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Laboratory methods for diagnostic infections total prosthesis articulations

Prosthesis articulations and their infectious complications are currently a much
discussed problem among orthopaedists and microbiologists. The most operations are
performed especially at hip and knee joints. The main reason for their most frequent
damage is secondly the fact that endoprostheses of these joints have a good possibility
of fixing of plastic materials into the bone and a long lifetime. Endoprostheses are used
also in joints of shoulders, elbows etc.

Despite of all aseptic procedures infection development sometimes appears. This
complication is the most common cause of endoprostheses damage and it is often the
reason for re-operation. The development of infection depends on interactions between
a micro-organism, prosthesis articulations and a host. Bacterial agents causing
infections of prosthesis articulations include gram-positive cocci, especially
Staphylococcus aureus and Staphylococcus epidermidis, sometimes even streptococci.
Further they could be gram-negative bars, especially Escherichia coli, Proteus species,
Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter species a Serratia marcescens etc. In mixed
infections there can also appear anaerobic bacteria, especially Propionibacterium acnes
and anaerobic streptococci. Most of bacterial agents are a part of so called bio film,
which is important for bacteria and their survival. Bacteria in bio film acquire matrix
protection against the effect of antibodies and phagocytes and also against the effects of
antibiotics.

Implementation of new laboratory procedures and methods, when among others
ultrasound is used to destroy bio film, and making further cultivation and identification
of infectious agents easier proved as a contribution. It leads to significantly higher
capture of etiological agents of infectious complications of prosthesis articulations and
this way it contributes to better securing of re-implantations.

Procedures and methods presented in this thesis can be used in other
modifications at examination of other inorganic materials and implantations and at
examination of tissues taken out of patient "s body at various infectious complications.

Presented thesis compares laboratory procedures and methods used so far at

OLM (Department of Medical Microbiology) in Nemocnice Jindiichiiv Hradec, a.s.



(Hospital in Jindfichiv Hradec, Ltd.) with laboratory procedures newly implemented
for this purpose to examine infections of prosthesis articulations in cooperation with the

author of presented thesis in spring months of 2008.
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Uvod

Mikroorganizmy se vyskytuji v mnoha oblastech lidské Cinnosti. Jsou soucasti
naSeho pfirozeného prostfedi. Bézné je vyuzivame (biotechnologie, potravinafstvi) a
také nekdy bohuzel zneuzivame (bioterorismus). V neposledni fadé zminime jejich vliv
na zdravi ¢loveéka (Iékarstvi). Pro vétSinu téchto oblasti je dulezitd identifikace,
charakterizace a kvantifikace mikroorganizmi.

Mikroorganizmy, kromé toho, Ze je k Zivotu potfebujeme, jsou zaroven i stalym
a trvalym nebezpe¢im ohrozujicim naSe zdravi. V této praci se soustfedime na roli
mikroorganizmit u komplikaci ortopedickych ndhrad. Pravé mikroorganizmy jsou
nejcastéjsi komplikaci pooperacnich stavl a pfi¢inou ptipadnych reoperaci.

Potieba spolehlivé detekce pficiny komplikaci ortopedickych nédhrad vedla
v posledni dob€ ke snaze najit takovou metodu, kterd by umoznila jejich co nejlepsi
diagnostiku. Nevyhodou klasickych mikrobiologickych metod je, Ze neuméji odhalit
bakterie ukryté ve vrstvé biofilmu. Casto tak nebyla u pooperaéni komplikace
prokazéana infek¢ni etiologie procesu. Proto se zdjem mikrobiologil soustiedil na vyuziti
ucinku ultrazvuku, konkrétné ultrazvukové lazné, kterda ma napomoci k rozvolnéni
biofilmu a naslednému uvolnéni bakterii. Pfedpokladem je, Ze tato metoda piinese
presnéj$i diagnostiku a hlavné zvysi zachyt bakterii spojenych s pooperacnimi
komplikacemi po implantacich kloubnich néhrad.

Cilem této bakalarské prace je zavést na Oddéleni 1ékatfské mikrobiologie (déle
OLM) Nemocnice Jindfichiv Hradec, a.s. metodu, ktera zkvalitni detekci infekci
kloubnich nahrad. Z technickych davodi (ultrazvukova lazen byla na OLM dodana
pozd¢ji, nez bylo planovéano, a reoperace kloubni nahrady je vykon velice ojedinély)
nebylo moZzno metodu zavést a vyzkouSet na vyoperovanych ndhradach. Metoda byla
proto, a nejen pro ucely této bakalaiské prace, popsana a zavedena zatim pouze
s pouzitim diive vyjmutych nahrad pro demonstraci. Pro praktické pouziti je nicméné

pln¢ pfipravena.



1. Soucasny stav
1.1. Kloubni nahrady

Od poloviny Sedesatych let se implantace endoprotézy stala béznou
ortopedickou operaci a je jednim z nejuspésnéjsich terapeutickych postupti provadénych
ortopedy. Podceniovani této narocné operace, ktera je zasadnim zasahem do organizmu,
viak neni na mistd."” U téméf 10 % implantovanych kloubnich nahrad dojde béhem
jejich existence ke komplikacim, coZ je provdzeno nutnosti reoperovat ¢ast pacienttl.
Zejména se jedna o infekéni komplikace nebo o uvolnéni implantatu. Masové rozsiteni
totalni ndhrady kloubu v poslednich tfech desetiletich vedlo k narGstu poc¢tu reviznich
operaci a postupnému rozvoji revizni endoprotetiky jako samostatné discipliny.'”

Nejobvykleji provadéné kloubni ndhrady se tykaji zejména kloubu kycelniho a
kolenniho. Hlavnim divodem je jejich nejcastéjsi poSkozeni, na druhém misté i fakt, ze
endoprotézy téchto kloubii maji dobrou moznost ukotveni umélych materiald do
masivni kosti a maji 1 dlouhodobou Zivotnost. Endoprotézy se pouzivaji i u kloubt
ramennich, loketnich, hlezennich a drobnych kloubt prstii. Endoprotézy mohou byt tzv.
totalni, tedy uplné, které nahrazuji vSechny kloubni plochy poskozeného kloubu, nebo
castecné, které nahrazuji jen ¢ast poSkozenou a které se pouzivaji jen v piipad¢, Ze jina
&ast kloubu je jesté plng funkéni.

Nahrada kloubu kloubem umélym je pacientim nabizena ve chvili, kdy je jejich
vlastni kloub poskozen urazem nebo zanétlivym ¢i degenerativnim procesem vysokého
stupné (3. — 4. stupen artrozy). Takovéto poSkozeni obtézuje pacienta v béZnych
dennich ¢innostech, kloub je velmi bolestivy, nelze se spolehnout na jeho nosnost,
kloub je Gasto otekly a naplnény vypotkem.*®

Pacienti, kterym je kloub nabizen, mnohdy argumentuji, ze jsou jiz ptili$ stafi na
naro¢né operacni vykony, nebo naopak chtéji jesté operaci odlozit ze strachu z omezené
zivotnosti umélych kloubnich ndhrad.

Oba tyto argumenty nejsou spravné a je potfeba nechat na odborném posouzeni
ortopeda, kdy jsou vykony indikovany. Vzhledem k charakteru diagnoz, které operace
vyzaduji, jsou bezmadla vsSichni pacienti ve vyssi vékové kategorii a o schopnosti

podstoupit rozsahem skutecné zatézujici operace tedy nerozhoduje jejich vek, ale



zavaznost pridruzenych chorob. Druhé skupiné pacientll je ¢asto nutno zduraznit, ze

vyckavani 1 vlastni zbyte€né utrpeni casto mulze vést k postupnému zhorSeni

anatomickych pomért v oblasti poskozeného kloubu, které pak naslednou operaci velmi

komplikuji. Navic s pfibyvajicim vékem a omezenou pohyblivosti pfibyvaji nejen jiz

zminéné piidruzené choroby, ale i mira nadvahy, ktera je pro pooperacni rehabilitaci i
e (11)

Pii totadlni ndhradé¢ kloubu se pouzivaji specidlné upravené komponenty
(protézy), vyrobené z vysoce pevného, biologicky kompatibilniho, kovového a umélého
materidlu. Kovovou c¢ast nejcastéji tvoii slitina kobaltu, chromu a molybdenu. Umé¢la
hmota je zvysokomolekularniho polyetylénu. Tyto materidly jsou pouzivany pii
totalnich ndhradach uz zhruba 30 let a lidské t€lo je velmi dobie snasi. Komponenty
jsou velmi peclivé vyrabény, povrch je pokazdé stejny, hladky a leskly. Komponenty
jsou do kosti upevnény specialni latkou (polymetylmetakrylatem), Casto nazyvanou
»kostni cement®. Alternativn¢ mohou nékteré komponenty mit pérovity povrch, do

kterého miiZze kost vristat.> ')

1.1.1. Totalni endoprotéza kycelniho kloubu
1.1.1.1. Cementovana ndhrada

V roce 1962 Sir John Charnley pouzil maly (22 mm) nerezovy ocelovy balonek
jako hlavicku, ktera byla nasazena na diik vsunuty do stehenni kosti, jako néhrada
stehenni (femoralni) ¢asti kloubu a jamku z vysokomolekularni umélé hmoty, ktera
nahradila panevni ¢ast kloubu (acetabulum). Oba tyto komponenty byly upevnény do
kosti pomoci tzv. kostniho cementu. Nékolik generaci vychdzelo z téchto Charnleyho
endoprotéz. V dnesni dob¢ je hlavicka nabizena v riznych velikostech a materialech.
Vétsina hlavicek je v souCasnosti vyrabéna bud’ z kobalt-chromu, nebo z keramického
materidlu. Na zéklad¢ védeckych vyzkumi se vSak ukazuje, Ze dlouhodobé vysledky u
mladSich, aktivnich pacientll s cementovanou ndhradou nejsou uspokojivé. Po 10 — 15
letech totiz dochazi u vyznamného procenta operovanych k uvoliiovani jamky. Z tohoto

o ’ S , r . ’ . 2
déivodu neni cementovana nahrada vhodna pro mladé a aktivni pacienty.*”
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1.1.1.2. Necementovand ndahrada
V soucasné dobé¢ je vSeobecné rozsiteno pouziti kloubnich nahrad, které jsou

specialné konstruovany tak, aby mohly byt implantovany do kosti bez pouziti cementu.
Kost prortsta do upraveného povrchu kovového implantatu. K tomuto zdméru musi byt

kost pe¢live piipravena, protoZe je nezbytny piesny kontakt implantatu s kosti.?”

1.1.1.3. Hybridni nahrada
O hybridni nahradé¢ mluvime tehdy, kdyZ je jeden komponent pfipevnén bez
cementu, obycCejné jamka, a jeden komponent je pfipevnén cementem, obvykle diik.

