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ABSTRACT

PURPOSE OF THE STUDY

Prosthetic joint infection is a feared complication in total hip arthroplasty. The use of antibiotic-impregnated bone cement
is the important part of preventive and therapeutic strategies. At present a number of commercial bone cements are avail-
able and support of their use by the results of experimental trials and clinical studies has varied. In relation to this issue we
studied essential microbiological and pharmacological characteristics of VancogenX in comparison with gentamicin-loaded
bone cement used conventionally.

MATERIAL AND METHODS

Based on a previously described protocol, we tested pellets of four commercial bone cements, namely, Hi-Fatigue G,
Palacos R+G, VancogenX, and Palacos R as a control. Bone cement was prepared in a vacuum-mixing system. The
strains used for bacterial load included Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis, Pseu-
domonas aeruginosa and Escherichia coli. Each cement was tested for its antimicrobial and antibiofilm activities and the
results were evaluated by standard methods. In addition, we investigated time-related release of gentamicin and vancomy-
cin from the bone cements tested.

RESULTS

All antibiotic-loaded cement pellets were able to prevent growth of the bacterial strains tested. The bactericidal effect
lasted for several days in relation to the bacterial species and cement used, with the exception of S. epidermidis whose
growth was inhibited by gentamicin-loaded cement only for one day. The antibiotic-loaded pellets also prevented the for-
mation of a biofilm for 24 hours at least. The major amount of vancomycin (32.915 mg/l) was released from VancogenX to
MH medium within 24 hours and the last measureable amount (4.327 mg/l) was recorded at 48 hours after the start of the
experiment. In physiological saline the highest level of vancomycin was 139.852 mg/ml measured at 24 hours, and the
antibiotic was detectable at a level of 2.334 mg/ml as late as 8 days after the experiment started. Release of gentamicin
from VancogenX was as follows: the 24-hour level was higher in MH medium than physiological saline (178 versus 131.4
mg/ml); however, gentamicin was still detectable in physiological saline at 192 hours after the start of the experiment while
no gentamicin was found in MH medium after 72 hours.

DISCUSSION

The antimicrobial effect of VancogenX bone cement was not an unexpected finding since both gentamicin and vanco-
mycin have been used with bone cement for a long time and their combination is optimal in terms of preventing prosthetic
joint infection. However, there is a disputable issue of poor release of vancomycin from bone cement. In MH medium we
were able to detect the vancomycin released from VancogenX only for two days after the initial rapid elution while its release
into physiological saline seemed to be slower but much longer. It is possible that more vancomycin is released from bone
cement, but this amount is immediately bound to proteins in the cement vicinity and this process is not detectable by any
analytical method.

CONCLUSIONS

The bone cement VancogenX showed excellent antimicrobial and antibiofilm properties and can be recommended for
use in orthopaedic practice. Therapy of prosthetic joint infection is the main indication. Extension of the indication to the
prevention of prosthetic joint infection in high-risk patients should be preceded by biomechanical studies demonstrating that
the cement is appropriate for long-term implant fixation.

Key words: antibiotic-loaded PMMA, vacuum mixed, prosthetic joint infection, gentamicin, vancomycin, dilution,
prevention, VancogenX.

Studie byla podpofena grantem LF 2012 006 a LF 2012 019 a ¢asteéné z prostiedkil grantu IGA MZ CR NZ11049. Studie nebyla
podpoiena zadnym komerénim subjektem s vyjimkou poskytnuti jednoho baleni testovaného kostniho cementu distribuéni firmou v CR.
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Infekce kloubni nahrady (dale pouze IKN) je jednou
z nejcastéjSich a nejobavanéjsich komplikaci endoprote-
tiky. Odhaduje se, ze k IKN mtze dojit azu 5 % pacien-
ti s endoprotézou ky¢li nebo kolen (28). Vyssi incidence
by méla byt u reviznich operaci a u pacientil se zhorSe-
nou imunitni odpovédi. Podstatné je, Ze recentni epide-
miologické modely naznacuji dal8i nariist téchto infekei
v pristich desetiletich (21). Odmyslime-li si osobni utr-
peni pacientt, je ziejmé, Ze v souvislosti se zminénymi
prognézami dojde k vyraznému narustu nakladi spoje-
nych s 1é¢bou IKN (20, 30). Z téchto divodi je zcela
zéasadni volba spravné preventivni strategie, kterd by
minimalizovala riziko vzniku IKN. Z pohledu prevence
jsou nejefektivnéjsi postupy, které ovliviiuji perioperac-
ni a ¢asné pooperacni obdobi, kdy se tvoii biofilm (14).

