyssi rozdélujici hodnota pro pocet leukocytl ve vypotku TEP kyéle neZ rozdélujici hodnota pro pocet
leukocytt ve vypotku TEP kolena. K podobnému rozdilu dojdeme, i kdyZ srovname vysledky nékterych
dalSich studii zamérenych na TEP kycli [264][272] se studiemi TEP kolen. Tento jev se da vysvétlit
napfiklad tak, Ze rizné klouby , podléhaji“ trochu jinému typu zanétu a maji odlisny kryt mékkych tkani,
pripadné tak, Ze bakterie maji urcitou preferenci pro konkrétni klouby. Staphylococcus aureus,
virulentni plvodce, se vyskytuje v kycelnich kloubech ¢astéji nez v kolenou, a proto jsou celkové pocty
leukocytd u TEP kycli primérné vyssi nez u kycli [293]. Schinsky udava rozdélujici hodnotu pro TEP kycli
4200 leukocytd/ul. Ghanem [116] ma rozdélujici hodnotu pro TEP kolen pouze 1100 leukocytd/ul
vypotku, Trampuz pouze 1700/ul [302]. Adekvatné tomu byl plvodce infekce TEP ky¢li u Schinského
v44 % S. aureus, zatimco u TEP kolen Ghanema pouze ve 20 % a u Trampuze ve 24 % pripad(.

Rozdélujici hodnoty pro pocet leukocytd ve vypotku a podil polymorfonuklear(
v diferencidlnim rozpoctu leukocytll ve vypotku byly stanoveny studiemi na TEP kolen a ky¢li. Na
ostatni klouby ani na unikondylarni nahrady kolennich kloubU je plosné pouzit nelze, protoZe ostatni
klouby nebyly zafazeny do soubori zdrojového vyzkumu [22]. V pfehledové tabulce 4.1. je jedna studie
na unikondyldrni nahrady kolen a rozdélujici hodnota pro pocet leukocytl se opravdu vyrazné
odchyluje od obvyklych rozdélujicich hodnot pro TEP kolen [265]. Dle dat norského registru kloubnich
nahrad maji unikompartmentalni artroplastiky kolen (UKA) nizsi desetileté preziti nez TEP kolen (80,1
% oproti 92,0 %), oviem dlvody krevizim jsou vesmés aseptické: progrese artrézy v jiném
kompartmentu, aseptické uvolnéni, periproteticka fraktura nebo bolest neznamé pficiny. Infekce UKA
je naopak vyrazné vzacnéjsi nez u TEP; relativni riziko je 0,28 [100]. Nizsi vyskyt IKN u UKA ve srovnani
s TEP je nejspiSe zplsoben tim, Ze kloub s UKA nabizi mnohem mensi povrch implantatu, na kterém by
se mohl tvofit biofilm. V souvislosti s tim je i stanovena rozdélujici hodnota synovialnich leukocytl pro
diagndzu IKN vySe nez u TEP kolen, ale niZe neZ u nativnich kolen [265].

Jedna prace se svou rozdélujici hodnotou pro pocet leukocytll vyrazné vymyka. Spangehl zvolil
rozdélujici hodnoty pro synovialni leukocyty 50 000/pl a pro podil neutrofild v diferencialnim rozpoétu
vypotku 80 %, protoZe to v té dobé byly aktudlné doporucované rozdélujici hodnoty pro diagndzu
septické artritidy nativniho kloubu [280].

129



Rozdélujici hodnota celkového poctu leukocytl je u protetickych kloubl vyrazné nizsi nez u
nativnich kloub(l. To se pravdépodobné odviji od skutecnosti, Ze bakteridlni kmeny vyvolavajici IKN
tvofi biofilmy a jejich strategie preZiti je spiSe defensivni [302]. IKN zplsobuji ¢astéji kmeny méné
virulentni, u nativnich kloubU jsou castéjsi virulentné;jsi invazivni kmeny, které se rychle mnozi a tvori
vice toxinU a vzbuzuji silnéjsi reakci organismu, ktera se projevi vyssim celkovym synovialnim poétem
leukocytd.

4.2.2. Heterogenita studii

Srovnavat zminéné studie cytologickych parametr(i synovialni tekutiny je obtizné, protoze
jednotlivé studie jsou znacné heterogenni. Je to ddno nejen odliSnhostmi v porovnavanych souborech
pacientd, ale také odlisSnymi definicemi IKN, rliznymi typy infekci ¢i anatomickou lokalitou. Pravidelné
vychazeji rGzné vysledky pro kolena a pro kyéle. Kromé riznych rozdélujicich hodnot pro TEP kycli
vychazi obecné nizsi senzitivita a vyssi specificita testu celkového poctu leukocytll ve vypotku nez pro
TEP kolen. Podil neutrofild ve vypotku je u TEP kolen senzitivnéjsi i specifi¢téjsi nez u TEP kycli.
Zajimavosti také je, Ze celkovy pocet leukocytl ve vypotku ma mirné vyssi senzitivitu a nizsi specificitu,
pokud je stanoven predoperacné, v porovndni s peroperacnimi vzorky. Ostatni zdroje heterogenity
zfejmé prispély k celkové heterogenité studii jen minimalné. Mezi ostatni zdroje heterogenity patti
[376]:

Vylouceni pacientd se systémovym zanétlivym onemocnénim
Vylouceni pacientl uzivajicich antibiotika v dobé odebirani vzork(
Vyloudeni pacientl v ¢asném pooperacnim obdobi

Velikost souboru

Design studie (prospektivni nebo retrospektivni)

Pacienti po sobé jdouci nebo vybrani podle jiného klice

ok wnNE

Schinsky [264], Mason [206] a Spangehl [280] vyloucili ze svych studii pacienty, ktefi uzivali
antibiotika v dobé odbéru vzork(l. Podani antibiotik pfed odbérem vzorkd jisté ovlivni zanétlivou
odpovéd organismu na pfitomnost bakterii v kloubu, tedy snizi pocet leukocytd a podil neutrofilli
v kloubnim vypotku. Trampuz tvrdi, Ze u Zddného pacienta s probihajici infekci kloubni ndhrady podani
ATB nesrazi pocet leukocytd pod jim stanovenou rozdélujici hodnotu 1700/l a nesnizi tedy senzitivitu
cytologického vysetieni vypotku [302]. Vylouceni nebo nevylouceni pacient uzivajicich antibiotika
z cytologickych diagnostickych studii se neukazalo jako zdroj heterogenity studii [376].