Tento typ nachazi uplatndni stale cast&ji.*”

1.1.1.4. Hip resurfacing

Konstrukce implantitu se snazi maximaln€ anatomicky a biomechanicky
priblizit zdravému kycelnimu kloubu. Je ptredpoklada se zde lepsi funkce po operaci.
Indikace Hip resurfacingu je moznda u pacientli, u kterych nedoSlo k velkym
anatomickym zménam v oblasti kycelniho kloubu. Vhodna je rovnéz u pacientl, u
kterych je vzhledem k véku a Grovni pohybové aktivity implantace diikové nahrady
problematické, nebo je vy3si pravdépodobnost predéasného mechanického selhani.*”

Operace se provadi na boku, neresekuje se kréek, opracovava se jen hlavice.
Nahrada se tvarem a funkci maximalné ptiblizuje fyziologické kycli. Pouzité materialy
maji dobrou odolnost vii€i zatézi a nizky otér (kov-kov bez PE). Je zde piedpoklad
dlouhé, nékdy az doZivotni funkce.?”

Hip Resurfacing je nova opera¢ni metoda feSeni coxarthrosy, implantat dava
svou konstrukci pfedpoklad lepsiho funkcniho vysledku. Piipadné mechanické uvolnéni
1ze dobfe fesit implantaci klasické endoprotézy. Je to metoda, ktera pti vhodné indikaci
a preciznim technickém provedeni navraci pacienta do plnohodnotného aktivniho

zivota.?”
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1.1.2. Totalni endoprotéza kolenniho kloubu
V soucasné moderni mediciné se pfi totalni endoprotéze kolene nahrazuji pouze

poskozené kloubni plochy. Celé koleno neni nahrazovano. Operace je v podstaté jen
nahrada povrchu kloubu a kloubni chrupavky. Nejuzivangj$i implantaty soucasnosti
jsou tzv. kondylarni nahrady, jejichz konstrukce umozituje dosazeni plného pohybu
kloubu. Komponenty kopiruji tvar kondyli na femuru a jsou zhotoveny pievazné
z chromkobaltové slitiny nebo uslechtilé oceli. Takova nadhrada pak kryje celou kloubni
plochu femuru. Tibidlni ¢ast implantatu kryje celou kloubni plochu tibie a je tvofena
pevnou kovovou casti srizné utvafenym tvarem diiku, ktery zajistuje ukotveni
v dfefiové dutiné tibie, a vlozenou destickou z polyetylénu, jejiz tvar urCuje vnitini
stabilitu kloubu. Piikladem snahy o pfiblizeni k fyziologickému pohybu jsou ndhrady
s tzv. meniskovymi prvky, které umoziuji nejen rotace v kloubu, ale i castecny

posun.”

1.1.3. Komplikace spojené s endoprotézami
Vsechny operace s sebou nesou potencionalni riziko, z tohoto diivodu musi byt

pfipadné vyhody a nevyhody peclivé zvazeny. Nékteré komplikace souvisi piimo s
konkrétnim opera¢nim zakrokem a nékteré jsou spojeny s celkovym zdravotnim stavem
pacienta.

NejcastéjSimi pti¢inami reoperaci totdlni ndhrady jsou rozvoj infekce v oblasti
kloubu a tzv. aseptické uvolnéni jedné ¢i obou komponentti ndhrady. Méné casté byvaji
poruchy jednotlivych komponentii nahrad.”’
interakcich mezi mikroorganizmem, implantatem a hostitelem, napt. osidlenim operacni
rany mikroorganizmy v pribéhu operace nebo v casném pooperacnim obdobi, v tomto
piipadé hovotime o &asné pooperaéni infekci."”) Priibéh onemocnéni a vysledek 16¢by
jsou zavislé na typu infekéniho agens, na jeho virulenci, citlivosti k antibiotikiim a na
jeho schopnosti tvofit glykokalix a formovat biofilm v oblasti implantatu. Pokud se
rozvine infek¢éni komplikace v obdobi n¢kolika mésicti az dvou let po operaci, je tento

stav oznaGovan jako opozdéna infekce.'”
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1.2. Bakteridlni pivodci infektit kloubnich nahrad

Jak jsme jiz zminili, pribéh onemocnéni a vysledek 1écby jsou zavislé na typu
infek¢éniho agens, na jeho virulenci, citlivosti k antibiotiklim a na jeho schopnosti tvofit
glykokalix a formovat biofilm v oblasti povrchu implantatu.!* '¢

NejcastéjsSimi ptivodci infekce kloubnich nahrad jsou grampozitivni koky,
zejména Staphylococcus aurerus a Staphylococcus epidermidis. Pticinou mohou byt i
gramnegativni tyCinky, zejména Escherichia coli, Proteus species, Pseudomonas
aeruginosa, Enterobacter species a Serratia marcescens. Ve smiSenych infekcich se
mohou vyskytovat i anaerobni bakterie, zejména Propionibacterium acnes a anaerobni

streptokoky.*®

1.2.1. Grampozitivni koky
1.2.1.1. Rod Staphylococcus

Dosud bylo popsano celkem 50 druhii a poddruhil stafylokokli (adaj NRL pro
stafylokoky z kvétna 2008). V praxi se tradién¢ déli na dvé hlavni skupiny podle své
schopnosti koagulovat plazmu, a to na stafylokoky koaguldza-pozitivni a koagulaza-
negativni.*?

Stafylokoky jsou grampozitivni koky velikosti asi lum, které se vyskytuji
jednotlivé nebo v nepravidelnych shlucich tvaru hrozni (,,staphylé® znamena tecky
»hrozen®). Jsou nepohyblivé a netvofi spory. Pouzdro netvofi nebo jen omezené. U
nekterych, zejména mukoidnich kmenti, lze ale prokazat i kapsularni antigeny.
Stafylokoky jsou, aZ na vyjimky, fakultativné anaerobni, katalaza-pozitivni a oxidaza-
negativni bakterie. Maji respirani i1 fermenta¢ni metabolizmus. Produkuji mnoho
enzymu a toxinil, které napomahaji jejich adherenci, priniku a mnozeni ve tkanich,
napt. hyaluronidaza §tépi kyselinu hyaluronovou (zdkladni slozku mezibunécné hmoty)
a usnadnuje tak Sifeni stafylokokli ve tkanich . Stafylokoky casto tvoii opouzdiena

infekéni loziska (abscesy), do kterych $patné pronikaji 16&iva.* >
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1.2.1.1.1. Koagulazy-pozitivni
Staphylococcus aureus je bakterie dobfe adaptovana na zivot v lidském

organizmu. Jeji komplexni st€éna a mnoZzstvi bilkovinnych exoproduktl ptedstavuji
velky soubor antigenti a biologicky aktivnich latek uplatiiujicich se jako faktory
virulence.”)

Clovék je od prvnich dnii Zivota kolonizovan stafylokoky, ponejvice na kizi

rukou, perinea, kStice a na sliznici dychaciho a zazivaciho traktu. Pfi rutinnim vySetfeni
lze S. aureus prokéazat v hornich dychacich cestach u 20 az 50 % osob. Asi tfetina této
pozitivni populace patii k trvalym nosicim a zbyvajici dv¢ tretiny k nosi¢lim obcasnym.
Pokud se ovSem vyuzije specidlni odbérové techniky, selektivnich ptid a opakovanych
odbérl z riznych mist organismu, stoupa zachytnost tohoto druhu vysoko, az ke 100 %
populace. Nosicstvi stafylokokll zdravy organizmus neposkozuje, ale naopak ptlisobi
jako imunizaéni stimulus, ktery vede k pomérné dobré odolnosti vuci infekci. K
onemocnéni dochazi jen pii oslabeni obrannych schopnosti a pti poruse integrity kiize a
sliznic.?)
Zdrojem infekce je clovek, zdravy nosi¢ nebo nemocny s otevienou zanétlivou
1ézi. Pfenos se d&je vzdusnou cestou, pfimym stykem i nepfimo. Mozna je také
endogenni infekce vlastnim kmenem. ZvIast nebezpecné jsou stafylokokové infekce
ziskané v nemocnicich. Lidsky organizmus je vici stafylokokové infekci pomérné
odolny. K onemocnéni dochdzi zpravidla pfi oslabeni organizmu nebo pifi infekci
velkou davkou virulentniho kmene. Vyznamnym predisponujicim faktorem muze byt
chirurgicky zékrok, tUraz, umé¢ld nahrada, zavedeny katétr, diabetes, maligni
onemocnéni nebo imunologickd nedostateCnost. Vice ohrozeni jsou také nedonoSeni
novorozenci, kojenci a stati lidé.*?

V misté priniku infekce do organizmu mize dojit k dalSimu pomnozovani
stafylokokt, piekonaji-li lokdlni obranné mechanismy hostitele. Protoze invazivitu
bunék S. aureus podporuji Cetné enzymy a toxiny, infekce muze snadno pronikat
hloubéji do okolnich tkani. Zanétlivad 1éze je zpocatku charakterizovdna serdzng-

fibrindzni exudaci, ke které se rychle pfidruzuje imigrace leukocyti. Infekce se tak

méni v purulentni reakci, ktera ma tendenci k nekrotickym zménam a proteolytické
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kolikvaci. Stafylokokova invazivni onemocnéni ve velké vétSin€ piipadt vytvareji
abscesova loziska. Méné& Gasto se §ifi bez ohraniGeni jako flegmonozni zan&t.*?

Stafylokokové infekce maji sklon k recidivaim nebo k chronickému pribéhu, coz
ma patrné pfi¢inu v neobycejné bohatém spektru faktorli virulence a ve znaéné
odolnosti vii¢i lysozomalnim enzymim a docasném piezivani bunc¢k S. aureus v
makrofézich.

Ze zanétlivych 1ézi mohou bakterie pronikat do krevniho fecisté. Dochdzi bud’ k
docasné bakteriémii, nebo k masivnéjsSimu intermitentnimu pronikani s celkovymi
symptomy sepse. Stafylokokové buiikky mohou byt zaneseny proudem krve do
nejriznéjSich mist makroorganizmu, kde vznikaji metastatickd pyogenni loziska. Miize
tak vzniknout sekundarni pneumonie, osteomyelitida, endokarditida, meningitida,
pyelonefritida nebo absces v kterémkoliv organu. Tyto metastatické infekce mohou

vyjime&nd vychazet i ze zcela banalnich infekei nepatrného rozsahu.*?

1.2.1.1.2. Koagulaza-negativni

Staphylococcus epidermidis se vyskytuje na kazi a sliznicich lidi 1 zvitat jako
soucast jejich fyziologické mikroflory. Nachazi se také v bezprostfednim okoli svych
hostitelii a v potravinach Zivo&isného pivodu.® >

S. epidermidis je typicky oportunni patogen, ktery napadé oslabené pacienty (v
disledku  popalenin, tézkych trazh, chirurgickych zdkrokli a imunologické
nedostatecnosti). V poslednich letech stile pfibyva onemocnéni vyvolanych timto
druhem. Je to zplsobeno castéjSim pouzivanim ndro¢nych invazivnich vySetfeni,
komplikovanych a dlouho trvajicich chirurgickych zakroki a 1écebnych metod
spojenych s imunosupresi.