Je prokazano, ze riziko IKN snizuje systémové po-
davani antibiotik (9). Podobné se zda byt dostatecné
ovéieno protektivni plisobeni kostnich cementi s anti-
biotikem, coZ v kombinaci se syst¢émovym podavanim
vytvari jakysi ,,dvojblok* snizujici vyznamné riziko
vzniku IKN (19). Podle jedné recentni studie by mély
byt bezcementové kycle dokonce az o 50 % nachylnéjsi
k infekcei kloubnich nahrad ve srovnani s cementovany-
mi primarnimi nahradami (7). K celkovému podani se
voli vétsinou antibiotika plsobici pfedevsim na gram-
pozitivni bakterie tvofici kozni mikrofléru, u nichz
se predpoklada, ze by mohly kontaminovat operacni
ranu. V lokalni varianté jsou nejrozsahlejsi zkusenosti
s gentamicinem, ktery se u fixac¢nich cementil pfidava
v koncentraci 0,5 az 1,0 g na 40 g kostniho cementu.
Vyssi koncentrace antibiotik (tj. nad 1g na 40 g cemen-
tu) zhorSuji mechanické vlastnosti kostniho cementu,
a proto se v preventivni indikaci rutinné nepouzivaji
(18). Do kostniho cementu se pifidavaji také néktera
dalsi antibiotika (tab. 1).

V na$i predchozi studii jsme in vitro prokazali, Ze
kostni cement, do né¢hoz jsme ptidali gentamicin a van-
komycin v davce 1g na 40 g kostniho cementu, branil
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efektivngji ristu kmena Staphylococcus aureus ve srov-
nani s komeréné¢ vyrabénymi cementy, obsahujicimi
pouze gentamicin (12). Nedavno byl na trh uveden novy
kostni cement VancogenX (firmy Tecres S.p.a., Italie).
Vyrobce uvadi, Ze tento cement by se mél pouzivat k do-
Casné fixaci spacert a k fixaci reviznich protéz v ptivod-
n¢ infekénim terénu, zvlasté tehdy, jestlize je piivodce
citlivy na gentamicin a vankomycin. Zajimalo nas v této
souvislosti, nakolik se bude novy komeréné vyrabény
kostni cement chovat ve shod¢ s teoretickymi a expe-
rimentalnimi predpoklady vici stafylokokim a dal$im
potencialnim pivodcim IKN.

MATERIAL A METODIKA

Piiprava vzorki kostniho cementu
Na operacnim sale jsme za naprosto stejnych podmi-
nek pfipravili v jeden den vzorky testovanych kostnich
cement:
1. Hi—Fatigue G Bone Cement s gentamicinem (AAP
Biomaterials GmbH, Némecko);
2. Palacos R+G s gentamicinem (Heraeus Medical
GmbH, Némecko);
3. VancogenX s gentamicinem a vankomycinem (Tecres
S.p.a., Italie);
4. Palacos R bez antibiotika (Heracus Medical GmbH,
Némecko)
Vsechny testované kostni cementy az na VancogenX
u nas bézné pouzivame. Kazdy testovany kostni ce-
ment byl namichan zkusenou salovou sestrou ve vakuu
a nasledné z n¢j byly v pracovni fazi dvéma tymy pfi-
praveny pelety o priméru cca 0,5x0,3 cm (prumérna
vaha 39,4+8,39 mg). Vzorky byly umistény do sterilni
nadoby (obr. 1) a odeslany do mikrobiologické labo-
ratofe.