Dalsi otazkou je pouziti zminénych rozdélujicich hodnot pro pacienty se systémovym
zanétlivym onemocnénim. Revmatici byli vylouceni z vétSiny studii. Cipriano [45] urcila, Ze pfi
systémovém zanétlivém onemocnéni jsou rozdélujici hodnoty stejné, ale vychazi nizsi specificita
cytologickych testl. Vysvétluje to tim, Ze i po opakovanych synovektomiich muzZe pretrvavajici
synovitida imitovat pfiznaky infekce kloubni ndhrady, obzvlasté v obdobich exacerbace.
Nekontrolované systémové zanétlivé onemocnéni elevuje i krevni parametry, takZe uz samotna
punkce protetickych kloubl u revmatikli je provadéna na zakladé falesné pozitivnich testll CRP a
sedimentace [45].

Mezindrodni konsenzus doporucuje pro pacienty se systémovym zanétlivym onemocnénim
pouzivat stejné rozdélujici hodnoty sedimentace erytrocytl, CRP, leukocytl ve vypotku i %PMN
vypotku, jaké byly stanoveny pro pacienty bez systémového zanétlivého onemocnéni [350]. Implicitné
se ale pocita s tim, Ze testy budou mit nizsi specificitu a v budoucnu bude tfeba rozdélujici hodnoty
ovérit na vétsich souborech revmatika.
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Autor Rok  Kloub Pac. Leukocyty %PMN Zahrnuti Ref. standard

Hranice Se Sp Hranice Se Sp RA ATB Poop. K M O H
Maijors [199] 2019 Kolena 59 1804/ul 0,667 0,810 86% 0,824 0,737 . e o o
Kyéleikolena 75 1590/l 0,895 0,913 65% 0,897 0,866
Dinneen [74] 2013  TEPkylle 27 1425/ul 65 % . N R
TEP kolena 48 1715/ul 54 %

Kyéleikolena 810 3450/ul 0,910 0,930 78% 0,955 0,873
Cipriano [45] 2012 . e o o o

61 3444/ul 0,882 0,800 75% 1,000 0,818 e
Schwartz [265] 2012 UKAkolena 259 6200/ul 0,900 0,965 60% 0,909 0,938 e e e o o o o
Zmistowski [349] 2012  TEP kolena 145 3000/l 093 094 75% 093 08 e e e o o o
27800/ul 0,84 0,93

H 0
Bedair [24] 2011 TEP kolena 146 10 700/ i 0,95 0,91 89 % 0,84 0,69 (] o o

Kusuma [171] 2011 TEP kolena 76 1102,5/ul 0,75 0,61 71,5% 0,75 0,66 (] ° . e o o
Shukla [272] 2010 TEP kytle 87 3528/ul 0,78 0,96 79 % 0,78 0,82 e . . e o o
Lee [176] 2010 TEP kolena 56 3800/l 0,86 0,79 89 % 0,72 0,62 . . e o o o
Schinski [264] 2008 TEP kycle 201 4200/pl 0,84 0,93 80 % 0,84 0,82 . e o o
Ghanem [116] 2008 TEP kolena 429 1100/l 0,907 0,881 64 % 0,950 0,947 . . e o o o
Ghanem [117] 2008 TEP kolena 128 1760/ul 0,945 0,890 ° ° e o o
Nilsdotter [225] 2007 TEP kycle 54 1700/ul 0,86 0,92 ° . e o

Della Valle [67] 2007 TEP kolena 94 3000/l 1,000 0,981 65 % 0,976 0,849 e . . e o o
Parvizi [237] 2006  Kycle i kolena 168 1760/ul 0,90 0,99 73 % 0,93 0,95 (] e o o
Trampuz [302] 2004 Kycleikolena 133 1700/ul 0,94 0,88 65 % 0,97 0,98 . e o o o
Mason [206] 2003 TEP kolena 86 2500/pl 0,69 0,98 60 % 0,75 0,9 (] . . .
Spangehl [280] 1999 TEP kycle 183 50000/pl 0,36 0,99 80 % 0,89 0,85 . e o o o

Kycleikolena 373 3450/wl 0,947 0950 746% 0931 0911
Nage studie 2017  TEPkylle 181 4100/ul 0,920 0968 765% 0957 0938 o 4 o |o|lo|ele
TEPkolena 192 3200/ul 0,960 0959 72,8% 0,939 0,900

Kycle i kolena 0,88 0,93 09 088
Qu et al. [376] 2014  TEPkydle 5787 073 09 085 083
(metaanalyza)
TEP kolena 090 0,91 090 0,88
Kycle i kolena 3000/l 80 %

Konsenzus [243] 2018

Tabulka 4.1: Srovndni vysledki nasi cytologické studie s vysledky podobnych studii, metaanalyzy a
s doporucenim Mezindrodniho konsenzu 2018. Pac. = pocet pacienti ve studii, %PMN = podil
polymorfonukledrnich neutrofili v diferencidlnim rozpoctu leukocyt( ve vypotku, Se = Senzitivita, Sp =
Specificita, RA = pacienti s revmatoidni artritidou nebo s jinym systémovym zdnétlivym onemocnénim, ATB =
pacienti Ié¢eni antibiotiky v prubéhu odbéru vzorku, Poop. = pacienti krdtce po implantaci, ref. standard =
referencni standard, K = klinicky ndlez, prosty snimek a krevni odbéry, M = mikrobiologickd kultivace, O =
operacni ndlez, H = histologicky ndlez

Kratce po implantaci kloubni ndhrady pretrvava zanétlivy stav podobné jako po kazdé operaci.
MuzZeme ocekavat zvySenou sedimentaci erytrocytd, CRP, leukocytdzu, subfebrilie, a dokonce i elevaci
synovialnich parametr(. Tento zanétlivy stav neznamena nutné infekci kloubni nadhrady, ale vyskytuje
se pravidelné vice ¢i méné vyrazné u vSech pacientl. Néktefi autofi se rozhodli pacienty v pooperacnim
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obdobi do svych studii nezahrnout. Dineen [74] vyloucil pacienty do 3 tydn( po implantaci, Cipriano
[45] vyFadila pacienty v tfimési¢nim pooperacnim obdobi a Parvizi [237] a Trampuz [302] toto obdobi
rozsifili az na 6 mésicll. Stejné jako u revmatikll nebo pacientl s antibiotickou terapii nasazenou jiz
pred odbérem vzorkd, tyto rozdily nemaji vliv na heterogenitu vysledk. Mezinarodni konsenzus 2018
ovéem doporucuje v prvnich 90 dnech od implantace pouzivat jinou sadu rozdélujicich hodnot
v pripadé podezreni na akutni pooperacni infekci kloubni ndhrady. Bedair do své studie zahrnul pouze
pacienty v obdobi prvnich 6 tydn( po primoimplantaci a doporucuje pro toto obdobi rozdélujici
hodnoty synovialnich leukocyt(i 27 800/ul a podil PMN 89 %. Jeho doporuceni v roce 2012 prejala IDSA
[231].