Dulezitym predisponujicim faktorem pro vznik infekce je pfitomnost ciziho
télesa. Jedna se predev$im o predméty z umélych hmot, zavedenych do téla pacientt
Iékarskym zakrokem (katétry, cévni nahrady, umélé chlopné a kloubni nahrady atd.).
Stafylokokové buniky velmi dobie adheruji na povrchu umélych nahrad a katétrii. Do
svého okoli pfitom produkuji polysacharidovou substanci, vytvaiejici kolem bunck

slizovou vrstvu, kterd upeviuje adherenci a zabranuje pruniku antibiotik, protilatek a
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kontaktu s fagocyty. Kontaminujici bakterie pochéazeji z povrchu kiize a sliznic bud’
samotného pacienta, nebo oSetfujiciho persondlu. Mohou chronicky zaplavovat
organizmus a zpusobovat sepse, endokarditidy, meningitidy nebo infekce mocovych

cest.(3)

1.2.1.2. Rod Streptococcus
Grampozitivni,  fakultativné anaerobni  kokovit¢  bakterie z cCeledi

Streptococcaceae, s typickym ftetizkovitym uspotfadanim, jejichz kolonie jsou i na
obohacenych piidach nékdy velmi drobné. Jsou citlivé na vankomycin a mnohé na
krevnim agaru hemolyzuji.

VétSinou délime streptokoky dle hemolyzy, rozeznavame hemolyzu beta, alfa a
gama.*® Beta-hemolyza se projevuje kolem kolonie streptokoka uplnym projasnénim
erytrocytll v krevnim agaru. Uplnou hemolyzu plisobi Streptococcus pyogenes a beta-
hemolytické streptokoky skupin C, G a F. Nelplnd hemolyza je typickd pro
Streptococcus agalactiae. Podstatou alfa-hemolyzy neboli viridace (,,viridis* znamena
latinsky ,,zeleny*) je zména krevniho barviva na zeleny verdoglobin. Alfa-hemolyzu
streptokoky vyvolévaji tvorbou peroxidu vodiku a velice zéalezi na slozeni média a
atmosféry, jestli se alfa-hemolyza vibec projevi ¢i nikoliv. V tomto piipadé pak
oznac¢ime kmen za gama-hemolyticky ¢ili nehemolyticky. Alfa-hemolyzu je vidét u
Streptococcus pneumoniae a u skupiny tzv. viridujicich streptokokd z dutiny ustni i u
dalsich skupin (napft. S. suis, S. anginosus group apod.). Jak mezi viridujicimi, tak beta-
hemolytickymi streptokoky se vyskytuji kmeny nehemolytické, nejvice ve skupiné
Streptococcus bovis.

Dale streptokoky rozd¢lujeme podle biochemickych a fyziologickych
charakteristik. Sem patii zejména znaky slouZzici k rozliSeni streptokoku, jako jsou
velikost kolonii a n¢které biochemické testy.

Dilezitym kritériem sérologického tiidéni streptokokti je pfitomnost skupinoveé
specifického polysacharidu C. Je-li polysacharid C pfitomen, pak umoznuje rozlisit
antigenni skupiny A-Z dle Lancefieldové. Lékaisky vyznamné streptokoky obsahuji
antigeny A (S. pyogenes), B (S. agalactiae), C (Streptococcus dysgalactiae ssp.
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equisimilis a Streptococcus equi ssp. zooepidemicus), D (S. bovis), G (S. dysgalactiae
ssp. equisimilis) a dalsi.

Kritériem pro rozdé€leni streptokokd muiize byt i patogenni plsobeni a misto
vyskytu, potom je délime na pyogenni (kam se fadi zejména S. pyogenes, S. agalactiae,
S. equi, S. equisimilis, event. S. pneumoniae), na streptokoky ustni (skupina se
v podstaté kryje s oznafenim streptokoky viridujici), na enterokoky (pro néz byl
vytvofen samostatny rod Enterococcus) a na laktokoky (sérologickd skupina N).
V posledni dobé se vziva déleni streptokokti jen na beta-hemolytické (nazyvané
souhrnng téZ pyogenni) a non-beta-hemolytické nebo téz non-hemolytické.*?

Streptococcus pyogenes dle st€énového antigenu, ktery obsahuje N-
acetylglusamin a ramnozu, patfi mezi beta-hemolytické streptokoky do skupiny A. Pro
clovéka je primarné patogenni a Clovek je jedinym pfirozenym zdrojem infekce. S.
pyogenes je puvodcem faryngitid, spaly, infekci klize a podkozi (pyoderma, erysipel),
systémovych infekci, streptokokového toxického Soku a postreptokokovych nasledk.
V patologickém materidlu a v mladych kulturach v tekutych ptidach zlstavaji sefazeni
do ftetizkli slozenych z n€kolika desitek jedincti. Velmi dlouhé fetizky se tvoii po delsi
inkubaci v tekuté pad¢. Patii mezi rastové narocné bakterie, rostouci na komplexnich
kultiva¢nich paidach.”’

Streptococcus agalactiae patii do skupiny B dle sténového polysacharidového
antigenu a je to také pyogenni streptokok. Je ¢astou pfi¢inou novorozeneckych sepsi a
meningitid, komplikaci v Sestined¢€li, hnisavych osteomyelitid, arthritid a infekci ran.
Na krevnim agaru vyvolava zpravidla beta-hemolyzu, za anaerobnich podminek tvofti
zluty pigment. S. agalactiae méa pouzdro, které je vyznamnym faktorem patogenity,

nebot’ brani bakterii pied fagocytozou.”

1.2.2. Gramnegativni tyCinky

1.2.2.1. Celed’ Enterobacteriaceae
Nekteré bakterie z celedi Enterobacteriaceae zpusobuji typickd zévazna

onemocnéni jako napf. mor, tyfus, dyzenterii, salmonelézu. Ostatni jsou soucasti

normalni stfevni mikroflory, kde se uplatiuji i jako nutny symbiont makroorganizmu.
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Mohou se vSak uplatnovat 1 jako podminéné patogenni mikroorganizmy. Zavazny je

napf. jejich znaény podil na nozokomialnich infekcich.*?

1.2.2.1.1. Rod Escherichia
Escherichia coli  jsou gramnegativni, fakultativné anaerobni,

chemoorganotrofni, nesporulujici rovné tyCinky, které se vyskytuji jednotlivé nebo po
dvou. Pohybuji se pomoci bi¢ikli nebo jsou nepohyblivé. E. coli je nejprozkoumanéjSim
mikrobidlnim druhem, nebot’ slouzi jako modelovy organizmus pro biochemické,
genetické a fyziologické studie.””)

E. coli je béznou soucasti sttevni mikroflory zdravych lidi. Je komenzéalem,
castené saprofytem a také symbiontem, nebot’ svym plsobenim jednak znemoziuje
prinik patogenli (produkuje tzv. koliciny, které jsou pro nékteré jiné bakterie toxické),
jednak je makroorganismu prospeésna i piimo — podili se na tvorbé ne€kterych vitamind,
predevsim vitamin K.?

Jde ale také o podminéné patogenni bakterii, kterda muize zplsobovat 1
chorobné stavy. Ve stfevé je to mozné jen tehdy, kdyz je kmen vybaven specifickymi
faktory virulence; mimo stevo je E. coli témét vzdy patogenni.m)

Patogenita E. coli se uplatiiuje ve dvou typech onemocnéni: extraintestindlnim
(zejména onemocnéni mocovych cest, septickd onemocnéni, infekce ran, hnisavé
procesy) a pii infekcich v gastrointestinalnim traktu provazenych prijmy (coz plati jen
pro urcité kmeny).

U infekci v mocovém traktu se uplatiiuji pfedevsim ty kmeny, které maji tzv. P-
fimbrie, jimiZ adheruji na sliznici mocovych cest. Uropatogenni E. coli je vibec
nejcast&jsim piivodcem uroinfekei.’

V zazivacim traktu se urc¢ité kmeny E. coli uplatiluji jako patogeny s rliznymi
mechanismy, podle kterych se tyto tzv. enteropatogenni kmeny déli do Ctyf skupin.
Enteropatogenni E. coli (vuzSim slova smyslu) — EPEC, kter¢ vyvolavaji
novorozenecké prijmy, pii kterych dochazi velmi rychle k dehydrataci organismu."
Patogenetickym mechanismem je tésna vazba bakterii s enterocyty stfeva, pfi cemz

dochézi k rozpousténi mikroklkd (mikrovili). Konecnym diisledkem je potom poskozeni
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epitelidlniho povrchu ve stievé. Druhou skupinou jsou enterotoxigenni E. coli — ETEC,
které kolonizuji tenké stievo pomoci koloniza¢nich faktorti, coz jsou proteinové fimbrie
(druhové specifické). Mohou také produkovat dva typy enterotoxinil. Enterotoxigenni
E. coli mohou vyvolat prijmy jak u déti, tak u dosp€lych. Vyskytuji se pfevazné ve
velmi teplych oblastech a do této skupiny patii 1 tzv. cestovatelské prijmy. Tieti
skupina, enteroinvazivni E. coli — EIEC, maji podobny mechanizmus patogenity jako
shigely, tj. pronikaji do bun€k a mnozi se v nich. Infekce témito kmeny vede ke
krvavym prijmim. Posledni skupina, enterohemoragické E. coli — EHEC, maji
podobny mechanismus adherence jako enteropatogenni kmeny, ale vazi se prevazné
v tlustém stfevé. Navic jsou producenty toxinu, ktery se oznacuje jako podobny
shigelovému (shiga-like toxin), nebo verotoxinu. Kmeny EHEC plsobi tzv.
hemoragickou kolitidu s krvacenim, u nékterych nemocnych se miize vyvinout i

hemolyticko-uremicky syndrom.*’

1.2.2.1.2. Rod Klebsiella

Klebsiely jsou nepohyblivé gramnegativni ty€inky, vétSinou vyrazné opouzdiené
polysacharidovym pouzdrem. Ziji ve vodé a v ptidé, u ¢lovéka se vyskytuji v dychacim
a zazivacim traktu. Ze Sesti druhi jsou nejznaméjsi: Klebsiella pneumoniae, Casty
pivodce pneumonie, Klebsiella ozaenae, pivodce vleklého zanétu nosni sliznice,
Klebsiella rhinoscleromatis a druh Klebsiella oxytoca.®**

Jedna se o podminény patogen, puisobi vSak zdvazna onemocnéni respirac¢niho a
mocového traktu, u déti meningitidy. Zavazna je pro svou cCastou polyrezistenci na
antibiotika. Je 1 Castou pficinou nozokomidlnich ndkaz, a tak se miZe uplatnit i u

pooperaénich infekci ran.®?