Vybér testovacich kmeni

Na zaklad¢ naSich predchozich publikaci (11, 13)
a literatury (8, 24) jsme vybrali z archivu bakteridlnich
izolatd Ustavu mikrobiologie LF UP a FN Olomouc
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Obr. 1. Sterilni kontejnery s pripravenymi peletami z riiznych typii kostniho cementu.
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Tab. 1. Priklady komercnée vyrabenych kostnich cementii, které je mozné pouzit k fixaci implantatii kloubnich nahrad; PMMA —

polymethylmethakrylat
Nazev Vyrobce Antibiotikum (ATB) Koncentrace ATB v g/ 40 g PMMA
Palacos R + G Heraeus Gentamicin 0,5
Copal G+ C Heraeus Gentamicin + Clindamycin 1,0+ 1,0
Simplex P T Stryker Tobramycin 1,0
Simplex PE + C Stryker Erythromycin + Colistin 0,5+ 0,24
Hi-Fatigue G Zimmer Gentamicin 0,55
Cemex Genta Exactech Gentamicin 1,0
Cobalt G-HV Biomet Gentamicin 0,5
Refobacin Cement R Biomet Gentamicin 0,5
SmartSet GMV DePuy Gentamicin 1,0
VancogenX Tecres S.p.a. Vancomycin + Gentamicin 1,0+ 1,0
VersaBond AB Smith & Nephew Gentamicin 1,0

nasledujici referen¢ni kmeny bakterii: Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus ATCC
29213, oxacilin-rezistentni Staphylococcus epidermidis
A/5879, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Pseudo-
monas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC
25922 a Escherichia coli ATCC 35218.

Stanoveni antimikrobniho tu¢inku

Kazdy vzorek cementu, véetné kontroly bez antibio-
tik, byl testovan se vSemi bakteridlnimi kmeny Ctyfi-
krat. Ptiblizn¢ 4 az 5 bakteridlnich kolonii bylo naoc-
kovano pomoci bakteridlni klicky do 2 ml MH bujénu
(TRIOS) a po hodiné aerobni inkubace v 37 °C smicha-
no v Petriho misce s 10 ml destilované sterilni vody.
Suspenze byla nasledné inokulovana pomoci oc¢kova-
ciho jezka do mikrotitra¢nich desti¢ek se 150 pl BHI
bujonu (Himedia) a cementem. Po aerobni inkubaci
trvajici 24 hodin pti 37 °C byly vzorky cementu pte-
mistény do dalsi jamky s novym BHI bujoénem, a zno-
vu naoc¢kovany prislusnym bakterialnim kmenem a in-
kubovany. Tento proces se opakoval celkem po dobu
osmi dni. Hodnoceni bylo provedeno na zakladé ristu
bakterii v jamce mikrotitra¢ni desti¢ky, coz se v po-
zitivnim pfipadé projevilo jasné viditelnym zdkalem.
Soucasné byl po kazdé inkubaci BHI bujén vyockovan
na krevni agar (TRIOS) pro urceni baktericidniho/ bak-
teriostatického ucinku.

Stanoveni tvorby biofilmu

Jednotlivé vzorky cementu byly sterilné umistény do
jamek mikrotitracni desticky obsahujicich 150 pl BHI
bujonu. Desticky byly naockovany bakterialnimi kmeny
a aerobn¢ kultivovany pii 37 °C 24 a 48 hodin. Vzorky
cementu pak byly sterilné premistény do suchych ste-
rilnich zkumavek a ponechéany v inkubatoru pii 37 °C
24 hodin a znovu vlozeny do sterilniho BHI bujénu a in-
kubovany pfti 37 °C 24 hodin. Pozitivita ristu byla hod-
nocena pomoci ptipadného zakalu a zarovenn byl BHI
bujon po inkubaci vyockovan na krevni agar pro kon-
firmaci negativniho rustu testovanych bakterii. V pfi-
padé pozitivniho rdstu bakterii byla stanovena identita
bakterialnich kment, tedy nao¢kovanych do bujonu na
zacatku experimentu a nasledné ziskanych z vysuSenych
cementu.