Dvé studie pracovaly s pacienty po prvni dobé dvoudobé reimplantace a hledaly rozdélujici
hodnotu pro predikci perzistence infekce pfed druhou dobou. V jejich souborech jsou tedy pacienti
v pooperacnim obdobi, uzivajici antibiotika [171][272].

Nékteré studie nepracovaly s koagulovanymi vypotky, protoze z nich nesSel odedist pocet
leukocytd ani diferencialni rozpodet. | my jsme tyto vzorky ze studie vyloudili. Parvizi jako jediny o
tomto postupu referuje. Trampuz osSetfoval koagulované vypotky hyaluronazou a potom je odecital.
Ostatni studie se o této problematice nezmiriuji.

4.2.3. Ostatni typy bunék

Nase studie urcila diagnosticky pfinos podilu neutrofilll a podilu lymfocytl v diferencialnim
rozpoctu leukocytl ve vypotku. Snahou bylo urcit, ktery z téchto parametr(l je presnéjsi, nikoliv
prosadit je do diagnostického algoritmu oba. Zjednodusené Ize fici, Ze soucet podilu lymfocytt a podilu
neutrofild v diferencidlnim rozpoctu kloubniho vypotku se témér vidy blizi 100 %, protoZe podily
ostatnich typl bunék jsou zanedbatelné. Oba ukazatele jsou tedy tésné spjaty. Kdybychom aplikovali
vérohodnostni poméry obou téchto testl na predtestovou pravdépodobnost infekce kloubni nahrady,
dostali bychom zavadéjici vysledek [101]. Podilem jinych bunék neZ neutrofilG v diferencidlnim
rozpoctu leukocytll ve vypotku se také zabyvali Parvizi [237] a Zmistowski [349].

4.2.4. Korekce kontaminace vypotku leukocyty z krve

Udaj o celkovém poctu leukocytd v kloubnim punktatu méze byt znaéné zkreslen, pokud se pfi
odbéru vypotek kontaminuje vétsim mnoZstvim krve. Ghanem navrhuje jednoduchou vypocetni
korekci podle vzorce:

ES

Leucorr = Leus — Leu - K
LeUcorr ... korigovany pocet leukocytl v 1 pl vypotku
Leus ... naméreny pocet leukocytl v 1 pl vypotku
Leuy ... pocet leukocytl v 1 pl krve
ES pocet erytrocytl v 1 pl vypotku
EK pocet erytrocytl v 1 pl krve

Podle tohoto vzorce se od naméreného poctu leukocytl odecte pocet leukocytd, ktery se
vpravil do vzorku spoleéné s krvi pfi traumatickém odbéru kloubniho vypotku. Korekce poctu leukocytt
nezvysuje faleSnou negativitu vysetreni, tedy infekéni pacienti se po korekci obvykle nedostanou pod
rozdélujici hodnotu. Asepticti pacienti, jejichz hodnota je tésné nad rozdélujici hodnotou, ovsem po
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korekci nemaiji faleSné pozitivni vysledky. Korekce zfejmé neni Uplné presnym nastrojem, protoze se u
nékterych aseptickych pacient( stava, Zze pocet leukocytl vyjde v zapornych hodnotach — tedy odhad
leukocytd vpravenych do vypotku s krvi je nadhodnocen. Ghanem to vysvétluje dvéma zpUsoby: Zaprvé
se opravdu do kloubu vpravi tolik leukocyt(, kolik je vypocitano, avsak leukocyty adheruji k synovii a
v punktdtu jsou v mensi koncentraci nez v kloubu. Zadruhé, béhem transportu vzorku do laboratore
propadavaji leukocyty cytolyze rychleji neZ erytrocyty a naméreny pocet leukocyt( je nizsi nez skutecny
[117]. At tak ¢i onak, neni znamo, nakolik je navrhovana korekce nadmérna, a v bézné praxi se neujala.
Ostatni cytologické studie vypotku s ni nepocitaji, nicméné mezinarodni konsenzus tuto korekci
doporucuje [350].

4.2.5. Metal6za a ALTR

Metal6za rovnéz zpUsobuje elevaci celkového podtu leukocytd ve vypotku [70]. U pacientd
s kovovym povrchem obou artikulujicich komponent vychazi falesné pozitivni cytologické vysledky,
pokud jsou odecitany na automatickém pocitaci bunék. Pristroj totiZ identifikuje vétsi kovové ¢astice
jako leukocyty. Monocyty sfagocytovanymi kovovymi Casticemi potom povazuje za
polymorfonukledrni neutrofily [337]. Pokud ma pacient artikulujici par kov na kov, je doporuceno
odecitat cytologické parametry manudlné [293]. NepFizniva lokalni tkanova reakce (ALTR, adverse
local tissue reaction) je vyvoldna kovovymi otérovymi Casticemi a svymi klinickymi pfiznaky muze
imitovat projevy IKN. ALTR a metaléza mohou zpUsobit lehky narist faleSné pozitivity cytologickych
parametrl. Falesné pozitivni cytologie by potom mohla vést k mylné diagndze. ALTR je vzacna
komplikace popsana nejen u TEP kycli s artikulujicim parem kov na kov, ale i u modularnich typ( TEP
kycli, kde je vyvolana korozi a mikropohybem mezi kovovym krékem a kovovou hlavickou [49]. Parvizi
referuje, Ze se pfi jeho studii leukocyty odeditaly manualné. Ostatni autofi bud nereferuji nebo
odecitali pomoci automatu. V nasi studii jsme odecitali na automatickém pfistroji a v pfipadé
nesrovnalosti doplnili i manualni odecet.
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4.3. Pfinos stanoveni sérového interleukinu 6 k diagnostice IKN

Stanoveni sérového interleukinu 6 je relativné presny test, ktery vyznamné pfispiva
k diagnostice infekce kloubni ndhrady. Vzhledem k tomu, Ze jeho senzitivita ani specificita nedosahuje
100 %, je nutné — stejné jako u dalSich testl — hodnotit vysledek v kontextu s anamnézou, klinickym
nalezem a vysledky dalSich test(. Alespon v pfipadé kolennich endoprotéz vsak sérovy interleukin 6
vykazuje takové hodnoty vérohodnostnich pomérl, Ze dokadZe vyrazné proménit predtestovou
pravdépodobnost infekéni diagndzy.