1.2.2.1.3. Rod Proteus
Napadnou vlastnosti je plazivy rust, netvoii uzaviené kolonie. Patii sem druhy:

Proteus vulgaris, Proteus mirabilis a Proteus penneri. Jde o saprofyty dokonale

ptizptsobené k likvidaci organickych zbytkli v odpadcich. Vyskytuji se v pidé, na
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rostlinach, ve stolici lidi a zvifat. Nejsou pfitomni v kazdém lidském stfevé jako bézna
fléra. Patogenem byvaji spiSe mimo stfevo, zejména v mocovych cestach, ale objevuji

se jako sekundarni infekce i v ranach & dekubitech.”

1.2.2.1.4. Rod Enterobacter

Je pohybliva opouzdiena gramnegativni tyCinka, vyskytuje se v ptidé€, ve vode¢,
n¢kdy v zazivacim traktu, mize vyvolat infekci mocCovych cest a miize se uplatnit
podobné jako klebsiely i jako vyznamné nemocni¢ni agens. Nejcastéji se identifikuji

Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes, ojedinéle 1 Enterobacter sakazakii.®)

1.2.2.1.5. Rod Serratia

Svym zplUsobem Zivota pfipominaji gramnegativni nefermentujici tyCinky.
Najdeme je spiSe ve vn&jSim prostiedi nez ve stfevé, napi. v pidé nebo ve vodé.
Vzdoruji dezinfekei a jsou vyraznymi nozokomidlnimi patogeny. Typickym zastupcem
je druh Serratia marcescens. VétSinou jde o kmeny pigmentované (chrani se pred
sluncem) cihlové Cerveng, ale nékteré kmeny jsou nepigmentované, pak se mohou snad
ptehlédnout anebo jsou chybné identifikovany. Tvoifi proteindzy a lipdzu. Mohou
zpisobovat rizné infekce, napf. dychaci ¢i infekce ran, c¢asto v nemocni¢nim

prostredi.”)

1.2.2.2. Celed’ Pseudomonadaceae
1.2.2.2.1. Rod Pseudomonas

Pseudomonas aeruginosa se vyskytuje hojné vraznych vodach vcetné
odpadnich, v pd¢, ve stolici domécich zvifat i lidi. V Cisté vod€ se nemnozi. Ve velkém
mnozstvi miize zamotfovat nemocni¢ni prostfedi, kde s oblibou kontaminuje katétry,
infuzni roztoky, dychaci pfistroje, kloubni nahrady apod. Buiky byvaji obaleny
slizovou vrstvou, nemaji pouzdro. Je pfitomen i1 v hnisu, ktery diky jeho pfitomnosti je

zbarven do modrozelena.® ??
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Na patogenit¢ se ze strany mikroba uplatiuji jednak faktory vadzané na
bakteridlni  buniku  (extracelularni  polysacharid, slizova  vrstva, sténovy
lipopolysacharid), jednak extracelularni produkty (enzymy, toxiny, pigment).®’

Prestoze tato bakterie disponuje Sirokou fadou virulentnich faktort, vyvolava
infekci jen pii snizeni lokéalni nebo celkové odolnosti organismu (u zdravého ¢loveéka ve
zvlaste kontaminovaném prostiedi muze dojit ke kolonizaci, avSak nevznikne
onemocnéni). Podminkami vzniku onemocnéni jsou defekty fagocytdzy, rozsdhlé
popéleniny, maligni procesy (hlavné¢ leukémie), podavani cytostatik, imunosupresiv,
kortikoidi, dlouhodobé podéavani antibiotik, které umozni osidleni rezistentnimi
pseudomonadami, t€zké operativni vykony, dlouhodobé zavedeni cévnich katétrti nebo
katétri do mocovych cest, diabetes. Zavazna je infekce u nemocnych cystickou
fibrézou, kdy dychaci cesty jsou kolonizovany mukoidnimi kmeny s vysokou produkci
proteolytickych enzymi. Z povrchové kolonizace muze vzniknout systémové

onemocnéni.®)

1.2.3. Anaerobni nesporulujici bakterie
Vyskytuji se ve smisenych infekcich do 10 % a jsou pravdépodobné hlavnimi

ptivodci tzv. mitigovanych infekcei, proto je tieba pii reviznich operacich mit k dispozici

1 moZnost anaerobniho transportu odebrané¢ho materialu k mikrobiologickému vySetteni.

1.2.3.1. Rod Propionibacterium
Ptislusnici rodu jsou soucasti bézné mikroflory ktize, dutiny Ustni a nosohltanu,

gastrointestindlniho a urogenitalniho traktu. Mohou se uplatnit pii smiSenych
endogennich anaerobnich infekcich, vzacné pti sepsich. Patii k nejcastéji nalézanym
nesporulyjicim anaeroblim v klinickém materidlu. K nejvyznamnéj$im patii
Propionibacterium acnes. Je znam jako jedna zpfi€in acne juvenilis, byva vSak

izolovén i z hemokultur p¥i endokarditidach a sepsich, z katétr apod.*?
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1.2.3.2. Rod Actinomyces
Sdruzuje velmi pleomorfni mikroorganizmy tvofici dlouha vétvena vlakna

s tendenci k termindlni fragmentaci na kokovité ¢i kokobacilarni ttvary. Pro vlakna
aktinomycet je charakteristické vétveni ve tvaru Y nebo V. Splet’ vldken pfipomina
mycelium hub. Vldkna maji tendenci se rozpadat v tyCinky az koky. Aktinomycety
svym vzhledem piipominaji plisn€. Jejich sténa obsahuje druhové specificky
peptidoglykan a také mykolové kyseliny, coz je ponckud ptiblizuje k mykobakteriim.
Nélez aktinomycety v hnisu ve spoleCenstvi s jinymi bakteriemi je vzdy vysoce
podeziely a znamend zpravidla (bez ohledu na ostatni fléru), Ze jde o aktinomykdzu, i
kdyz aktinomycéta je ve smési ve vyrazné menSin€. Nejvyznamnéj$Sim druhem je
Actinomyces israelii, aktinomykézu u ¢lovéka vSak mohou vyvolat i1 dalsi druhy, jako
napt. Actinomyces naeslundii, Actinomyces odontolyticus, Actinomyces viscosus,

Actinomyces meyeri a dalsi.®

1.3. Bakteridalni biofilm

vvvvvv

existence ivota na Zemi.'" Tradiéng byly bakterie povazovany za individualni
organismy rostouci a zijici v homogenni planktonické populaci. Nicméné bakterie se
v ptirozeném prostiedi vétSinou vyskytuji pfichyceny na pevném povrchu a mezi sebou
navzajem v ochranném filmu sekretovanych polymert. Ukazuje se, ze existence
v biofilmu je pro bakterie z mnoha divodi vyhodnéjsi a ve vétSin€ prostiedi je také
zakladnim zplsobem jejich existence. Bakterie v biofilmu ziskavaji ochranou matrix
proti uc¢inku protilatek a fagocytl. Tyto ,,frustrované fagocyty‘‘ pak zpisobuji vétSinu
destrukei mékkych tkani pii chronickém zan&tu.'”

Biofilm neni homogenni, skladé se z agregatii a ¢etnych dutin. Z pozorovani a
méfeni byl vytvofen model architektury a funkce biofilmu. Bakterie jsou v ném
rozlozeny nerovnomérné, rostou v mikrokoloniich (shlucich bakterii kuzelovitého nebo
houbovitého tvaru). Mikrokolonie jsou spojeny spletitymi, vzajemné propojenymi

kanalky rozmanitého tvaru. VétSimi mikrokoloniemi kanalky prochéazeji, jsou vSak
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tenci, predstavuji jakési pory. Na povrchu je biofilm omyvéan kapalinou obsahujici
molekuly Zivin. Ta pronika i do biofilmu a pory se dostavé az do nitra mikrokolonii.”

Biofilm jediného bakteridlntho druhu ma jednodussi stavbu nez biofilm
obsahujici spolecenstvi vice druhti. V pfirozeném prostiedi je ovSem spolecenstvi vice
druhti obvyklejsi. Tloustka biofilmu zévisi na dostupnosti zivin a na tom, zda je sloZen
z jednoho bakterialniho druhu nebo vice druhti. Namétené hodnoty tloustky biofilmu
kolisaji od n&kolika aZ po stovky mikrometrii.”)

Tvorba biofilmu je komplexni proces, pficemz prvnim krokem je adheze
mikroorganismii na povrch. Jestlize pohybujici se (planktonické) bunky hladovéji,
ptichyti se svymi aktivnimi molekulami (adheziny) na néjaky pevny povrch, ktery skyta
dostatecny piisun Zivin. Adheziny mohou byt molekuly latek rizné povahy — bilkoviny,
glykopeptidy, polysacharidy. Pii pfichyceni se uplatituji i bic¢iky, fimbrie nebo curli
(novy typ fimbrii). Biofilm je elasticky a kdyz jeho elasti¢nost nestaci udrzet buiky

pohromadé, odtrhavaji se (viz Obr. 1).1% 29
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Obr. 1: Vznik a struktura biofilmu."'®

mikrokalonie

prichy ceni

Bakterialni adheze na pevné povrchy je zprosttedkovdna pomoci
elektrostatickych, van der Waalsovych a hydrofobnich interakci. Ty jsou uréeny na
zéklad¢ fyzikalné-chemickych povrchovych vlastnosti, pfedevS§im hydrofobicity a
elektrického néboje bakteridlni buriky a substratu.

Mechanizmus vzniku bakteridlniho biofilmu je nastinén v Obr. 2. Thned po
vlozeni protézy je povrch pokryt mnozstvim makromolekul nebo bun¢k (a). Upraveny
film nebo 1 Cisty povrch protézy je kolonizovan bakteriemi: vzduchem, operativné, ktzi

nebo krevni cestou (b). Nespecificka bakterialni adheze je tvofena van der Wallsovymi
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silami, kyselym prostfedim, elektrostaticky a dal§imi interakcemi (c). Biofilm je

nezvratné pfichycen k biomateridlu pifes specificky cetné vazby (hlavné adheze

molekul) (d). Zraly bakterialni biofilm je zapouzdieny v mnozstvi fibrozni tkang.”

