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Vliv lipofosfonoxinu na inhibici bakterialni
kolonizace kostnich cementu

Vecefova R.', Bogdanova K.', Rejman D.%, Gallo J.3, KolaF M.!

Ustav mikrobiologie LF UP v Olomouci
2Ustav organické chemie a biochemie AV CR v.v.i.
*Ortopedicka klinika FNOL a LF UP v Olomouci

Cil prace: Cilem prace bylo stanoveni schopnosti lipofos-
fonoxinu DR5026 inhibovat tvorbu bakteridlniho biofilmu
na povrchu kostniho cementu a posoudit moznost vyvoje
bakterialnf rezistence.

Materidl a metodika: Kostni cement (Hi-Fatigue Bone
Cement 2x 40, aap Biomaterials GmbH, Germany) byl po-
lymerizovan s lipofosfonoxinem DR5026. \/zorky cement(
byly kultivovény s bakteridInf suspenzi Staphylococcus epi-
dermidis CCM7221 o hustoté inokula 106 CFU/ml. Po inkubaci
3, 24 a 48 hodin pfi 35 °C byl vyhodnocen pocet bakterif
adherovanych na vzorku a byla stanovena jejich rlstova
kiivka. Kmeny Staphylococcus aureus, Enterococcus fae-
calis, Pseudomonas aeruginosa a Streptococcus agalactiae
byly ve 14 cyklech vystaveny subinhibi¢nim koncentracim
DR5026 a byly sledovany minimalni inhibi¢ni koncentrace
(MIC).

Vysledky: Po 3 hodinach kultivace v bakteridlinim inokulu
o inicidlni koncentraci 106 CFU/ml byl pocet izolovanych

ABSTRACT

Vecefova R., Bogdanova K., Rejman D., Gallo J., KolaF
M.: Effect of lipophosphonoxins on inhibition of bacterial
colonization of bone cements

Objective: The study aimed at determining the ability of
lipophosphonoxin DR5026 to inhibit the formation of bacterial
biofilm on the bone cement surface and assessing potential
development of bacterial resistance.

Material and methods: Bone cement (Hi-Fatigue Bone
Cement 2x40, aap Biomaterials GmbH, Germany) was
polymerized with lipophosphonoxin DR5026. Cement sam-
ples were cultured using bacterial suspension containing
Staphylococcus epidermidis CCM7221 at an inoculum density
of 10° CFU/mL. After three, 24, and 48 hours of incubation
at 35 °C, the number of bacteria adhered to the sample was
measured and their growth curve was plotted. In 14 cycles,
strains of Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Pseudomonas aeruginosa, and Streptococcus agalactiae
were exposed to subinhibitory concentrations of DR5026
and the minimum inhibitory concentrations (MICs) were
determined.

kolonii z cementového vzorku s DR5026 o 2 rady nizsi nez
z kontrolniho cementového vzorku. Po 24 a 48 hodinach
inkubace zlstavad pocet CFU u osetfeného cementu 50,
zatimco z kontrolnich cementd bylo vykultivovano 102 CFU.
Pri sestaveni rdstovych krivek bakterii adherovanych na
cementech je patrny inhibi¢ni vliv lipofosfonoxinu na jejich
rdst a mnozeni, zvlasté po 48 hodinach. Po 14 cyklech
opakované expozice subinhibi¢nim koncentracim DR5026
nedoslo u testovanych kmend k navyseni MIC.

Zaveér: Byl prokdzan antibakteriadlni uc¢inek lipofosfonoxi-
nu DR5026 ve vazbé na kostni cement a inhibice tvorby
bakteridlniho biofilmu. Opakované vystaveni testovanych
bakterii subinhibi¢nim koncentracim pouzitého lipofosfo-
noxinu nevedlo k indukci rezistence, respektive ke zvyseni
MIC.