Stanoveni identity bakterii

Podobnost, resp. identita izolatd Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Sta-
phylococcus epidermidis a Enterococcus faecalis byla
analyzovana srovnanim restrikénich fragmentd celo-
genomové DNA separovanych pomoci pulzni gelové
elektroforézy (PFGE). Bakteridlni DNA byla izolovana
postupem popsanym difve a nastépena restrikénimi en-
zymy Xbal (Escherichia coli), Spel (Pseudomonas aeru-
ginosa) a Smal (Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Enterococcus faecalis) (16). PFGE byla
provedena v 1,2% agar6zovém gelu. Separace fragmen-
ti DNA ziskanych $tépenim endonukleazou Xbal probi-
hala 24 h pfi 6 V.em’!, pulznich ¢asech 2-35 s a 14 °C.
Pro DNA stépenou endonukleazou Spel byly pouzity
parametry 23 h, 6 V.cm’!, pulzni ¢asy 5-60 s a teplota
12 °C. DNA stafylokoki a enterokokul byla separovana
28 h pii napéti 5 V.em™, pulznich ¢asech 1-75 s a 14 °C.
Nasledné byly gely obarveny ethidium bromidem a vy-
fotografovany. Vysledné restrikéni profily byly porov-
nany prostfednictvim pocitacového programu GelCom-
par II (Applied Maths, Kortrijk, Belgium).

Eluce antibiotik z testovanych cementi

Disoluc¢ni studie byla provadéna ve fyziologickém
roztoku (FR), (Fresenius KABI, Italie) a v MH médiu.
Cementovy piipravek (peletka) byl vlozen bud’ do MH
média (1 ml) nebo do fyziologického roztoku (1 ml)
a byl inkubovan 24 h pfi teploté 37 °C. Po 24 h byla
peletka s testovanym piipravkem vyjmuta z média, resp.
z FR, které bylo zamrazeno pii —70 °C, a nasledné vlo-
zena do nového média nebo do FR. Takto bylo postupo-
vano celkem Sestkrat u cementu s gentamicinem (vzorky
po 24hod, 48, 72, 96, 120 a 192 h a osmkrat u cementu
s vankomycinem (vzorky po 24 h, 48, 72, 96, 120, 144,
168 a 192 h). Po rozmrazeni byly vzorky dale zpracova-
ny a nasledné analyzovany vhodnou analytickou meto-
dou. Stejnym postupem byly testovany kontrolni vzorky
cementu bez obsahu antibiotik.
1. Uvoliiovani vankomycinu ve fyziologickém roztoku

Vzorky byly po rozmraZeni pfipraveny ihned k ana-
lyze. Koncentrace vankomycinu v ptislusnych vzorcich
fyziologického roztoku byly stanoveny podle upravené
metody Abu-Shandi (1). Analyza probihala na kapa-
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Testovany cement

PALACOS R+G

VANCOGEN X HI FATIGUE G PALACOS R

Kmen 24h 48h

24h 48h 24h 48h 24h 48h

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 - -

Escherichia coli ATCC 25922 - -

Escherichia coli ATCC 35218 - -

Staphylococcus aureus ATCC 25923 - -

Staphylococcus aureus ATCC 29213 - -

Enterococcus faecalis ATCC 29212 - -

Staphylococcus epidermidis 1-879 - -
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Tab. 3. Délka antibakterialniho piisobeni antibiotik v testovaném kostnim cementu (dny — véetné)

Kmen

PALACOS R+G

VANCOGEN X HI FATIGUE G

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 8

8 8

Escherichia coli ATCC 25922

Escherichia coli ATCC 35218

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Staphylococcus aureus ATCC 29213

Enterococcus faecalis ATCC 29212

— (|0 |0 |00 |0

Staphylococcus epidermidis 1-879
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Tab. 4. Prikaz biofilmu riistem v cistéem bujonu po 24 hod odsuseni