Sérovy interleukin 6 neni zarfazen do souboru diagnostickych kritérii Mezinarodniho konsenzu
z roku 2013 ani do nového souboru z roku 2018, ackoliv ma prokazatelné vétsi presnost (a hlavné
specificitu) nez sedimentace erytrocyt(l. Sedimentace je zahrnuta nejen v souboru diagnostickych
kritérii Mezinarodniho konsenzu z roku 2013, ale téZ v jeho verzi z roku 2018. Dlivodem je mozZna fakt,
Ze sérovy interleukin 6 stimuluje sekreci CRP, a proto je v urcité korelaci s jeho sérovou hladinou. Oba
tyto ukazatele tedy nemohou byt povaZovany za nezavisla kritéria infekce kloubni ndhrady.

4.3.1. Srovnani s ostatnimi studiemi

Pro diagndézu infekce kloubni ndhrady kolena nebo kyc¢le byla v nasi studii stanovena rozdélujici
hodnota interleukinu 6 v séru 12,55 ng/l. Pfi analyze TEP kyéli zvlast je rozdélujici hodnota 8,45 ng/l,
u kolen 12,55 ng/l. Senzitivita a specificita sérového IL-6 byla v nasi studii stanovena mirné nizsi nez
v nékterych dfive publikovanych studiich [25], ovSsem tyto diagnostické vlastnosti vychazi stdle vyssi,
nez jsou souborné hodnoty uvadéné v metaanalyze vSech predchozich studii [391]. Tabulka 4.2.
shrnuje vysledky predchozich diagnostickych studii a dvou metaanalyz. Rozdily mezi studiemi jsou dany
hlavné rozdily v designu jednotlivych studii, v laboratorni metodologii a ve vybéru pacientll. Nékteré
studie ze souboru vyfazovaly pacienty se systémovym zanétlivym onemocnénim, pacienty v obdobi
prvnich 3 mésicl po implantaci nebo pacienty s antibiotiky nasazenymi jiz pred odbérem vzork(
k analyze. Nase studie vSechny tyto pacienty v souboru ponechala (tabulka 4.2). Villacis [325], Buttaro
[38] a Ettinger [87] ze své studie vyloucili nejen pacienty se systémovym zdnétlivym onemocnénim a
antibiotickou Ié¢bou nasazenou pred odbérem vzork(, ale také HIV pozitivni, protoze i bez infekce
kloubni nadhrady je u nich sérovy interleukin 6 vysoko nad obvyklymi rozdélujicimi hodnotami pro IKN
[144]. Ostatni studie o HIV pozitivnich pacientech nereferuji. Glehr [118] vyloucil vSechny, ktefi by kvl
preexistujicimu onemocnéni mohli mit elevované zanétlivé parametry, tedy i kufadky a pacienty
s obezitou, malignitou, imunodeficitem a jaterni nebo renalni insuficienci.

Jednotlivé studie se téz lisi v pouzitém referencnim standardu, tedy ne kazdd srovnavala sérovy
IL-6 s kritérii Mezindrodniho konsenzu z roku 2013 a ne kazda by rozdélila pacienty stejné do infekénich
a aseptickych skupin, coz vede ke vzniku urcité klasifika¢ni bias. PouZity referenéni standard je
schematicky vyznacen v tabulce 4.2. Néktefi autori provadéji svou vlastni ROC analyzu, jini prejimaji
rozdélujici hodnoty predchozich studii. Publikované diagnostické vlastnosti zkoumaného testu potom
nejsou optimalni pro zkoumany soubor pacientd.
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Autor

Majors [199]
Qu [375]
Erdemli [85]

Hoell [140]

Ettinger [87]

Villacis [325]

Randau [377]

Grosso [129]
Elgeidi [83]
Gollwitzer [120]

Glehr [118]

Worthington [335]
Buttaro [38]
Bottner [32]

Di Cesare [72]
Berbari [25]

Metaanalyza
Xie [391]

Metaanalyza

Nase prace

Rok

2019
2019
2018
2015

2015

2014

2014

2014
2014
2013

2013

2010
2010
2007
2005
2010

2017

2018

Kloub

Kolena
Kycle
Kolena a kycle
Kolena a kycle
Kolena, kycle a
ramena

Ramena

Kolena a kycle

Ramena
Kolena a kycle

Kolena a kycle

Kolena a kycle

Kycle
Kycle
Kolena a kycle

Kolena a kycle

Kolena a kycle

Kolena, kycle a
ramena

Kolena a kycle

Pac.

86
88
55

98

34

120

69
40
35

124

46
69
78
58

731

197

Hranice

5,12

10
2,6
6,6

10,4
1,89
2,55
4,7

10

12
10

12,55

SE

81%
38%
75 %

67 %

80 %

14 %
79 %
49 %
12 %
100 %
47 %
94 %
86 %
81%
36 %
95 %
100 %
97 %

72 %

87 %

SP

63 %
88 %
79 %

90 %

88 %

95 %
58 %
88 %
93 %
91 %
95 %
53 %
67 %
77 %
94 %
87 %
95 %
91 %

89 %

90 %

Zahrnuti

RA ATB Poop.

Ref. standard
K MOMHC
e o

Tabulka 4.2: Srovndni vysledk( sérového IL-6 v nasi studii s vysledky predchozich diagnostickych studii
a metaanalyz. Pac. = pocet pacientl ve studii, Se = Senzitivita, Sp = Specificita, RA = pacienti
s revmatoidni artritidou nebo s jinym systémovym zdnétlivym onemocnénim, ATB = pacienti léceni
antibiotiky v priibéhu odbéru vzork(, Poop. = pacienti krdtce po implantaci, ref. standard = referencni
standard, K = klinicky ndlez, prosty snimek a krevni odbéry, M = mikrobiologickd kultivace, O = operacni
ndlez, H = histologicky ndlez, C = cytologické parametry kloubniho punktdtu

4.3.2. Zvlastnosti chovani testu u konkrétnich kloubt

Sérovy interleukin 6 md jako ukazatel infekce kloubni nahrady vybornou specificitu, ale
v mnoha studiich se potyka s nizkou senzitivitou. Nejhorsi senzitivitu opakované vykazuji studie TEP

ramen, coz se vysvétluje vyssim zastoupenim nizce virulentnich kmen(, které nevyvolavaji intenzivni
zanétlivou reakci hostitele, konkrétné Cutibacterium acnes [325]. U TEP ramen je navic vyrazné nizsi

senzitivita sedimentace erytrocytll a sérového CRP neZ u nosnych kloub(. Pohybuje se mezi 40 a 50 %.
Senzitivita sérového IL-6 u infekci TEP ramen je vSak jesté mnohem nizsi (12 — 14 %). Specificita
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sérového IL-6 je vyborna a neni jesté vyssi hlavné proto, Ze IL-6 je elevovan u pacientl se systémovym
zanétlivym onemocnénim, s Pagetovou chorobou, malignitou nebo s imunodeficitem [377]. U téchto
pacientl stoupaji hodnoty sérového IL-6 béZné aZ do vyse kolem 10 ng/l i bez infekce kloubni nahrady
[199].