Hif=mrris
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Obr. 2: Vznik bakterialniho biofilmu®



Po pevném pfichyceni (ireverzibilni adhezi) k povrchu zméni bakterie své
chovani, zméni se jejich fenotyp. Bakterie za¢nou produkovat do prostiedi velké
mnozstvi polysacharidu, ktery je podobny Skrobu a také méa podobné lepivé vlastnosti.
Hmotnost polysacharidu mtize byt az stokrat vétsi nez hmotnost bakteridlnich tél, jez ho
produkuji. Tato hlenova matrice obsahuje kromé polysacharidu 1 proteiny a nukleové
kyseliny. Matrice drzi buniky pohromadé¢ a vytvari leSeni, v némz se buiiky mnozi. Tvofi
se mikrokolonie. Zaroven vznikaji kandlky a jiz zminéna slozitd struktura. V husté
populaci pouzivaji bunky chemické signaly, jimiz upozornuji okolni bunky na svou
pritomnost. Signalni latky jsou jednoduché molekuly slozené z mastné kyseliny a
aminokyseliny serinu. U grampozitivnich bakterii jsou to peptidy, jeZ lze pfirovnat k
hormontim. Ridi dé&leni bun&k, a tim hustotu populace v biofilmu, a tvorbu hlenové
matrice.!'* ®

Nekteré bunky se také z mikrokolonii na urcity impulz odlucuji, ptechéazeji do
planktonického stavu (odplouvaji) a kolonizuji dalsi ¢asti povrchu. Pfi¢inou mlize byt
konkurence a netnosnost dalsi existence ve spolecenstvi. Chemické signaly vychdzejici
zbun¢k a umoziujici bunkam zjistovat existenci okolnich bunék prosté¢ dal$imu
zhustovani populace zabrani. Tento jev se oznacuje terminem ,,quorum sensing
systém“.(M)

Zdanlivé prosty jev usazovani bakteridlniho povlaku je spojen s komplikovanou
souhrou mnoha genl. Nutno ovSem fici, Ze biofilm byl vétSinou studovan u
gramnegativnich mikrobii. Je to snazsi, protoZze tyto bakterie jsou l1épe vybaveny pro
pfichyceni na povrchu. Biofilm tvofi ovSem i grampozitivni bakterie, napft. stafylokoky,
které jsou ptivodei hnisavych povrchovych i celkovych infekei. '™

Za normalnich podminek je biofilm v lidském organismu pravidelné pfitomen
jako zubni plak. Je viceméné fyziologicky, vznika pfirozené. Lze ho sice odstranit, ale
vzdy se vytvoii znovu.

Biofilm vytvofeny ve tkdnich mize byt ohniskem infekce, kterd by mohla
kdykoliv propuknout. Vytvaii se zejména v nekrotickych tkanich, ve zlu€ovych cestach,

pti infekci kostni dien€, pfi zanétu prostaty nebo pfi cystické fibroze. Zde masa slizu

produkovana zejména Pseudomonas aeruginosa a ptibuznymi bakteriemi ucpava
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dychaci cesty. Nejcastéji tvoii biofilm stafylokoky, pseudomonady, Escherichia coli,
nckdy streptokoky. Biofilm byvé pfi¢inou chronické infekce, jejiz ptiznaky nejsou tak
zietelng vyjadieny jako pii infekci akutni.!'?

Biofilm se snadno tvofi na dlouhodobé zavedenych katétrech, trachealnich
cévkach a na umélych implantatech jako jsou umélé srde¢ni chlopné, kardiostimulatory,
umélé kloubni néhrady apod."”

Nanestésti patii k zdkladni charakteristice biofilmu, Ze bunky jsou velmi odolné
k antimikrobnim latkam a dezinfekcim. Udajné jsou buiiky biofilmu vigi antibiotikéim
a tisickrat odoln&jsi nez buiiky planktonické.”

Vysvétleni zvySené rezistence se stale hleda. Jako prvni se nabizi moZnost, Ze je
difuze antibiotika snizena hustym prostfedim polysacharidové hmoty. Hraje tu roli i
sorpce, avsak antibiotikum po urcité delsi dob¢ piece jen do biofilmu pronikne. Dalsi
moznosti je, ze bunky jsou v biofilmu pfevdzné v klidovém stavu, mnozi se velmi
pomalu, hladovéji a antibiotika, ktera plisobi jen na bunky rostouci, zde netcinkuji.
Mechanismus zvysené rezistence nebyl doposud uspokojivé vysvétlen. Zatim lze tedy
pouze shrnout, ze jde o jednu zfenotypovych zmén, které jsou pro bunky

charakteristické.'®

1.4. Laboratorni metody
Pro diagnostiku infekci kloubnich nahrad se pouZzivaji tyto materialy: punktat,

tekutina z drénu, stér zkultivani rany, tkan zokoli implantitu, vyjmutd kloubni
nahrada.* "

Senzitivita mikrobiologického vySetfeni punktatu (mikroskopické i kultivacni
vySetfeni aerobni 1 anaerobni flory) je uvadéna v rozmezi 60 az 97 %. Kloubni aspirace
je vhodnd pod ultrasonografickou kontrolou. Kultivace z tekutiny z drénu nebo konce
drénu neni vzdy smérodatna a nekoreluje s etiologii.”

Peroperacni odbér ma vyznam u reoperace. Stér z operacni rany se kultivuje
aerobné i anaerobné. Doporucuje se odebirat vedle punktdtu nebo stéru vice vzorkl
tkané z okoli implantatu, a to do redukované (napft. dusikaté) atmosféry, do hermeticky

uzaviené nadoby. Je nezbytné provadst tzv. prodlouzenou desetidenni kultivaci.”
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Zdokonaleni mikrobiologického vySetieni se piedpokladd pii zavedeni
ultrazvukového odstraniovani glykokalixu v kultivaénim médiu z povrchu vyjmutych
implantatl, ¢imz by se vyznamnou mérou mél zvysit zachyt mikroorganizml
perzistujicich v biofilmu a neprokazatelnych kultivacné klasicky zpracovanymi

odbgry.* 162D

1.4.1. Kultivace
Kultivace bakterii je umélé mnozeni bakterii, které provadime na bezbunécnych

kultivaénich (zivnych) padach. Ugelem kultivace je ziskani &isté kultury mikroba z
vysetfovaného vzorku. Cista kultura je predpokladem pro usp&$nou biochemickou,

sérologickou, nebo i dali identifikaci vyp&stovaného izolatu bakterialni kultury.*®

Fyzikalné-chemické podminky kultivace:
1. Pritomnost vody — je nutnou podminkou pro vstiebavani zivin. Tuto podminku

spliuji piidy tekuté i ptidy pevné.

2. Optimalni pH — u vétSiny ptd se pH upravuje na pH 7,2 — 7.,4.

3. Izotonie kultivaéniho prostfedi — se zajiStuje pfidanim NaCl do vétSiny

kultivacnich ptd (0,5 %).

4. Optimalni plynna atmosféra — pro kultivaci aerobii a fakultativnich anaerobt je s
atmosférickou koncentraci kysliku; anaeroby vyZaduji bezkyslikaté prostredi
(anaerobni kultivace).

Anaerobni kultivace. Podminkou pro anaerobni kultivaci mikrobt je
nizky oxidoredukéni potencial kultivaéniho prostfedi, nebot u anaerobi
neprobihaji pii nevhodném redox-potencialu fosforyla¢ni reakce, které jsou
nezbytné pro ziskani energie. U striktnich anaerobt je limitujici potencial -200
mV, u méné€ narocnych anaerobll se pohybuje v rozmezi 0 az +150 mV, kdeZto

pudy pro aerobni kultivaci maji hodnotu redox-potencidlu asi +300 mV.
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Reduk¢niho prostfedi (zdporné hodnoty redox-potencidlu) dosahujeme v
tekutych a polotuhych pidéach pouzitim Cerstvé ptripravené a rychle ochlazené
pudy, nebo jejim povatenim po dobu 20 minut a rychlym ochlazenim tésn¢ pied
pouzitim, dale ptidavkem redukujicich chemickych substanci (nejcastéji
kyseliny thioglykolové nebo jeji sodné soli, cysteinu, glukozy, redukovaného
zeleza) nebo rozemleté zivocisné tkané (svalovina, jatra, mozek). Lze vyuzit i
pfidani malého mnozstvi agaru (0,1-0,3%), ktery podstatné omezuje difuzi
vzdusného kysliku do ptidy. Takto redukované tekuté a polotuhé ptidy se chrani
pied oxidaci prevrstvenim povrchu sterilnim parafinovym olejem. U pevnych
(agarovych) pid pouzivime média Cerstvé pfipravend nebo regenerovand tésné

pfed pouzitim a inkubujeme v anaerobni nadobé (anaerostatu).®

5. Optimalni teplota — pfi hodnoceni zavislosti ristu na teploté se udavaji tfi dulezité
teploty: minimalni, maximalni a optiméalni. Minimum je nejnizsi teplota, pfi
které se zastavuje rust piisluSného mikrobniho druhu, podobné maximum je
nejvyssi teplota, pfi niz se rast zastavi, ale po ochlazeni na nizsi teplotu dale
pokracuje. Optimum je pak tepelny bod, pii kterém je rychlost rastu bakterii
maximalni. Medicinsky vyznamné bakterie a vétSina moznych kontaminant patii
do skupiny mezofild, jejichz optimalni teplota je v rozmezi 30 az 40°C. Proto se
vétsinou naockované pudy v laboratofich 1ékafské mikrobiologie inkubuji pfi
teploté¢ 35°-37°C. Pii této teplot¢ ponechdvame naockované puady v
inkubéatoru (biologickém termostatu) s automatickou regulaci teploty po dobu

24 — 48 hodin az n&kolik tydnii, podle riistové intenzity mikrobniho druhu.*”

6. Naroky bakterii na Ziviny — vétSina bakterii patfi mezi mikroorganizmy
chemoheterotrofni. Ty jsou zavislé na zdrojich chemické energie a vyuzivaji
organické slou€eniny jako hlavni zdroj uhliku. Jejich pozadavky na Ziviny
spliiuji kultivacni pudy, které obsahuji razné soli, kovové ionty, cukry,

aminokyseliny, vitaminy a jiné rstové faktory. Kultivacni piida ma svym
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slozenim zajistit ziskani rastové optimalni a vzhledové charakteristické kultury

bakterii.*>

1.4.2. Sonikace
Sonikace je provadéna v ultrazvukové lazni (napt. Kraintek 25KE). Jde o bézné

modely ultrazvukovych 1azni, které jsou osazeny ultrazvukovymi generatory od firmy
KLN Ultraschall GmbH. Jedna se o fadu modelt s digitalni regulaci (moZnost nastaveni
vykonu ultrazvukového generatoru). VSechny modely maji nerezovy plast. Modely
fady KE maji elektronickou regulaci intenzity ultrazvukového pole, vykon generatort
lze odstupniovat po 10 %, takze se lze mnohem lépe pfizpisobit podminkdm daného
pokusu. Také casovac je elektronicky a lze volit automatické vypnuti v ¢ase od 0 do 90
minut. Nastavené hodnoty se kontroluji na displeji. Lze nastavit deset rGznych
programti. Nastavené i aktualni hodnoty se zobrazuji na displeji. Ohfev lazn¢ je mozny
od +30 do +80 °C.*”

Zavésné kosiky k laznim firmy Kraintek se u laboratornich van stavi na dno.
Jsou opatieny nozickami z tvrdého chemicky odolného plastu, aby nedoslo k poskrabani
dna vany. U van primyslovych jsou kose v provedeni jak s nozickami tak v zavésu.
Kose k laznim jsou celonerezové, dno tvoii nerezova sitovina s velikosti oka 7x7 mm.
Na zakazku Ize dodat kose ve specialnim provedeni potazené plastem. Toto provedeni
je nutné pii ¢isténi €i jiné praci s vyrobky s leSténym povrchem, chrani ¢isténé predméty
pred poskrabanim.?”
Teorie ¢isténi = sonikace

Obecné lze cisténi charakterizovat jako proces rozpuSténi a odstraiiovani
necistoty, po kterém ndsleduje vétSinou oplach a suSeni, pfipadné pasivace c¢i

konzervace. Cisténi rozliSujeme na meziopera¢ni a finalni.** 2"
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1.4.3. Metody pro pritkaz biofilmu
Lze rozdélit na metody genotypové a metody fenotypové, avsak ne vSechny jsou

vhodné pro mikrobiologickou praxi. Pomoci genotypovych metod se prokazuji geny
zodpovédné za adhezi mikrobidlnich bunc¢k k povrchiim nebo geny zodpovédné za
syntézu extracelularni matrix. Tyto metody vSak indikuji pouze potencialni schopnost
tvofit biofilm. Skute¢na tvorba biofilmu u vySetfovaného kmenu se prokazuje metodami

fenotypovymi."”