Testovany material

Kmen PALACOS R+G

VANCOGEN X HI FATIGUE G PALACOS R

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 -

- - +

Escherichia coli ATCC 25922 -

Escherichia coli ATCC 35218 -

Staphylococcus aureus ATCC 25923 -

Staphylococcus aureus ATCC 29213 -

Enterococcus faecalis ATCC 29212 -

.
.
-

Staphylococcus epidermidis 1-879 -

linovém chromatografu Prominence LC20 (Shimad-
zu, Kyoto, Japan). Jako stacionarni faze byla pouzita
kolona LiChroCART® 250-4 LiChrospher 100 RP-18
(Merck, Darmstadt, Némecko). Analyt byl detekovan
spektrofotometricky pii vlnové délce 210 nm. Eluce
vankomycinu z kolony probihala isokraticky pomoci
mobilni faze tvoiené 25mM K/PO4 (fosfatovym puf-
rem) o pH = 6,5 a 100% acetonitrilem v poméru 85:15
(v/v). Analyza probihala pii bézné laboratorni teploté.
Priitok mobilni faze byl 1 ml/min. Koncentrace vanko-
mycinu byly hodnoceny metodou vnéjsiho standardu.
Metoda byla linedrni v rozsahu koncentraci vankomy-

Tab. 5. Vysledky analyzy uvolinovani vankomycinu z kostniho
cementu VancogenX; *** hladina vankomycinu klesla pod
limit detekce.

cinu 1 mg/1-500 mg/1.

VANCOGENX

médium FR

Casova osa mg/l mg/l
24 h 32,915 139,852
48 h 4,327 19,935
72 h ok 9,323
96 h ok 6,261
120 h ok 5,162
144 h %% 4,631
168 h ok 3,501
192 h ok 2,334

2. Uvoliiovani vankomycinu v MH médiu

Pro velmi slozitou biologickou matrici (mikrobio-
logické médium) bylo stanoveni koncentraci vanko-
mycinu v tomto pfipadé pomérné komplikované. Ana-
lytick4d metoda popsand v pfedchozim odstavei musela
byt upravena a rozSifena o extrakéni metodu, ktera ji
predchazela. Pro Gpravu biologické matrice byla zvo-
lena metoda extrakce na pevné fazi (SPE extrakce) za
pouziti extrak¢énich kolonek Oasis® HLB 1cc (Waters,
Massachusetts, USA). Jednotlivé kolonky byly nejpr-
ve kondicionovany 1 ml methanolu a nasledné promy-
ty 1 ml deionizované vody. Nasledn¢ byl na kolonky

nanesen vzorek média o objemu 1 ml. Kolonky byly
postupné promyvany 500 pl vody a 500 pl 5% metha-
nolu ve vodeé (v/v). Vankomycin byl z kolonek eluovan
600 pl smési acetonitril: voda (50:50 v/v). Eluat byl
odpaten v atmosféie dusiku a rekonstituovan v 200 pl
mobilni faze A. Analyza probihala na kapalinovém
chromatografu Prominence LC20 (Shimadzu, Kyoto,
Japan). Jako stacionarni faze byla zvolena kolona Ki-
netex 2,6u HILIC 100A 150 x 4.6 mm (Phenomenex,
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Kalifornie, USA). Analyt byl detekovan spektrofoto-
metricky pfi vinové délce 210 nm. Eluce vankomyci-
nu z kolony probihala gradientové pomoci kombinace
mobilni faze A tvofené pufrem - 2,5mM mravencanem
amonnym o pH = 5,8 (adjustace kyselinou mravenci)
a mobilni faze B, kterou byl 100% acetonitril. Gradi-
ent byl nastaven nasledovné: 0. min — B 70%, 6. min
—B 10 %; 7. min — B 70 %, 15. min — B 70 %. Ana-
lyza probihala pfi b&ézné laboratorni teploté. Pritok
mobilni fdze byl 1 ml/min. Koncentrace vankomycinu
byly hodnoceny metodou vnéjsiho standardu. Meto-
da byla linearni v rozsahu koncentraci vankomycinu
1 mg/1-200 mg/I1.
3. Uvoliiovani gentamicinu v MH médiu a FR