KLiCOVA SLOVA:

kostni cement - infekce kloubnich ndhrad - lipofosfonoxiny

- antibakteridlni uc¢inek - biofilm

Results: After three hours of culture in the bacterial inoculum
with an initial concentration of 106 CFU/mL, the number of
colonies isolated from the cement sample treated with DR5026
was smaller by two orders of magnitude when compared to
a control cement sample. After 24 and 48 hours of incubation,
the number of CFU remained at 50 in the treated cement,
whereas 10° CFU were cultured from control cement samples.
The plotted growth curves for bacteria adhered to cements
clearly showed the inhibitory effect of lipophosphonoxin on their
growth and multiplication, particularly after 48 hours. Following
14 cycles of repeated exposure to subinhibitory concentrations
of DR5026, no increase in MICs was noted in the tested strains.
Conclusion: Lipophosphonoxin DR5026 used to treat bone
cement was found to have antibacterial effects and to inhibit
the formation of bacterial biofilm. Repeated exposure of the
tested bacteria to subinhibitory concentrations of the above
lipophosphonoxin did not induce their resistance or increase
their MICs.

KEYWORDS:
bone cement - joint replacement infections - lipophospho-
noxins - antibacterial effect - biofilm
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Jako kostni cement se v ortopedii oznacuje polymetylme-
takrylat (PMMA), ktery vznika polymerizacni reakei po
smichani praskové smési PMMA a tekutého monomeru.
V ortopedickeé praxi je vyuzivan jiz pfes 60 let v riiznych
indikacich. PouZiva se bézné k fixaci kloubnich nahrad,
pti terapii kostnich nadord, kostnich a kloubnich infek-
ci. Z biomechanického hlediska je dtlezitd ptedevsim
pevnost tohoto materialu v kompresi. Pfilécbé infekci je
vyznamnd schopnost PMMA absorbovat a poté postupné
uvoliiovat antibiotika.

Infekce kloubni nahrady (IKN) je jednou z nejcastéjsich cas-
nych komplikaci endoprotetiky. Odhaduje se, Ze postihuje
1-5 % vSech pacientl po primarni endoprotéze, u reoperaci
je pravdépodobnost vzniku IKN jesté vyssi [24]. Typicky se
manifestuje v pribéhu 3-12 mésicti od operace. V posledni
dobé se objevuji prace poukazujici na vyssi incidenci, nez
se uvadélo dfive [31]. IKN predstavuje zdvazny problém
nejen v kontextu dopadu na pacienta, ale také v souvislosti
s vysokou finan¢ni naro¢nosti 1é¢by [9]. Vznik IKN je mul-
tifaktoridlni, ackoliv ke kontaminaci riny dojde nejc¢astéji
na operacnim sdle. Vyznamnou roli hraje celkovy stav
hostitele (napt. stavimunity, pfedchozi infekce, diabetes
mellitus) a pfedevsim jeho imunitniho systému, ktery se
zfejmé u pacientt s IKN neni schopen ubranit bakterialni
expozici spojené s operacnim vykonem. DtleZitou roli
sehravaji vlastnosti ptivodce, virulence, citlivost k anti-
mikrobidlnim latkam a schopnost adherovat na cizorodé
povrchy [9, 27]. Na povrchu kostnich cementt vytvari bak-
terie celkem snadno biofilm, v némz adheruji k povrchu
a produkuji polysacharidovou hmotu, ktera je obklopuje.
Vznikaji sloZité struktury pfipominajici tkané vyssich or-
ganismtl. Bakterie v biofilmu jsou chranény proti zasahtim
imunitniho systému hostitele a rovnéz jsou odolnéjsi k an-
tibiotické 1écbé nez planktonické buriky [30]. Standardni
antibiotickd 1é¢ba t¢inna pii ostatnich infekcich, jako
jsou napi. pneumonie, pii lécbé IKN selhava. Nejcastéji
izolované agens u IKN jsou stafylokoky a streptokoky (27,
20]. Tande ve své prehledové praci hodnotici celkem 2 435
pripadii IKN uvadi vyskyt grampozitivnich bakteridlnich
plvodci v 69 % (Staphylococcus aureus 27 %, koagulaza nega-
tivni Staphylococcus sp. 27 %, Streptococcus sp. 8 %, Enterococcus
sp. 3 %, Propionibacterium acnes 4 %), gramnegativni tycky
byly zachyceny v 9 %, polymikrobidlni infekce v 15 %. [24].
Velmi podobnou strukturu bakterialnich ptivodcti uvadi
ijini autoti [10, 19].