Genotypové metody

Pouziti molekularn€¢ biologickych metod je u vétSiny mikroorganismt
komplikovdno pomérné velkym poctem gend, které se mohou na tvorbé biofilmu
podilet. U stafylokokl se prokazuji geny extarceluldrni matrix operonu, zodpovédné za
tvorbu klicové slozky biofilmu — extracelularni polysacharidové substance, nejéastéji
pomoci PCR."” U ostatnich mikroorganizmt, napf. u kvasinek, pseumonad,
enterobakterii a enterokokll, nebyly vzhledem ke slozitosti celého procesu prokazany
geny s takovou klicovou ulohou pfii tvorbé biofilmu, jako maji napt. geny extracelularni
matrix operonu u stafylokokti. Molekularné biologické metody byvaji spiSe vyuzivany
k vyzkumnym G&elom."”
Fenotypové metody

Mezi nejcasteji pouzivané fenotypové metody patii postupy prokazujici tvorbu
biofilmu na sténé kultivatni nddoby, napt. Christensenova zkumavkova metoda,
pfipadné jeji modifikace. Také je moZzno prokdzat schopnost tvorby extracelularni
polysacharidové substance, napt. u stafylokokd pomoci kultivace na agaru s kongo
cerveni. Déle je mozno pouzit napi. mikroskopické techniky a dalsi laboratorni postupy,

jako jsou elektromigra&ni techniky."'”
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2. Cile prace a hypotéza
2.1. Cil
Cilem této bakalafské prace je zavést novou metodu pro zlepSeni diagnostiky

infekei totalnich nahrad kloubt na OLM Nemocnice Jindfichtv Hradec, a.s.

2.2. Hypotéza
Pti komplikacich spojenych snespravnou funkci ortopedické nédhrady je

vySetfovan vzorek, ve kterém nemusely byt prokazany bakterie. V takovém piipadé se
jedna o aseptickou komplikaci, ale toto miize byt i nespravna diagndza, nebot’ bakterie
se mohou ukryvat ve vrstvé biofilmu a potom je béZnymi metodami nelze prokazat.
AvSak pomoci nové metody, které napomdha ultrazvukova lazen, se biofilm
rozrusi a mohou byt odhaleny bakterie, které jsou v ném ukryty. Tim miize byt zvysen

zachyt ptvodct infektt ortopedickych nahrad.
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3. Metodika

3.1. Metodika pro vySetiovani TEP

3.1.1. Laboratorni potieby

ultrazvukova lazen 150 W /50 Hz

Jde o ultrazvukovou lazen Kraintek 25KE z produkce slovenského
vyrobce, které jsou osazeny ultrazvukovymi generatory od firmy KLN
Ultraschall GmbH. Je to fada modelt s digitalni regulaci (moZnost nastaveni
vykonu ultrazvukového generatoru), které maji nerezovy plast. Viz priloha
¢.1-4.
sterilni sklenéné dézy vhodnych rozméri s nerezovymi vicky

Viz ptiloha ¢. 5 —7.
sterilni kadinky o obsahu 250 ml a 500 ml

Kédinky jsou piekryté alobalem, aby byl zamezen pfistup bakterii po
sterilnim oSetfeni. Viz ptiloha ¢. 8.
sterilni plastové kontejnerky se Sroubovacim uzavérem nebo sterilni
zkumavky pro pfepravu materialu. Viz ptiloha €. 10.
25 % Ringeritv roztok, aqua pro inj.

Témito tekutinami jsou plnény dozy a kadinky, ve kterych jsou materialy
vySetfovany.
sterilni destilovana voda

Vodou se plni ultrazvukova lazen dle navodu. Viz ptiloha ¢. 11.
kultiva¢ni média
1. krevniagar¢.3ac. 4

Samotny agar je suSena hydrofilni substance ziskana z moiské fasy (4gar
agar). Pfidava se v 1,5 aZz 5 % koncentraci do pud k jejich zpevnéni. Ve vodném
prostiedi piipravovaného média znovu vaze vodu (bobtnd), ziskand rosolovita
hmota se pti 100° > C rozvafi a tuhne mezi 25 — 60°C. Riizné druhy peptont,

agaru a extraktii jsou komeréné dostupné.
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2. agar pro kultivaci anaerobnich mikrobi

Bézné tekuté pomnozovaci piidy pro anaeroby jsou vychodiskem
pro piipravu pevnych pud. Je to napiiklad VL — bujon (VL je odvozeno
z francouzského vyrazu ,viande-levure”, tj. ,,maso-kvasni¢ny“) nebo
Schaedler bujon. Vyznacuji se nizkym oxidoredukénim potencidlem. To se
dociluje mimo jiné jejich obohacenim o redukujici latky, jako jsou hemin a
cystein apod. Vyskytuje se i pevné agarové verzi..
3. selektivni média

Selektivni pomnoZovaci pudy jsou tekutd média, obsahujici
inhibi¢ni slozku(y), ktera(¢) inhibuje(i) v mnoZeni nezddouci skupiny
bakterii a pfitom umoznuje(i) rast hledané skupin€¢ mikrobii nebo piimo
bakterialnimu rodu ¢i druhu.
4. agar pro mykologickou kultivaci

Mykologické piidy jsou specidlni pidy tekuté 1 pevné — k
nejznaméjSim patii Sabouraudova pida, jedna se o selektivni pidu pro
houby, obsahuje pepton, agar a cukry (glukdézu nebo maltézu) s pH 5,0. Dale
to mohou byt Zapek-Dox, kvasnicovy agar, Littmanova pida a mycose agar.
Inkubuji se po dobu 10 — 30 dnl pfi teploté¢ 25°C. (Eventualné dalsi dle
pokynt 1ékate.)

e sterilni pomucky (rukavice, niizky, pinzeta, §pic¢ky)
e automaticka pipeta

e tiepacka

3.1.2. Typy materiali dodavanych k vySetieni

e pevné komponenty endoprotézy, viz ptiloha ¢.12 — 29.
e tkan, popf. tekutina z bezprostiedniho okoli endoprotézy

e stér a aspirat z operacni rany
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3.1.3. Odbér a transport
Odbér je tfeba provadét pred nasazenim ATB terapie.

e Pevné komponenty endoprotézy
Vsechny komponenty endoprotézy jsou po vyjmuti na opera¢nim sale ulozené separatné
do sterilnich rukavic a v anaerobnim vélci v mikroaerofilni az anaerobni atmosféie

dodany, co nejrychleji do laboratote. Viz ptiloha €. 9.

e Tkar, popi. tekutina z bezprostiedniho okoli endoprotézy
Jsou odebrany standardnim zpisobem do sterilniho plastového kontejnerku se
Sroubovacim uzavérem nebo do sterilni zkumavky a jsou dodany co nejrychleji do

laboratote, soucasné s pevnymi komponenty endoprotézy v anaerobnim valci.

e Stér a aspirdt
Jsou odebrany standardnim zplisobem na tampon zanofeny ve Stuartové mediu a aspirat
do anaerobniho transportniho systému v injekéni stfikacce pro rutinni aerobni a

anaerobni kultivaci a dodany co nejrychleji do laboratote.

3.1.4. Pracovni postup

e Pevné komponenty endoprotézy

Pied zahajenim prace vydezinfikujeme UV lazen a naplnime vanu lazné sterilni
destilovanou vodou po dno zavésného kosiku lazné.

Z anaerobniho valce vyjmeme steriln¢ komponenty endoprotézy a vlozime do
sterilnich sklenénych nadob se 100ml 25% Ringerova roztoku (diik do podélné
sklenéné dozy, acetabulum do kadinky), nddoby zakryjeme ihned sterilnimi vicky nebo
sterilnim alobalem. Takto pfipravené nadoby umistime do zdvésného kosiku UV lazné¢.
Do vany UV lazn€ doplnime opatrné sterilni destilovanou vodu do vySe hladiny
Ringerova roztoku ve sklenénych nadobach. Viz ptiloha ¢. 30 —31.

UV lazen zapneme na 5 minut bez nastaveni teploty. Po sonikaci odebirame

sterilné zroztoku v jednotlivych nadobach automatickou pipetou po 0,5 ml a
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inokulujeme tuhd media tak, Ze inokulum na tuhych ptdach nerozockovavame, pouze
rozlijeme po povrchu agaru.
Bujon dale vyockovavame 7. a 14. den inkubace na pevné pudy a ty inkubujeme

v 35 —37 °C po dobu 48 — 72 hodin.

e Tkai, popi. tekutina z bezprostiedniho okoli endoprotézy
Ke tkani pfidame 5 ml 25 % Ringerova roztoku a homogenizujeme 3 minuty na
ttepacce (1000 kmith).
Po homogenizaci odebirdme sterilné z roztoku po 0,5ml a postupné inokulujeme
tuhd a tekutd media.
Bujon dale vyockovavame 7. a 14. den inkubace na pevné ptdy a ty inkubujeme

v 35—37 °C po dobu 48 — 72 hodin.

e Stér a aspirat
Naockujeme po dodani do laboratofe na sadu pevnych ptid a do bujénu. Bujon
dale vyockovavame 7. a 14. den inkubace na pevné pidy a ty inkubujeme v 35 — 37 °C

po dobu 48 — 72 hodin.

3.1.5. Inkubace a odecitani

1. Inkubace se provadi pti 35 — 37 °C aerobné a anaerobné.
2. Primarné naockované pevné pudy odecitame 1. az 7. den.
3. 8. —10.dena 15. —17. den od zacatku kultivace jest¢ odeCitame pevné pidy, na

které byly vyockovany bujony.