Diky své specifické struktufe je gentamicin béznymi
analytickymi metodami obtizné stanovitelny. Z nékolika
moznych postupil (derivatizace pomoci specifickych de-
rivatiza¢nich ¢inidel a nésledné stanoveni derivatu gen-
tamicinu s vyuzitim fluorescen¢ni ptipadné UV detekce,
kapalinové4 chromatografie) byla pro stanoveni gentami-
cinu v MH médiu a ve FR nakonec zvolena imunoanaly-
tickd metoda (reagencni kit AXSYM Gentamicin, Abbot
Diagnostics, Ceska republika). Analyza vzorki probéhla
ve spolupraci s Oddélenim klinické biochemie FN Olo-
mouc.

VYSLEDKY

Antimikrobni aktivita kostnich cementi

Vsechny testované kostni cementy s obsahem anti-
biotika dokézaly branit rGstu a mnozeni testovanych
bakterialnich kment, coz lze povazovat za ditkaz jejich
antimikrobniho u¢inku. Po vyockovani bujond na krevni
agar s naslednym negativnim rtstem bylo zfejmé, ze §lo
o baktericidni aktivitu (tab. 2). Baktericidni ucinek pte-
trvaval nékolik dnd v zavislosti na bakteridlnim druhu
a pouzitém typu cementu, minimalné vsak 2 dny s vy-
jimkou S. epidermidis, u n¢hoz byla G¢innost cementt
obsahujicich pouze jeden typ antibiotika zkracena na
jeden den (tab. 3).

Tvorba biofilmu na povrchu kostniho cementu

Testované kostni cementy s obsahem antibiotika
dokazaly branit tvorbé biofilmu minimalné 48 hodin
u vSech testovanych bakterii a naopak vSechny testo-
vané bakterie tvortily biofilm na povrchu kontrolniho
cementu bez antibiotika (tab. 4). Identita kment ziska-
nych z testovanych cementii po odsuseni s pitvodnimi
testovacimi kmeny byla potvrzena PFGE restrikénich
fragmentl celogenomové DNA.

Eluce antibiotik z kostniho cementu

Vysledky jednotlivych analyz pro vankomycin jsou
uvedeny v tabulce 5 a na obrazku 2. Vysledky jednot-
livych analyz pro gentamicin jsou uvedeny v tabulce 6
a na obrazku 3. Vankomycin se uvolnoval z preparatu
VancogenX daleko 1épe do FR nez do testovaciho MH
bujonu, zatimco v piipadé gentamicinu tomu bylo ob-
racené. Vankomycin se uvolnil z prepardtu VancogenX
do MH média v nejvétsi mife 24 h od zahajeni expe-
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rimentu, kdy byla stanovena koncentrace 32,915 mg/I1.
Naopak posledni meéftitelnd koncentrace vankomyeci-
nu v testovacim médiu byla 48 h od pocatku experi-
mentu (4,327 mg/l). Jestlize byl pouzit jako testovaci
médium fyziologicky roztok, byla koncentrace van-
komycinu naméfend v roztoku mnohonasobné vyssi
nez v pripadé MH média (139,852 mg/ml). Navic byl
vankomycin detekovan ve fyziologickém roztoku jesté
8. den od zahajeni experimentu (2,3341 mg/l). V pfi-
pad¢ analogického testovani uvolnovani gentamicinu
z cementu VancogenX do fyziologického roztoku byla
nejvys$si koncentrace naméfena 24 h od zacatku ex-
perimentu (131,4 mg/ml) a hladina gentamicinu byla
stanovitelna jesté 8. den od pocatku experimentu (1,54
mg/ml). V MH médiu byla zjiSténa 24 hodin od zacat-
ku experimentu koncentrace gentamicinu 178 mg/ml
a posledni méfitelna koncentrace gentamicinu v MH
médiu byla 5,11 mg/ml, a to 72 hodin od pocatku ex-
perimentu.