ZUstava stale otazkou, pro¢ ma sérovy interleukin 6 vyrazné lepsi presnost u TEP kolen neZ u
TEP kycli (coz je nejlépe vidét na hodnotach vérohodnostnich poméra). Divodem muzZe byt napfiklad
skutecnost, Ze presnost testu se méni v zavislosti na klinické situaci a predtestové pravdépodobnosti
infekce. Dale je tfeba zohlednit to, Ze pacienti s TEP kycle maji suché kloubni punkce daleko ¢astéji nez
pacienti s TEP kolen, a tudiz byli ¢astéji vylouéeni ze studie, protoze nebylo mozné stanovit diagndzu
na zakladé kritérii Mezinarodniho konsenzu z roku 2013 a zaradit pacienty do konkrétni vyzkumné
skupiny. Jaké procento z takto vyloucenych pacientd mélo infekci kloubni ndhrady, neni znamo, a tak
zde vznika prostor pro selekéni bias.

4.3.3. Detekce ¢asné pooperacni infekce

Sérovy interleukin 6 je vhodny pro vylouceni ¢asné akutni pooperacni infekce kloubni ndhrady
jiz 4 dny po implantaci. Sedimentace ani CRP tak brzy nemaji Zadnou vypovidajici hodnotu. Na souboru
30 pacient( bylo prokazano, Ze po bezproblémové implantaci TEP kolena nebo kycle sérova hladina
CRP roste na 138 mg/I a tohoto maxima dosahuje druhy pooperaéni den. CRP potom pozvolna klesa
s polo¢asem 62 hodin a normalnich hodnot dosahuje za 2 — 3 tydny po operaci [332].

IL-6 je daleko pruznéjsim ukazatelem. Maxima 399 ng/| dosahuje jiZz za 6 hodin po operaci a
potom klesa s polo¢asem 15 hodin, aby se vratil do normalnich hodnot v fadu dni [332]. Tento prabéh
pooperacniho sérového CRP a IL-6 potvrdila i dalsi studie na 50 pacientech z roku 2019 [202].

Po nekomplikované implantaci TEP kolena nejpomaleji roste sedimentace erytrocytl, ktera
nabyva maxima teprve po 14 dnech od operace a do normalniho rozmezi se vraci 26 tydn( po operaci
[145]. Je tfeba mit na paméti, Ze sedimentace erytrocytl je elevovana i po operacich nebo zanétech
jinde v téle, a proto byva z hlediska diagnostiky IKN ¢asto faleSné pozitivni.

Leukocytdza je v pooperaénim obdobi béznd, a proto je stanoveni krevnich leukocytli pro
diagnostiku ¢asné IKN hrubé nespecifické: senzitivita 79,2 % a specificita 46,3 % [66].
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4.4. Pfinos stanoveni synovidlnich biochemickych markeru k diagnostice IKN

V nasi studii byly stanoveny zakladni diagnostické vlastnosti pro vysSetreni glukézy, laktatu, KEB,
CRP, IL-6 a NGAL v kloubnim punktatu pfi diagnostice infekce kloubni ndhrady. Stanoveni glukdzy a
laktatu ve vypotku ani vypocet koeficientu energetické bilance nejsou pfinosem pro diagnostiku
infekce kloubni nahrady, protoze tyto testy maji nizkou presnost. Pfijatelné parametry jsou senzitivita
koeficientu energetické bilance a specificita laktatu ve vypotku. Nizka presnost glukdzy jako ukazatele
IKN je podminéna skutecnosti, Ze hladina glukézy ve vypotku je ovlivnéna mnoha rlznymi faktory,
nejen infekci kloubni nahrady.

De Vecchi [69] 2016 semikv. - 0,778 0,814 4,18 0,27
Lenski [181] 2015 2,78 0,588 0,556 0,645 1,57 0,69
Lenski [179] 2014 2,44 0,829 0,792 0,786 3,69 0,27
Nase studie 2018 2,6 0,811 0,720 0,831 4,25 0,34
Lenski [181] 2015 5,3 0,76 0,733 0,667 2,20 0,40
Lenski [179] 2014 8,3 0,844 0,714 0,880 595 0,33
Nase studie 2018 8,87 0,861 0,680 0,954 14,73 0,34

Tabulka 4.3: Srovndni diagnostickych vlastnosti synovidlni glukdzy a laktdtu s vysledky jinych studii.
AUC = plocha pod ROC kfivkou, LR+ = pozitivni vérohodnostni pomér, LR- = negativni vérohodnostni
pomér

Roli synovialni glukdzy a laktdtu v diagnostice IKN se v minulosti zabyvalo jen nékolik malo
vyzkumnik( (Tabulka 4.3). Rozdélujici hodnoty glukézy a laktdtu jsou podobné. Rozdily
v diagnostickych vlastnostech testl jsou opét dané rliznou definici infekce kloubni ndhrady v rGznych
studiich a nejednotou designu studii. Doktorandovi se nepodafilo v literature najit starsi studii, ktera
by stanovila rozdélujici hodnotu a diagnostické vlastnosti koeficientu energetické bilance jako
ukazatele infekce kloubni ndhrady. Tento ukazatel se v praxi pouziva napfiklad u mozkomisniho moku,
kde hodnoty nad 28 svédci pro normalni stav a hodnoty pod 10 jsou podezielé z probihajiciho
anaerobniho metabolismu glukdzy a zvySené aktivity profesiondlnich fagocytl [29]. Nase studie urdila
rozdélujici hodnotu 4,7. Pro potvrzeni bude tfeba jesté dalsi studie na vétSim souboru pacientd.