3.1.6. Identifikace
1. Mikroskopicky v barveni dle Grama.

2. Orientacni identifikace izolovanych mikroorganizmti probiha pomoci
jednoduchych testii, podrobnd identifikace izolovanych mikroorganizmi podle

pokynt odecitajiciho 1ékafe pomoci biochemickych fad a aglutinacnich sér,
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eventualné pomoci komercné¢ vyrabénych identifikacnich sad, napf.

LACHEMA, REMEL, latexové ID testy riznych vyrobct atd.

3.1.7. Stanoveni rezistence k AML
[zolovany mikroorganizmus testujeme vzdy difuzni diskovou metodou, sadu

ATB vybirame dle pokynt odecitajiciho l€kare. Dle pokynu odecitajiciho 1ékare
ptipadné déle testujeme 1 MIC.

Vzhledem k dlouhodobé kultivaci je nezbytné nutnd dasledna kontrola sterility

pouzivanych kultivacnich médii.
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4. Vysledky
Do roku 2008 byly v Nemocnici Jindfichtiv Hradec, a.s. na Odd¢leni 1ékarské

mikrobiologie pro prikaz septickych komplikaci kloubnich néhrad pouzivany
standardné metody kultivacniho vySetfovani tkan¢, popf. tekutiny z bezprostiedniho

okoli endoprotézy, dale stér z rany a aspirat (viz Tab.1, Graf 1).

Tab. 1: Zachyt bakterii standardné pouzivanymi metodami od 1. 1. do 31. 12. 2007

Etiologické agens Absolutni pocet Material
Staphylococcus coagulasa negat. 16 PUKO, SHLF, SKYC, VRAN
PUKL, PUKO, PURA, VRAN,
Staphylococcus aureus 14 VYPO
PUKO, SKKL, SKYC, VRAN,
Streptococcus viridans 6 VYPO
MRSA 3 SKUZ, VRAN
Enterococcus faecalis 2 SKUZ
Staphylococcus saprophyticus 1 VRAN
Staphylococcus epidermidis 1 VRAN
Streptococcus agalactiae 1 VRAN
Group- C Streptococcus 1 VRAN
Clostridium perfringens 1 VRAN
Corynebacterium sp. 1 VRAN
Corynebacterium urealyticum 1 VRAN
Enterobacter cloacae 1 VRAN
Peptococcus sp. 1 VRAN
Peptostreptococcus sp. 1 VRAN
Celkem 51

Zdroj: Vlastni vyzkum

Tab. 1 znédzoriiuje absolutni pocet vyskytujicich se bakterii, které byly nalezeny za rok
2007 pfi pouziti standardné pouzivanych metod. Celkem bylo zpracovano 51 vzorkd,
které byly odebrany pfti ortopedickych zékrocich, a to napt. punktat kloubni (PUKL),
punktat kloubni z kolena (PUKO), punktat kloubni zramene (PURA), dale stér z
hlavice femuru (SHFL), stér z kolenniho kloubu (SKKL), stér z klize (SKUZ), stér
z kyc€le (SKYC), vytér z rany (VRAN) nebo vypotek (VYPO).
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Graf 1 znazoriiuje procentudlni vyskyt jednotlivych bakterii u souboru 51 pacientti, kteii
byli vySetfovani standardné¢ pouzivanymi metodami. Nejcastéji se vyskytuji dale
uvedena etiologicka agens: koagulaza-negativni Staphylococcus v 31%, Staphylococcus
aureus v 27 %, Streptococcus viridans ve 12 %, MRSA (Methicilin rezistentni
Staphylococcus aureus) v 6 %, Enterococcus faecalis ve 4 % . Ostatni se vyskytovala
po 2%, napft. Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus
agalactiae, Group-C Streptococcus, Clostridium perfringens, Corynebacterium sp.,
Corynebacterium  urealyticum,  Enterobacter  cloacae,  Peptococcus  sp.,

Peptostreptococcus sp.

Peptostreptococcus sp.
Peptococcus sp.
Enterobacter cloacae
Corynebacterium urealyticum
Corynebacterium sp.
Clostridium perfringens
Group C Streptococcus
Streptococcus agalactiae
Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus saprophyticus

Enterococcus faecalis

MRSA

Streptococcus viridans

Staphylococcus aureus

Staphylococcus coagulasa negat.

I I I I I |
0% 5% 10% 15% 20% 25% 30% 35%

Graf 1: Vyskyt jednotlivych agens
Zdroj: Vlastni vyzkum
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Pro zlepSeni diagnostiky jsme zavedli novou metodu s vyuzitim sonikace, ktera
pomoci ultrazvuku rozvolni biofilm, a tim je mozno lépe prokazat vyskyt bakterialnich
puvodct kloubnich ndhrad.

Tato metoda je zaloZzena na pfimém vySetfeni vyjmutych kloubnich nahrad —
endoprotéz pfi tzv. reoperaci. Reoperace je ojedin€la, a proto nebylo mozné ziskat tyto
nahrady v dobé vymezené pro tuto praci (viz Graf 2, 3, 4). Proto se v zdvéru odkazuji na

mezioborové seminaie Treboni 2007 a Ttebon 2008.

Graf 2 zndzornuje soubor 51 pacientll, z kterych bylo 37 muzii a 14 Zen, kterym byl
odebran vzorek z operacni rany po ortopedickém zakroku. Primérny vék u muzi byl 54

let au zen 73 let.

Zeny

Muzi

Graf 2: Pocet vzorki od jednotlivych pohlavi
Zdroj: Vlastni vyzkum
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Graf 3 znazorfiuje srovnani poc¢tu operaci vymeén kloubti s operacemi infekéni TEP a
s reoperaci TEP. Dohromady prob&hlo 232 operaci, pti nichZz byl vyménén kloub za
kloubni nahradu, z toho bylo 100 kycelnich kloubi, 80 kolennich kloubii, 10 ramennich
kloubti, 3 drobné klouby prsti, 2 hlezenni klouby, 2 loketni klouby a 35
cervikokapitalnich kloubli pfi zlomeniné¢ femoralniho krc¢ku. Dale jsou v grafu
vyznaceny operace infikovanych totalnich kloubnich néhrad, které byly za rok 2007 jen
2, a to kolenniho kloubu. A v neposledni fad¢ jsou zde znazornény reoperace totalnich
kloubnich nahrad, kterych se v roce 2007 udélalo celkem 14, pfic¢emz se jednalo o 12

kycelnich kloubti a o 2 kolenni klouby.

@ Reoperace TEP
O Infekce TEP
B Vyména kloubu

Cervikokapitalni kloub

Loketni kloub

Hlezenni kloub

Drobné klouby prstu

Ramenni kloub

Kolenni kloub

Ky¢elni kloub

1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Graf 3: Operace TEP za rok 2007
Zdroj: Vlastni vyzkum
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Graf 4 znazoriiuje operace, pii kterych byl vyménén kloub do kvétna 2007, a to ve
¢tyfech operacich. Z toho 3 kycelni klouby a jeden kolenni kloub. V grafu je zminéna
jedna operace infikované totalni kloubni nahrady, a to kolenniho kloubu, provedena do
kvétna 2008. Dale je zde plan operaci vymeén kloubu, ktery je dan od pojistovny, kterd
tyto vykony proplaci.

B Naplanované operace

@ Infekce TEP
O Vymény kloubu

Cervikokapitalni kloub

Loketni kloub
Hlezenni kloub

Drobné klouby prstt

Ramenni kloub

Kolenni kloub

Kycelni kloub

0 20 40 60 80 100 120 140
Graf 4: Operace TEP za rok 2008
Zdroj: Vlastni vyzkum

Na mezioborovych seminafich Tiebonn 2007 a Tiebonn 2008 referovala
MUDr. Eliska Bébrova o dlouhodobych vysledcich mikrobiologickych vysetfovani
suspektnich infektt kloubnich néhrad, kdy metodikou s pouzitim ultrazvuku zpracovali
vzorky od pacientl s diagnozou aseptické uvolnéni kloubti, u nichz nebyly evidovany
projevy celkové ani lokalni infekce a s odstupem byla u nich potom provedena

reimplantace kloubu.?

Z obou prispévkii jednozna¢né vyplynulo, Ze:
o relativné vysoké procento pozitivnich kultivaci bakteridlnich kment
izolovanych z vynatych endoprotéz od pacienti s diagndézou aseptického

uvolnéni kloubt, u nichZ nebyly evidovany projevy celkové ani lokdlni infekce,
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pri pouZiti popsané sonikaéni metody a prakticky negativni vysledky ze
standardné zpracovanych vzorki nasvédcuji tomu, Ze metodika s pouzitim
ultrazvuku umoziiuje zdokonaleni detekce infekénich agens, ktera mohou
byt nasledné pti¢inou komplikaci po reimplantacich kloubnich nahrad

e jec tedy jednoznaéné vysSi zachyt po sonikaci a rozruseni biofilmu nez pied
sonikaci

e zachycené kmeny odpovidaji literarnim udajim o nejcastéjSich ptivodcich,
ktefi zminéné komplikace vyvolavaji

e nilezy koaguliza-negativnich stafylokokii jsou spojeny spiSe s aseptickym
uvolnénim kloubnich nahrad, zatim co nalezy Staphylococcus aureus jsou

obvykle spojené se septickym uvolnénim
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5. Diskuze
Infekce kloubnich nahrad a tim 1 jejich diagnostika je velmi obtizna, ale v dnesni

dobé se timto problémem zabyva ¢im dal vice odborniki, nejen z fad mikrobiologl a
ortopedi, ale i mnoho dalsich. O této problematice probé¢hla fada prezentaci, mimo jiné
1 na mezioborovych semindfich v Tieboni v letech 2007 a 2008, dale se tato
problematika prezentovala na konferenci o septickych komplikacich v ortopedii v
Ceskych Budgjovicich v roce 2006.

My jsme se zaméfili na zvySeni zachytu infekéniho agens pii komplikacich
kloubnich ndhrad zavedenim novych metod. Z Tab. 1 je zfejmé, ze pomoci standardné
pouzivanych metod bylo zachyceno z celkového poctu 51 vzorki 31 % koagulaza-
negativni Staphylococcus, 27 % Staphylococcus aureus, 12 % Streptococcus viridans, 6
% Methicilin rezistentni Staphylococcus aureus, 4 % Enterococcus faecalis a ostatni se
vyskytovaly po 2 % jako byly Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus
epidermidis, Streptococcus agalanctiae, Group-C  Streptococcus, Clostridium
perfringens, Corynebacterium sp., Corynebacterium urealyticum, Enterobacter cloacae,
Peptococcus sp., Peptostreptococcus sp.