Nejlepsi strategii v boji s bakteridlni IKN zlistava preven-
ce. Jednim z nejefektivnéjsich postupti je kombinovat
celkové a lokalni podani antibiotika v kostnim cementu.
Kostni cement s navazanou antibakterialni ldtkou si v§ak
musi mimo vlastni antibakterialni aktivitu zachovat
mechanickou odolnost a biokompatibilitu. MnozZstvi
ptidané antimikrobidlni susbstance je tedy limitovano.
Vyhodou cementti kombinovanych s antibiotiky je do-
sazeni vysoké lokdlni koncentrace antibiotika bez rizika
celkovych komplikaci a toxicity, cehoz nelze dosahnout
prisystémové aplikaci [4]. V praxi se pro prevenci a tera-
pii infekci muskoskeletdrniho aparatu pouziva naptiklad
kostni cement obohaceny gentamicinem (PalacosR + G,
Hi-Fatigue G, Cemex Genta aj.), erytromycinem a kolis-
tinem (Simplex PE + C), vankomycinem a gentamicinem
(Vankogen X) nebo klindamycinem (Copal) [8].
Moznym rizikem pii pouzivani kostnich cementd s an-
timikrobidlni latkou je vznik bakteridlni rezistence. Po
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aplikaci cementu jsou organismus hostitele i bakterie
vystaveny dlouhodobé expozici antimikrobialni latky.
Antibiotika se z kostniho cementu uvoliiuji dlouhodobé,
ale eluce dostate¢né vysokych uc¢innych koncentraci pro-
bihd pouze v nékolika prvnich dnech po aplikaci cementu.
Mnozstvi a doba eluce antibiotika z cementu je ovlivnéna
typem cementu, jeho povrchem, zpracovanim, podmin-
kami prostiedi a v neposledni fadé typem a mnozstvim
pridaného antibiotika [4, 8, 18]. Dlouhodobé uvoltovani
subinhibi¢nich koncentraci antibiotika piedstavuje idedl-
ni podminky pro selekci bakteridlni rezistence [4, 17].

Z dtivodu rostouci rezistence bakterii na antimikrobialni
léciva je nutné hledat jiné moznosti a postupy v prevenci
a 1écbé IKN. Lipofosfonoxiny jsou neddvno objevené lat-
ky, u kterych byla zjisténa antibakterialni aktivita proti
grampozitivnim bakteriim, na které piisobi baktericidné
destrukei cytoplazmatické membrany [21]. Jsou to uméle
vytvofené modularni latky vychazejici ze struktury fos-
fonoxint [26], skladaji se ze ¢tyf strukturnich moduli:
nukleosid, iminocukr, hydrofobni lipofilni alkylovy fetézec
a spojovaci fosfonat [22], ktery spojuje jednotlivé moduly
(schémal).

K ac¢innym lipofosfonoxinim patii latka DR5026 (sché-
ma 2) vykazujici antibakteridlni aktivitu proti grampo-
zitivnim bakteriim vletné multirezistentnich kmen,
jako jsou vankomycin-rezistentni Enterococcus faeciumnebo
methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus [21].
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Schéma 1. Modularni struktura lipofosfonoxin

Scheme 1. Modular structure of lipophosphonoxins
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Schéma 2. Struktura lipofosfonoxinu DR5026

Scheme 2. Structure of lipophosphonoxin DR5026



Cil prace

Cilem piedloZené prace bylo stanoveni schopnosti latky
DR5026 inhibovat tvorbu bakteridlniho biofilmu na
povrchu kostniho cementu a posoudit moznost vyvoje
bakterialni rezistence.