Historicky neni synovidlni glukéza pfilis davéryhodnym markerem, protoZe instinktivné
predpokladame, Ze je ovlivnéna glykémii. Omar [228] zjistil, Ze neexistuje souvislost mezi krevni a
synovidlni hladinou glukézy (Pearsondv korelaéni koeficient r? = 0,02). Pokles hladiny glukdzy
v synovialni tekutiné tedy neni maskovan hyperglykémii u diabetika. Nespecificnost synovialni glukézy
jako markeru infekce kloubni nahrady prameni z toho, Ze glukdzu spotfebovavaji nejen bakterie Zijici
uvnitf kloubu, ale také imunitni a synovialni buriky. Hladina glukdzy tedy nutné musi poklesnout pfi
jakékoliv artritidé, napfiklad exacerbaci revmatoidni artritidy [271]. Synovidlni laktat je velmi citlivym
ukazatelem infek¢ni artritidy nativniho kloubu a diagnostikuje ji presnéji nez na priklad kyselina

mocova, glukdza, IL-6 nebo pocet leukocytll ve vypotku [179]. V diagnostice infekce kloubni ndhrady
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vSak neni zdaleka tak presny jako dnes jiz rutinné uzivané cytologické a biochemické markery.
Nilsdotter-Augustinsson [225] ve studii na 85 uvolnénych TEP ky¢li neprokazala schopnost synovialniho
laktatu diskriminovat mezi IKN, asepticky selhdvajicimi TEP a osteoartrézou bez TEP.

7,0 0,875 0,970 29,2 0,129

De Vecchi [70] 2018 T Kolena a kycle

10,0 0,813 0,971 28,0 0,193
Sousa [278] 2018 N Kolena a kycle 6,7 0,783 0,938 12,63 0,231
De Vecchi [69] 2016 T Kolena a kycle 10,0 0,815 0,941 13,81 0,197
Omar [229] 2015 N Kycle 2,5 0,955 0,933 14,25 0,048
Buttaro [39] 2015 K Kycle 9,5 0,90 094 15,0 0,106
Deirmengian [64] 2014 E Kolena a kycle 12,2 0,90 0,97 30 0,103
Deirmengian [65] 2014 E Kolena a kycle 3,0 0,973 0,786 4,55 0,034
Tetreault [296] 2014 T Kolena a kycle 6,6 0,880 0,850 5,87 0,141
Ronde-Oustau [260] 2014 T+N Kolena 5365 0,900 0,909 9,9 0,11

1,8 1,000 0,849 6,62 -
Vanderstappen [317] 2013 T Kolena

2,8 0,909 0,939 14,9 0,086

M 3,65 0,858 0,868 6,51 0,164
Parvizi [239] 2012 Kolena
E 0,06 0,700 1,000 - 0,300

Parvizi [240] 2012 T Kolena a kycle 9,5 0,850 0,952 17,7 0,158
Jacovides [147] 2011 M Kolena a kyéle 3,605 0,871 0,977 37,9 0,132
Deirmengian [63] 2010 M Kolena a kycle 10 0,86 0,71 2,97 0,197
Nase studie 2018 T Kolena a kycle 8,8 0,917 1,000 - 0,083

Tabulka 4.4: Srovndni diagnostickych viastnosti synovidlniho CRP v na$i studii s vysledky jinych
studii. SE = senzitivita, SP = specificita, LR+ = pozitivni vérohodnostni pomér, LR- = negativni
vérohodnostni pomér. | = automatizovand imunoturbidimetrickd esej, E = enzyme-linked
immunosorbent assay, K = kinetickd infracervend turbidimetrickd imunoesej, N = nefelometrie, M =
multiplex ELISA. Rozdélujici hodnoty jsou uddny v mg/I.

V poslednich letech se diagnostika IKN stale vice zaméruje na analyzu kloubniho vypotku.
Vypotek je v kontaktu se synovidlni tkani, eventualnimi bakteriemi a imunitnimi burikami a jeho sloZeni
nejlépe vypovida o déjich uvnitf kloubu. Synovidlni koncentrace CRP ma lepsi pfesnost s ohledem na
IKN nez sérova hladina. CRP ovSem vznika v jatrech a do kloubniho prostoru difunduje skrz synovii,
ktera v reakci na Urazové nebo infekéni poskozeni méni svou propustnost [356]. CRP vznika v mensi
mife i v ledvinach, dychacim traktu, adipocytech, neuronech a aterosklerotickych platech tepen [240].
Tvorba CRP uvnitt kloubu zatim objevena nebyla [260]. Sérovy CRP je ovlivnén i zanétlivymi procesy
lokalizovanymi jinde neZ ve sledovaném kloubu a systémovymi zanétlivymi onemocnénimi, proto jeho
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hladina neni specificka pro IKN. Mezi sérovou a synovialni hladinou CRP existuje vyrazna korelace (r =
0,76), coz se vysvétluje zvySenou nitrokloubni potfebou CRP, ktery hraje mimo jiné i roli aktivatoru
komplementu a modulatoru fagocytézy [296]. Sérovy CRP mUze byt faleSné negativni v pripadé low-
grade infekce kloubni nahrady [278].

Frangiamore [97] 2017 Ramena 453,6 0,82 0,87 6,4 0,20
Frangiamore (96) 2015 Ramena 359,3 0,865 0,898 8,45 0,15
Lenski [180] 2014 Kolena, kyClealoket 30750 0,905 0,948 17,27 0,10

2100 0,623 0,858 4,37 0,44
Randau [377] 2014 Kolena a kycle

9000 0,473 0976 19,70 0,54
Deirmengian [64] 2014 Kolena a kycle 2300 0,89 0,97 29,7 0,113
Gollwitzer [120] 2013 Kolena a kycle 1897 0,600 0,947 11,3 0,422
Jacovides [147] 2011 Kolena a kycle 4270 0,871 1,000 - 0,129
Deirmengian [63] 2010 Kolena a kycle 13350 1,000 1,000 - -
Nilsdotter [225] 2007 Kycle 10000 0,693 0,930 9,86 0,33
Xie [391] Metaanalyza 2017 0,91 0,90 9,1 0,1
Nase studie 2018 Kolena a kycle 20988 0,833 0,979 40,0 0,170

Tabulka 4.5: Srovndni diagnostickych vlastnosti synovidlniho IL-6 v nasi studii s vysledky jinych
studii. SE = senzitivita, SP = specificita, LR+ = pozitivni vérohodnostni pomér, LR- = negativni
vérohodnostni pomér

Nase studie stanovila velmi vysoké diagnostické kvality synovidlniho CRP a IL-6. Vysledky jsou
koherentni s vysledky podobnych studii (Tabulky 4.4 a 4.5). Zatimco rozdélujici hodnoty pro synovialni
CRP se drzi v pomérné uzkém rozpéti 1,8 — 12,2 mg/l, navrhované rozdélujici hodnoty pro IL-6 se u
hodnota stanovend v nasi studii se z tohoto rozpéti nevymyka. Vysvétleni je mozné hledat v zastoupeni
rdzné virulentnich plvodcl v rGznych studiich/zemich, designu studie, vybérovych kritériich i
nacasovani odbéru vzorkd. Signalni molekuly maji kratky biologicky polocas a z kloubu jsou rychle
odbourdvany. Proto hraje pravdépodobné roli i to, jak dlouhd doba uplynula od zacatku pfiznakd nebo
nasazeni antibiotik. Tato tvrzeni se ale musi ovéfit.