Z nedostatku materidlu a diky ojediné€losti operace na vyménu endoprotézy, jak
je zfejmé z Grafu 3 (znazornuje pocet operaci infikovanych totalnich kloubnich néhrad,
které byly za rok 2007 jen 2, a to kolenniho kloubu, a reoperace totdlnich kloubnich
nahrad, kterych se v roce 2007 udélalo celkem 14, z toho 12 kycelnich kloubi a 2
kolenni klouby), nemohla byt zavedena metodika v dob& zpracovani této bakalarské
prace ovétena praxi. Proto odkazuji na mezioborové seminate Ttebon 2007 a Trebon
2008, kde referovala MUDr. Eliska Bébrova (prace provadénd tymem Bébrova,
Pilnagek v Oblastni nemocnici Kladno, a.s.; zatim nepublikovano®") o dlouhodobych
vysledcich mikrobiologickych vySetfovani suspektnich infektd kloubnich nahrad. Se
zaméfenim na metodiku s pouzitim ultrazvuku zpracovali vzorky od pacientt
s diagnozou aseptického uvolnéni kloubtli, u nichz nebyly evidovany projevy celkové
ani lokalni infekce, s odstupem byla u nich potom provedena reimplantace kloubu.

Z téchto sdéleni jednoznacné vyplynulo relativné vysoké procento pozitivnich

kultivaci bakteridlnich kmend izolovanych z vynatych endoprotéz od pacienti
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s diagnozou aseptického uvolnéni kloubl. Ptfi pouziti popsané sonikacni metody,
prakticky negativni vysledky ze standardné zpracovanych vzorkli nasvédcuji tomu, ze
metodika s pouzitim ultrazvuku umoznuje zdokonaleni detekce infekénich agens, ktera
mohou byt nasledné pti¢inou komplikaci. Je tedy jednoznaéné vyssi zachyt po sonikaci
a rozruSeni biofilmu, nez prfed sonikaci. Zachycené kmeny odpovidaji udajim o
nejcastéjSich piivodcich, ktefi zminéné komplikace vyvoldvaji, zndmym ze starSich
studii. Nalezy koaguldza-negativnich stafylokokl jsou spojeny spiSe s aseptickym
uvolnénim kloubnich ndhrad, zatimco nalezy Staphylococcus aureus jsou obvykle
spojené¢ se septickym uvolnénim.

Z celé tady publikaci také vyplyva, Ze diky sonikaéni metod¢, kterd rozrusuje
biofilm z povrchu implantatu, je zvySend senzitivita kultivace, pfi které se vykultivuje
Sirsi spektrum bakterii, které bylo ukryto pod povrchem biofilmu (napt. prace M.
Tunney®” ?Y). Dale se shoduji vysledky i z praci L. L. Nguyen, kde autor zmifiuje
pouziti ultrazvuku k rozvolnéni biofilmu a kde také dochazi k zavéru, Ze se u asepticky
diagnostikovanych komplikaci kloubnich nahrad vyskytuje mnozstvi bakterii.'®
Predevsim uvadi bakterie koaguldza-negativni Staphylococcus a Staphylococcus

aureus.
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6. Zavér

Cilem této bakalaiské prace bylo zavést novou metodu pro zlepseni diagnostiky
infekci totalnich nahrad kloubt na OLM Nemocnice Jindfichtiv Hradec a.s.

Pro zlepSeni diagnostiky byla zavedena nova metoda sonikace, kterd za pomoci
ultrazvuku rozvolni biofilm a tim je mozné 1épe prokazat vyskyt bakteridlnich ptivodct
kloubnich nahrad.

Jelikoz byla tato metoda zavedena v nemocnici v Jindfichov€é Hradci aZ na
pocatku roku 2008, nebylo mozné ji vyzkouSet pfimo na vyoperovanych kloubnich
nahradach. K vyuziti metody sonikace kloubni nahrady je nutno vyjmout endoprotézu
z téla, coz je ovSem piipad ojedin€lé reoperace (viz Graf 3, 4).

Metoda byla v praxi nacvicena pouze na diive vyjmutych demonstracnich
nahradach, ale ovéfena v praxi bude zvySe uvedenych technickych divodid az
v nasledujicich mésicich. Predpokladame, ze nase praktické vysledky potvrdi vysledky
sdélené na mezioborovych seminafich Trebonn 2007 a Ttrebon 2008, kde referovala o
dlouhodobych vysledcich mikrobiologickych vysetfovani suspektnich infektd kloubnich
nahrad MUDr. Eliska Bébrova (Bébrova, Pilnac¢ek-Kladno), a vysledky publikované ve

starSich studiich (viz vySe v textu prace).

S Oddélenim 1ékatské mikrobiologie Nemocnice Jindfichiiv Hradec, a.s. budu i
nadale pokracovat ve spolupraci na této problematice a vysledky budeme v budoucnu

publikovat (po 1 — 2 letech, podle poctu zpracovanych vzorki).
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8. Kli¢ova slova

e kloubni nahrady

e reimplantat

¢ infekéni komplikace
e biofilm

e Dbakterie

e ultrazvukova lazen

e kultivace
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9. Prilohy

9.1. Seznam piiloh

Ptiloha €.
Ptiloha ¢.
Ptiloha ¢.
Ptiloha ¢.
Ptiloha ¢.
Ptiloha ¢.
Ptiloha ¢.
Ptiloha ¢.
Ptiloha €.
Ptiloha ¢.
Ptiloha ¢.
Ptiloha ¢.
Ptiloha €.
Ptiloha ¢.
Ptiloha ¢.
Ptiloha ¢.
Ptiloha €.
Ptiloha ¢.
Ptiloha ¢.
Ptiloha ¢.
Ptiloha €.
Ptiloha ¢.
Ptiloha ¢.
Ptiloha ¢.
Ptiloha ¢.
Ptiloha €.

Ptiloha ¢.

1 Ultrazvukova lazen Kraintek 25 KE

2 Ultrazvukova lazen Kraintek 25 KE

3 Digitalni regulace ultrazvukové lazné

4 Kosik v ultrazvukové lazni

5 Sklenéna do6za s nerezovym vikem a s kolennimi komponenty

6 Sklenéna do6za s nerezovym vikem a s kolennimi komponenty

7 Sklenéna doza s nerezovym vikem a s kycelnimi komponenty

8 Sterilni kadinky

9 Sterilni plastové kontejnerky s kloubnimi ndhradami v rukavicich

10 Sterilni plastové kontejnerky se Sroubovacim uzavérem

11 Hladina destilované vody v ultrazvukové 1azni

12 Oxford unipartmentéalni nahrada kolena (BIOMET CZ, s.r.0.)

13 Totalni nahrada kolenniho kloubu (Beznoska s.r.o0., Kladno)

14 Totélni ndhrada kolenniho kloubu (Beznoska s.r.0., Kladno)

15 AGC-RTG zobrazeni nadhrady (BIOMET CZ, s.r.0.)

16 AGC-RTG zobrazeni nahrady (BIOMET CZ, s.1.0.)

17 AGC tibidlni komponent (BIOMET CZ, s.r.0.)

18 AGC tibialni komponent (BIOMET CZ, s.r.0.)

19 AGC femoralni komponent (BIOMET CZ, s.r.0.)

20 AGC femoralni komponent (BIOMET CZ, s.r.0.)

21 Komponent pro femur (Beznoska s.r.0., Kladno)

22 Dual Articular 2000 revizni nahrada kolen. kloubu (BIOMET CZ, s.r.0.)
23 Jamka ky¢elniho kloubu standard-cementované (Beznoska s.r.0., Kladno)
24 Miiller cementovana acetabularni nahrada (BIOMET CZ, s.r.0.)

25 Zarezova necementovana acetabularni ndhrada (BIOMET CZ, s.r.0.)
26 Kovova hlavicka (BIOMET CZ, s.r.0.)

27 Keramicka hlavicka (BIOMET CZ, s.r.0.)
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Ptiloha ¢. 28 BiMetric femoralni komponent (BIOMET CZ, s.t1.0.)

Ptiloha €. 29 Endoprotéza cervikokapitalni kycel. kloubu cementovana (Beznoska s.r.o.,
Kladno)

Ptiloha €. 30 Do6za v ultrazvukové lazni

Piiloha €. 31 Do6za s ndhradami v ultrazvukové lazni
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Priloha &. 1 Ultrazvukova lazen Kraintek 25 KE

Priloha é. 2 Ultrazvukova lazen Kraintek 25 KE



Piiloha €. 3 Digitalni regulace ultrazvukové lazné
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Priloha &. 4 Kosik v ultrazvukové lazni



Piiloha ¢. 5 Sklenéna doza s nerezovym vikem a s kolennimi komponenty

- — _: ) p. , h
Priloha €. 6 Sklenéna doza s nerezovym vikem a s kolennimi komponenty



Piiloha ¢. 7 Sklenéna ddza s nerezovym vikem a s ky¢elnimi komponenty

Priloha ¢. 8 Sterilni kadinky



Piiloha ¢. 9 Sterilni plastové kontejnerky Piiloha €. 10 Sterilni plastové kontejnerky se
s kloubnimi ndhradami v rukavicich Sroubovacim uzavérem

Priloha ¢. 11 Hladina destilované vody v ultrazvukové 1azni



Priloha €. 13 Totalni nahrada kolenniho kloubu Pf'iloh ¢ 14 Toélni néahrada kolenniho kloubu
(Beznoska s.r.o., Kladno) (Beznoska s.r.o., Kladno)

Piiloha ¢. 15 AGC-RTG zobrazeni nahrady Priloha €. 16 AGC-RTG zobrazeni nadhrady
(BIOMET CZ, s.1.0.) (BIOMET CZ, s.1.0.)



Priloha €. 17 AGC tibidlni komponent Piiloha ¢. 18 AGC tibialni komponent
(BIOMET CZ, s.r.0.) (BIOMET CZ, s.r.0.)

Piiloha ¢. 19 AGC femoralni komponent Piiloha €. 20 AGC femoralni komponent
(BIOMET CZ, s.r.0.) (BIOMET CZ, s.r.0.)

Priloha €. 21 Komponent pro femur Priloha €. 22 Dual Articular 2000 revizni nahrada
(Beznoska s.r.o., Kladno) kolen. kloubu (BIOMET CZ, s.r.0.)



Piiloha €. 23 Jamka kycelniho kloubu Piiloha ¢. 24 Miiller cementovana acetabularni
standard-cementovana nahrada (BIOMET CZ, s.r.0.)
(Beznoska s.r.o., Kladno)

Priloha &. 25 Zafezova necementovana
acetabularni nahrada
(BIOMET CZ, s.r.0.)

Priloha €. 26 Kovova hlavicka Priloha €. 27 Keramicka hlavicka
(BIOMET CZ, s.1.0.) (BIOMET CZ, s.r.0.)



Ptiloha ¢. 29 Endoprotéza cervikokapitalni kycel. kloubu cementovana (Beznoska s.r.o0., Kladno)



Piiloha & 30 Déza v ultrazvukové lazni
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Priloha ¢&. 31 D6za s ndhradami v ultrazvukové 1azni
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