MATERIAL A METODY

Za sterilnich podminek byl pripraven kostni cement
(Hi-Fatigue Bone Cement 2x 40, aap Biomaterials GmbH,
Germany) s testovanym lipofosfonoxinem DR5026 (Ustav
organické chemie a biochemie AV CR v. v. i.). Bylo
smichano 300 mg DR5026 s 5 g kostniho cementu a po-
lymerizovano pfidanim 2,5 ml polymeriza¢niho média.
Z pripraveného cementu byly vytvarovany kulicky o pri-
meéru cca 5 mm. Jako kontrola byl pouZit cement, ktery
byl pfipraven ze stejné vyrobni arze, avsak bez piidané
antimikrobialni latky.

Christensenovou metodou byla u kmene Staphylococcus
epidermidis CCM7221 (Ceska sbirka mikroorganismt,
Brno; pozitivni kontrola pro detekci tvorby biofilmu
a ica operonu) ovéfena schopnost tvorby biofilmu sta-
tickou kultivaci v kultiva¢nim mediu (Brain heart in-
fusion, HIMEDIA, s 0,5 % glukdzy) pti 35 °C [6, 23, 25].
Testovani bylo provedeno v mikrotitra¢ni desticce typu
P (CAMEDIA). Po¢atecni koncentrace inokula odpovidala
10° CFU/ml. Po 24hodinové inkubaci pti 35 °C byla desticka
Setrné promyta vodou a utvofeny biofilm byl fixovan pii-
danim 200 pl 99% metanolu na dobu 15 minut. Po odsati
a vyschnuti byly jamky nabarveny pfidanim 160 pl 1%
krystalové violeti na dobu 10 minut, diikladné promyty
vodou a fixované barvivo rozpusténo pridanim 160 pl 33%
kyseliny octové. Intenzita zbarveni byla hodnocena spek-
trofotometricky ptivinové délce 570 nm. Silna produkce
biofilmu je potvrzena, pokud opticka denzita zbarveni
¢tyinasobné prekroci optickou denzitu negativni kont-
roly zvétSenou o 3 smérodatné odchylky vypocitané ze 4
méfeni. Jako negativni kontrola bylo pouzito kultivacni
médium bez bakterie [25].

Antibakteridlni d¢innost latky DR5026 u Staphylococcus
epidermidis CCM7221 byla testovana pomoci standardni
dilu¢ni mikrometody ur¢enim minimalni inhibi¢ni
koncentrace (MIC) potfebné k inhibici rstu bakterie
a minimalni baktericidni koncentrace (MBC) potiebné
k usmrceni. Testovani bylo provadéno v mikrotitrac-
nich destickach, vzorky byly fedény geometrickou fadou
v kultiva¢nim médiu (Brain heart infusion, HIMEDIA)
na koncentrace 200-1,56 mg/1. Do desticek bylo ockovano
standardni mnozstvi testovaného mikroba - hustota
inokula odpovidala 10° CFU/ml. Po 24hodinové inkubaci
testované latky, ktera inhibovala viditelny rtist mikroor-
ganismu. Jamky bez viditelného ristu byly inokulovany
na krevni agar pro stanoveni MBC [14, 29].