Nejvyssi rozdélujici hodnotu pro synovialni IL-6 stanovil Lenski [180]. Kontrolni skupinou jsou
ve vétsiné studii pacienti s aseptickym selhdni implantatu, ktefi podstupuji operacni 1é¢bu podobné
jako infekcni pripady. Lenski se lisi tim, Ze kontrolni skupinu vytvofil z pacient( s bolestivym
protetickym kloubem, jejichz stav se upravil béhem hospitalizace bez provedeni revizni operace. Mohlo
se tedy pomérné snadno stat, Ze zaradil mezi kontroly low-grade infekci, kterd se prevedla do stadia
remise po antibiotické supresi. Podstatné je, Ze peroperacni vzorky téchto kontrol nejsou k dispozici
pro porovnani. Pacienti z kontrolni skupiny mohli mit rovnéz exacerbaci revmatoidni artritidy, ktera by
prispéla k vyssim zanétlivym parametrim v kontrolni skupiné.
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Rozpéti rozdélujicich hodnot synovidlniho CRP mezi studiemi jiz neni tak velké jako v pfipadé
IL-6. Vanderstappen v roce 2013 vyslovil hypotézu, Ze stanovena vyse rozdélujici hodnoty se nejvice
odviji od pouZité laboratorni metodiky a neni to absolutné dané cislo [317]. Tehdy srovnaval
Vanderstappen svou praci s predchozimi vysledky Parviziho [239], resp. vysledky automatizované
imunoturbidimetrické eseje s vysledky metody ELISA. Ve svétle vysledkl novéjsich praci se jiz nejevi,
Ze by ELISA opakované pfinasela nizsi nebo vyssi rozdélujici hodnoty v porovndni s imunoturbidimetrii.
CRP stanoven imunoturbidimetrickou eseji, coZ je dle Tabulky 4.4 nejcastéji pouzivand metoda.
V Tabulce 4.4 je metoda stanoveni sérového CRP vyznacena.

Vyborné diagnostické vlastnosti prokazal test hladiny NGAL v kloubnim vypotku. Rozdélujici
hodnota na hladiné 998 pg/I na pouzitém malém souboru diskriminovala IKN od neinfek¢nich pacientd
se 100% presnosti. Nase vysledky jsou v souladu s vysledky pfedchozich studii (Tabulka 4.6).

Gomez [121] 2019 Kolena a kycle 152 0,863 0,772 3,79 0,177
Deirmengian [64] 2014 Kolena a kycle 2200 1,000 1,000 - -
Nase studie 2018 Kolena a kycle 998 1,000 1,000 - -

Tabulka 4.6: Srovndni diagnostickych vlastnosti synovidlniho NGAL v nasi studii s vysledky jinych
studii. SE = senzitivita, SP = specificita, LR+ = pozitivni vérohodnostni pomér, LR- = negativni
vérohodnostni pomér

Nevyhodou biochemické analyzy punktatu je bezpochyby fakt, Ze biomarkery nelze stanovit
u prilis viskdznich, koagulovanych, hemolytickych vypotkli nebo ve vypotcich kontaminovanych
pacientovou krvi. Parvizi nemohl vysettit 4,8 % vzork(l [240]. Tetreault udava, Ze nebylo mozné odecist
celou Sestinu vzork( [296]. Ve studii Vanderstappena to bylo 45,3 % ptipad(l [317], podobné jako
48,6 % v nasi praci (Graf 3.5).

ProtoZe Zadny synovialni biomarker nevykdzal opakované ve vice studiich 100% presnost,
mnozi autofi doporucuji kombinace dvou biomarkerd pro zvyseni pfesnosti vySetfeni a zachovani
jednoduchosti v porovnani se souborem kritérii Mezinarodniho konsenzu. Opakované je navrhovana
kombinace testu synovidlniho CRP se synovidlnim a-defensinem, ¢imz lze dosdhnout velice zajimavé
diagnostické presnosti. Deirmengian uvadi senzitivitu 97,3 % a specificitu 100 % s pozndmkou, Ze
koexistence systémového zanétlivého onemocnéni, metalézy nebo soucasna Iécba antibiotiky nema
na presnost kombinovaného testu vliv [65]. Stone doklada senzitivitu kombinace synovidlniho CRP a
synovidlniho a-defensinu (typu AND) 73,0 % a jeji specificitu 99,3 %. Pfi kombinaci stejnych test( typu
OR potom uvadi senzitivitu 91,9 % a specificitu 79,5 % [287].

Smysl mda kombinovat pouze testy laboratornich hodnot, které nejsou v korelaci, jinak
kombinovany test nepfinese Zddnou novou informaci v porovnani s individualnimi testy. Pokud se na
priklad elevace IL-6 a elevace CRP (at uz v séru nebo v synovialni tekutiné) vyskytuje vidy pohromadé,
nemuUzeme pfi diagnostikovani IKN jen slepé vynasobit vérohodnostni poméry obou téchto testd, ale
musime pouZit jen jeden z nich. Synovialni biomarkery a-defensin a NGAL spolu nejsou v korelaci. Ani
jeden z téchto parametrd neni v korelaci s jinymi synovidlnimi biomarkery ¢i s poc¢tem leukocytl ve
vypotku [64]. Dalsi casto testované kombinace jsou sérovy IL-6 a synovialni CRP nebo sérovy IL-6 a
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pocet leukocytl ve vypotku. Jiz nyni jsou k dispozici diagnostické kalkulacky (algoritmy), které |ékare
v klinické praxi vedou (napt. diagnosticky algoritmus Mezinarodniho konsenzu ve Philadelphii 2018),
véetné zamezeni nespravnych kombinaci.
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5. Shrnuti vysledkt doktorské disertacni prace

Prokazali jsme silnou diagnostickou hodnotu stanoveni synovialnich leukocytd (LR+ 19,0, LR-
0,06) v diagnostice infekce kloubni nahrady. Podil neutrofila v diferencidlnim rozpoctu leukocytl ve
vypotku ma také vysokou presnost (LR+ 10,4, LR- 0,076), stejné jako v podobnych studiich jinych
autord. Podil lymfocyt( v diferencidlnim rozpoctu je o néco méné presny nez podil neutrofill (LR+ 9,5,
LR- 0,092) a s timto ukazatelem ma vyraznou korelaci. Proto se v diagnostice IKN nepouziva. V nasi
studii byly stanoveny rozdélujici hodnoty 3450 leukocyt( v 1 pl vypotku, 74,6 % pro podil neutrofild a
14,6 % pro podil lymfocytl v diferencidlnim rozpoctu leukocytt ve vypotku.