Pro sledovani poctu a aktivity adherovanych bunék na
kostnich cementech byly vzorky umistény do 12jamko-
vych paneli a zality 3 ml kultivacniho média s bakte-
ridlni suspenzi Staphylococcus epidermidis CCM7221. Pocate¢ni
hustota bakterialniho inokula odpovidala 10¢ CFU/ml.
Nasledovala staticka inkubace po dobu 3, 24 a 48 hodin,
poté byly vzorky z jamek vyjmuty, tfikrat oplachnuty
sterilnim fyziologickym roztokem a umistény do 2 ml kul-
tiva¢niho média (Brain heart infusion, HIMEDIA, s 0,5 %
glukézy) ve zkumavce. Pro uvolnéni adherovanych bunék

PUVODNI PRACE

nasledovala sonikace a dtikladné roztiepani. Do jamek
sterilni mikrotitracni desticky bylo nasledné pfeneseno
100 pl sonikovaného kultiva¢niho média a desticka byla
umisténa do spektrofotometru se zabudovanym inkuba-
torem. Statickd inkubace probihala 24 hodin pii 35 °C,
vintervalu 1 hodiny byla po dvouminutovém roztfepani
meéfena optickd denzita (OD) pti 630 nm. Ze ziskanych
hodnot byla sestavena rtistova kfivka [1]. Zaroven bylo
100 pl sonikovaného média preneseno na MH agar (Trios)
arozetfeno inokula¢ni hokejkou. Po 24hodinové inkubaci
pti 35 °C byly spocitany narostlé kolonie.

K testovani indukce rezistence, respektive zvyseni
hodnot MIC, byly pouzity kmeny Staphylococcus aureus
CCM4223, Enterococcus faecalis CCM4224, Pseudomonas aeru-
ginosa CCM3955 (Ceskd sbirka mikroorganismii, Brno)
a Streptococcus agalactiae AV2006 (sbirka Ustavu mikrobio-
logie LF UP v Olomouci). Minimaln{ inhibi¢ni koncen-
trace latky DR5026 u testovanych bakteridlnich kment
byly stanoveny opét standardni dilu¢ni mikrometodou
(14, 29].

Indukce rezistence byla provedena v mikrotitracni des-
ti¢ce opakovanou expozici vyse uvedenych bakteridlnich
kment subinhibi¢nim koncentracim testované latky
DR5026, ktera byla v kultivacnim médiu (Brain heart
infusion, HIMEDIA) exponencidlné nafedéna na kon-
centrace 1,6-200 mg/1. Pripravené desticky byly sklado-
vany pii -20 °C. Do rozmrazené mikrotitra¢ni desky byl
inokulovan piislusny bakteridlni kmen. Kone¢nd kon-
centrace inokula v jamce byla 106 CFU/ml. Desticky byly
inkubovany pfi 35 °C po dobu 24 hodin. Po inkubaci bylo
10 pl bakterialni suspenze z jamky s nejvyssi subinhibic¢ni
koncentraci testované latky vyockovano na krevni agar
a inkubovano 24 hodin pfi 35 °C. Ziskané bakterie byly
pouzity pro dalsi cyklus. Popsany postup predstavuje 1
cyklus indukce rezistence a celkem bylo provedeno 14
cykld. Po poslednim cyklu byla stanovena MIC pavodniho
kmene a srovnana s MIC po indukci [11].

Jako kontrolni latka pro indukci vzniku rezistence byl
pouzit ciprofloxacin, ke kterému vznika rezistence velmi
rychle [12, 15]. Ciprofloxacin byl testovan za stejnych
podminek v koncentracich 0,06-8 mg/l.

VYSLEDKY

Inhibice tvorby biofilmu

Christensenovou metodou byla za pouZzitych podminek
u Staphylococcus epidermidis CCM7221 potvrzena silna pro-
dukce biofilmu. Minimdlni inhibi¢ni koncentrace latky
DR5026 byla stanovena na 12,5 mg/l a odpovidala hodnoté
minimalni baktericidni koncentrace.

Pocet bakterii uvolnénych pomoci sonikace a roztfepani
biofilmu z testovaného cementu se lisil v zavislosti na
dobé inkubace. Po tfihodinové inkubaci kostniho cemen-
tu kombinovaného s litkou DR5026 bylo z cementové
kulicky uvolnéno 50 CFU Staphylococcus epidermidis CCM7221,
zatimco z neoSetfeného cementu bylo vykultivovano
10° CFU. Po 24- a 48hodinové expozici zlstaval pocet kolo-
nii u oSetfeného cementu 50 CFU, zatimco u kontrolniho
neosetfeného cementu dosahoval hodnot 10° CFU.
Ziskané riistové kiivky potvrzuji antibakteridlni i¢inek
latky DR5026 (grafy 1-3). Po tfihodinové inkubaci ce-
mentl v hustém bakteridlnim inokulu odpovidajicim
koncentraci 10¢ CFU/ml dochazi na cementu s obsahem
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Graf 1. Rlstova k¥ivka Staphylococcus epidermidis uvolnéného
z cementu po 3 hodinach inkubace

Figure 1. Growth curve of Staphylococcus epidermidis released
from cement after three hours of incubation

latky DR5026 k opozdénému nartistu bakteridlni masy.
Exponencidlni faze rstové kfivky u neoSetfeného cemen-
tu nastava po7 hodindch, zatimco u cementu s obsahem
latky DR5026 aZ po 15 hodinach (graf 1). Stejny efekt je
patrny i v piipadé cementd inkubovanych s bakteridlni
suspenzi po dobu 24 hodin (graf 2). Po 48hodinové inku-
baci cementové kulicky s obsahem latky DR5026 dochdzi
jednak k opozdéni nastupu exponencialni faze ristu
adale ke sniZeni nartistu bakterialni masy pod hodnotou
kontroly, opticka denzita bakteridlni masy je nizsi o 38 %
oproti kontrole (graf 3).

Indukce rezistence

MIC latky DR5026 byla u Staphylococcus aureus CCM4223
stanovena na 25 mg/l, v ptipadé Enterococcus faecalis
CCM4224 ¢inila 6,2 mg/1, u Pseudomonas aeruginosa CCM3955
>200 mg/l a Streptococcus agalactine AV2006 3,1 mg/1. Po 14
krocich opakované expozice testovanych bakterii subin-
hibi¢nim koncentracim se hodnoty MIC latky DR5026
nezménily (tab. 1). Naopak u ciprofloxacinu byl za-
znamenan rozdil, MIC puvodniho kmene Pseudomonas
aeruginosa byla 0,25 mg/l, po indukci dosdhla hodnoty
4 mg/l. Opakovand expozice kmene Staphylococcus aureus
subinhibi¢nim koncentracim ciprofloxacinu rovnéz vedla
ke vzniku rezistence, respektive zvyseni MIC z 0,1 mg/1
na 2 mg/l (viz tab. 1).

DISKUSE

V predlozZené studii byl prokazan in vitro silny antibakte-
rialni a antibiofilmovy efekt kostniho cementu obohace-
ného latkou ze skupiny lipofosfonoxini. K demonstraci

Tabulka 1. Vysledky MIC testovanych bakterii pfed indukci a po ni

Table1. MICs of tested bacteria prior to and after induction

cement 24 h

1,2

1
& 0,8
=
R 0,6
g = DR5026
© o4 —@=— kontrola

0,2

0

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25

¢as (h)
Graf 2. RUstova k¥ivka Staphylococcus epidermidis uvolnéného
z cementu po 24 hodinach inkubace

Figure 2. Growth curve of Staphylococcus epidermidis released
from cement after 24 hours of incubation
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Graf 3. RUstova krivka Staphylococcus epidermidis uvolnéného
z cementu po 48 hodinach inkubace

Figure 3. Growth curve of Staphylococcus epidermidis released
from cement after 48 hours of incubation

efektu byl pouZit koaguldza-negativni stafylokok, po-
tencialné nejzavaznéjsi ptivodce IKN. Jedna se o prvni
studii popisujici zminovany ucinek lipofosfonoxini
v ortopedické aplikaci.