Sérovy interleukin 6 dokaze pomérné spolehlivé predikovat infekci kloubni ndhrady (LR+
8,24, LR- 0,15). Rozdélujici hodnota byla stanovena na 12,55 ng/l. Pro vyssi pfesnost lze pouzit
rozdélujici hodnoty specifikované pro jednotlivé klouby: 8,45 ng/l pro TEP kycli a 12,55 ng/| pro TEP
kolen. Test je pfesné;jsi pro TEP kolen (LR+ 10,12, LR- 0,065) neZ pro TEP kycli (LR+ 4,44, LR- 0,079).

Synovialni markery infekce kloubni ndhrady mély stanoveny nasledujici rozdélujici hodnoty:
glukdza 2,6 mmol/l, laktat 8,87 mmol/l, koeficient energetické bilance +4,7, CRP 8,8 mg/I|, IL-6 20 988
ng/l a NGAL 998 pg/l ve vypotku. Stanoveni hladiny glukézy v kloubnim vypotku je jednoduchou a
levhou metodou, diagnosticky pfinos je vsak limitovany (LR+ 4,430, LR- 0,301). Synovialni laktat je
dobrym nastrojem k potvrzeni diagndzy IKN, ale ne k jejimu vylouceni (LR+ 15,35, LR- 0,306). Koeficient
energetické bilance vypotku nemd srovnatelné diagnostické vlastnosti jako v soucasnosti béiné
pouzivané synovialni metody diagnostiky infekce kloubni ndhrady (LR+ 3,040, LR- 0,119). Synovialni IL-
6 vykazuje pomérné vysokou presnost (LR+ 40,0, LR- 0,170) a synovialni CRP ma vynikajici vysledky
(senzitivita 0,917, specificita 1,000). Podobné i synovialni NGAL (presnost 1,000). Negativni vysledek
sNGAL, sCRP nebo kombinace sérového IL-6 se synovidlnim CRP nebo IL-6 prakticky vyluduje
pritomnost IKN. Chovani synovidlniho NGAL bude nutné ovéfit na vétsim poctu pacientd, zejména se
selhavajici TEP kycle.

Na zvifecim modelu se ndm nepodaftilo za podminek stanovenych v nasem protokolu prokazat,
Ze by latka DR7030 (lipofosfonoxin lll. generace) impregnovana do kostniho cementu dokdzala zabranit
akutni osteomyelitidé indukované Staphylococcus aureus v davkach 107, 10° resp. 10* CFU. Pfi infekéni
ddvce 10* CFU byly projevy infekéniho zanétu u intervenéni skupiny méné vyrazné nei u skupiny
negativnich kontrol. Pfi vy33ich infekénich dévkach rozdil nebyl nalezen. Uginek testovanych latek in
vivo tim neni vyloucen. Je tfeba upravit model tak, aby se Uc¢inek znatelnéji projevil.
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Summary

We demonstrated excellent diagnostic utility of synovial fluid white cell count in diagnostics of
prosthetic joint infection (LR+ 19,0, LR- 0,06). Neutrophil percentage exhibited high accuracy as well
(LR+ 10.4, LR- 0.076). Our results are in accordance with the other authors’ results. Lymphocyte
percentage is slightly less accurate than neutrophil percentage (LR+ 9.5, LR- 0.092) and there is a strong
correlation between these two markers. Thus, lymphocyte percentage is not used in the diagnosis of
PJI. The cut-off values obtained in the current study are 3,450 leukocytes per pL of synovial fluid, 74.6%
neutrophilia and 14.6% lymphocytes.

Serum IL-6 is an effective tool in prediction of prosthetic joint infection (LR+ 8.24, LR- 0.15). Its
cut-off value was determined as 12.55 ng/L. Two cut-off values were assessed according to location of
implants: 8.45 ng/L for total hip arthroplasty and 12.55 ng/L for total knee arthroplasty. This test is
more accurate in total knee replacement (LR+ 10.12, LR- 0.065) than in total hip replacement (LR+ 4.44,
LR- 0.079).

The cut-off values of the synovial markers of prosthetic joint infection were determined as
follows: glucose 2.6 mmol/L, lactate 8.87 mmol/L, coefficient of energy balance +4.7, CRP 8.8 mg/L,
IL-6 20,988 ng/L and NGAL 998 pg/L. Synovial glucose is a simple and cheap test. However, its
diagnostic utility is limited (LR+ 4.430, LR- 0.301). Synovial lactate is specific enough to rule in the
diagnosis of PJI, but it is no good ruling it out (LR+ 15.35, LR- 0.306). Synovial coefficient of energy
balance is inferior to today’s routine examination tests (LR+ 3.040, LR- 0.119). Synovial IL-6 exhibits
high accuracy (LR+ 40.0, LR- 0.170) and synovial CRP is an excellent marker of PJI (sensitivity 0.917,
specificity 1.000), as well as synovial NGAL (accuracy 1.000). Negative result of synovial NGAL, synovial
CRP, negative combination of serum IL-6 with synovial IL-6, or negative combination of serum IL-6 with
synovial CRP exclude the finding of PJI. More studies are needed to determine the diagnostic utility of
synovial NGAL.

We failed to prove that DR7030 impregnated bone cement (cement with third-generation
lipophosphonoxin) could prevent foreign body-related osteomyelitis induced by Staphylococcus
aureus at infection doses 107, 10° and 10* CFU, respectively. Infection dose 10* CFU elicited slightly
milder inflammatory reaction in the intervention group contrary to the negative control group. No
difference between the intervention group and the control groups was seen at higher infection doses.
The in vivo effect of the tested compounds is not strictly excluded. The animal model needs
modifications to demonstrate the antimicrobial efficacy in vivo.
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