Lipofosfonoxin v kombinaci s kostnim cementem by mo-
hl byt potencidlné vyznamnou alternativou k dnes Siroce
vyuzivanym antibiotik@im. Antibiotika jsou do kostniho
cementu pfiddvana jiz vice nez 40 let [5] a jejich ucin-
nost byla opakované doloZena [2]. Vyznamnou vyhodou
antibiotiky obohaceného cementu je dosazeni vysoké
lokalni koncentrace, které by nebylo mozné dosdhnout

Testované bakterie Staphylococcus aureus Streptococcus Enterococcus faecalis Pseudomonas
CCM4223 agalactiae AV2006 CCM4224 aeruginosa CCM3955
Testovana latka DR 5026 CIP DR 5026 CIP DR 5026 CIP DR 5026 CIP
Hodnoty MIC ptvodniho kmene (v mg/1) 25 0,1 3] 1 6.2 0,5 >200 0,25
Hodnoty MIC po 14 cyklech indukce (v mg/I) 25 2 31 2 6,2 1 >200 4

Legenda: CIP - ciprofloxacin, MIC - minimalni inhibi¢ni koncentrace
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pti systémové aplikaci. Pouzivani cementd s antibiotiky
md v8akisvé nevyhody. Mnozstvi pfidaného antibiotika
je limitovano biomechanickymi vlastnostmi cementu
[4]. Problémem miZe byt i volba antibiotika, protoze
nelze pfedem odhadnout, jaka bakterie se bude podilet
na infekci a jakou bude mit citlivost [17]. Nékterd anti-
biotika, naptiklad gentamicin, jsou nefrotoxicka a nelze
predikovat, zda se u pacienta s antibiotickym cementem
vbudoucnu nerozvine rendlni selhdni [28]. Vyznamnym
faktorem je také uvolilovani antibiotika z cementu.
Gallo et al. ve své praci prokdzali, Ze z kostniho cemen-
tu Vancogen X se uvolnuje vankomycin i gentamicin,
a to po dobu 8 dni [8]. S dlouhodobym uvolriovinim
subinhibi¢nich koncentraci antibiotik narfistd riziko
selekce rezistentnich kment [4, 13, 16]. Corona et al.
popisuji signifikantné vyssi vyskyt grampozitivnich
koka rezistentnich k aminoglykosidiim (gentamicinu
a tobramycinu), pokud byl pouzit cement s obsahem
aminoglykosida [7].

Z vy$e zminénych divodi je vyvijena celd fada strate-
gif a protiinfekénich povrchovych tprav ortopedickych
materiald, od prevence bakteridlni adheze a adsorpce,
pfes baktericidni povrchy na bazi kovi, organickych c¢i
anorganickych latek azk takzvanym ,,chytrym* povrchiim
[9]. Byly publikovany prace hodnotici antibakteridlnia an-
tibiofilmové vlastnosti PMMA obohaceného chitosanem,
stfibrem, antibakteridlnimi peptidy a dal$imi latkami [3].
Nejvétsim problémem neni antibakteridlni a antibiofil-
movy efekt uvedenych latek, ale dosaZeni téchto tcinka
na povrchu PMMA a v jeho bezprostifednim okoli (pokryti
tzv. mrtvého prostoru) pti uchovani biokompatibility
takto upraveného kostniho cementu. V ptipadé PMMA
pro preventivni icely musi byt soucasné zachovany také
pozadované mechanické vlastnosti materidlu.
Lipofosfonoxiny nejsou registrované pro pouziti v hu-
manni mediciné. Jedna se o nové objevené latky s pro-
kazanou ucinnosti proti grampozitivnim bakteriim vcet-
né rezistentnich kment [21], které predstavuji slibnou
moznost dalsiho vyvoje nejen v oblasti prevence IKN.
Byl prokazan antibiofilmovy tucinek latky DR5026, a ani
po 14 cyklech nedoslo ke zvyseni hodnot MIC této latky
u testovanych bakterii. Ziskané vysledky jsou podle na-
$eho nazoru jasnym ditkazem inhibice tvorby biofilmu.
Z obohacenych kuli¢ek cementu bylo po 3, 24 i 48 hodi-
nach kultivace izolovano na MH agaru vzdy 50 kolonii
stafylokoka. Tyto uvolnéné bakterie se ale chovaji odlisné
pfi sledovani rstovych ktivek. Dochdzi k opozdénému
nastupu exponencialni faze i k niz§imu mnozstvi bak-
teridlni masy. Bakterie zlistavaji zivé, ale je ovlivnén
jejich rista mnozeni. Doba testovani pouze 48 hodin byla
zvolena zameérné, v klinické praxi ma zdsadni vyznam
pro vznik IKN prvnich nékolik hodin po operaci [9]. Také
z hlediska laboratorniho pritkazu biofilmu je optimalni
doba sledovani do 48 hodin. Poté mtize dochazet k odlu-
¢ovani biofilmu diky niZ8i soudrznosti biofilmové vrstvy
vlivem regula¢niho quorum-sensing systému [23].
Zajimavym jevem je tvar rtistové kiivky stafylokoka na
neupraveném cementu. Na konci exponencialni faze ris-
tu vznika vlna s vyssi optickou denzitou. Tento jev jsme
zaznamenali za stejnych testovacich podminek i v jinych
experimentech, ale pouze u stafylokokti. MoZnym vysvét-
lenim by mohla byt zména ve vzajemném uspotfadani
stafylokoki (dvojice, ¢tvetice, nepravidelné shluky) pfi
prechodu do stacionarni faze.

PUVODNI PRACE

Zjisténé udaje vsak nejsou pro moznosti vyuziti lipofosfo-
noxind v této indikaci dostatecné. Cilem publikace bylo
upozornit na moznost inhibice bakterialniho biofilmu
lipofosfonoxinem I. generace. Jednd se o pilotni stu-
dii testovani kostniho cementu, pfi jehoZ ptipravé byl
do navazky ptidan lipofosfonoxin v jedné koncentraci.
Zatim nebyl vypracovan standardni postup a stanoveno
optimalni mnozstvi lipofosfonoxinu v nosnych materia-
lech. Antimikrobidlni vlastnosti ,,hand-made® cementi
nejsou konstantni, jsou zdvislé na technice vyroby,
zptsobu michdni a vzniklé konzistenci cementu [19].
Uvolnovani z vazby na cement a stanoveni koncentrace
lipofosfonoxinu v riznych prostiedich bude pfedmétem
dalsiho testovani, které planujeme zaroven s testovanim
novych generaci lipofosfonoxind.

ZAVER

V feseni IKN maji stale dtleZitou roli cementy obohacené
antibiotiky, ale zaroven jsou rozsifovany alternativni
moznosti s cilem redukovat, nejlépe vsak zcela elimino-
vatrizika, kterd s sebou pouzivani cementti s antibiotiky
pfinageji. Slibné feSeni piinaseji lipofosfonoxiny, které
lze vazat na cementy. Na zdkladé vysledkii nasi studie
byl prokdzan antibakteridlni icinek lipofosfonoxinu
DR5026 ve vazbé na kostni cement a inhibice tvorby
bakterialniho biofilmu. Za velmi dtileZity lze povaZovat
vysledek, Ze pii opakované expozici bakterii subinhi-
bi¢nim koncentracim pouzitého lipofosfonoxinu nebyl
prokdzan vznik bakteridlni rezistence. Pfipadnému vy-
uziti lipofosfonoxint pro prevenci a 1é¢bu IKN ale musi
predchazet dalsi studie tykajici se toxicity, eluce a difuze
latky z cementu do okolnich tkani, zptsobu ptipravy,
stability a v neposledni fadé zmén mechanickych vlast-
nosti obohaceného cementu.
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