DISKUSE

V nasi studii jsme zjistili, Ze vSechny testované kost-
ni cementy s obsahem gentamicinu, resp. gentamicinu
a vankomycinu vykazovaly vici testovacim bakteriim
baktericidni ti¢inek. Baktericidni u¢inek pretrvaval mi-
nimalné 24 hodin od inokulace, vétSinou vSak nékolik
dnti. VSechny testované cementy s antibiotikem také do-
kazaly zabranit tvorbé biofilmu na povrchu testovanych
pelet. Uvolnovani gentamicinu do média a do fyziolo-
gického roztoku probihalo u cementu VancogenX jinak
nez uvolilovani vankomycinu. Gentamicin se ,,snadnéji‘
vylucoval do komplexné&jsiho média a o néco hiife do fy-
ziologického roztoku. Naopak vankomycin se uvoliioval
snadné&ji do fyziologického roztoku a do ,,.komplexné&jsi-
ho* roztoku se vylucoval pouze kratkou dobu a v mno-
hem nizsich koncentracich.

V nasi ptedchozi studii jsme zjistili excelentni bak-
tericidni chovani kostnich cement s pfimési genta-
micinu a vankomycinu viéi stafylokokim (12). V ak-
tualni studii jsme chtéli provétit chovani komeréné
vyrabéného kostniho cementu s obsahem gentamicinu
a vankomycinu vici Sir§imu spektru potencialnich pa-
togentl. Podle nékterych studii nabizi komeréné vyra-
béné cementy s antibiotikem o néco vétsi a pravidelndj-
§1 zonu inhibice nez kostni cementy, do nichz se stejné
antibiotikum pfidava na opera¢nim sale (10). Na stranu
druhou by mohlo byt uvoliiovani antibiotik ovlivnéno
zpisobem piipravy komeréné vyrabéného kostniho
cementu. Dne$nim standardem je vakuové michani
cementu, které by mélo vyrazné redukovat porozitu
kostniho cementu a zdanlivé tak branit uvoliiovani an-
tibiotika. V jedné recentni studii se vSak ukazalo, ze
pravidlo o hor§im uvoliiovani se nedé aplikovat pausal-
n¢ na vSechny kostni cementy (22). Tak naptiklad Pala-
cos R+G michany ve vakuu vykazoval nejdelsi antimi-
krobni plisobeni za vSech testovanych cementt a jesté
4. den se uvolnil v koncentraci 32 mg/l, zatimco pfi
michani za atmosférického tlaku se na uvedenou hod-
notu dostal uz 2. den. Naopak SmartSet GMV se o néco



ACTA CHIRURGIAE ORTHOPAEDICAE ° i A
74/ ET TRAUMATOLOGIAE CECHOSL., 80, 2013 PUVODNI PRACE
ORIGINAL PAPER
160 200
140 1—¢ 180
E) \ B 160
E 120 E
3
2 \ 2140 \ ——Palacos médium
g.100 2 120 ( .
£ \ % \\\ —-VancogenX medium
% 80 ——VancogenX FR ’g 100 —+—Hi-Fatigue médium
% \ -=-VancogenX médium 2 80 \\\ —<Palacos FR
g 0 \ & 0 \\\ —=#=VancogenX FR
& o i\ -Hi-Fatigue FR
g 40 g \ R g
AN §
’ \\\O-—o—o-_.__‘
0 T T T T T T T ]
1 2 3 4 5 6 7 8

Obr. 2. Graf znazornujici uvolnovani vankomycinu z kostniho
cementu VancogenX v zavislosti na prostiedi.

Obr. 3. Graf znazornujici uvolitovani gentamicinu z testova-
nych kostnich cementii v zavislosti na prostiedi.

Tab. 6. Vysledky analyzy uvolniovani gentamicinu z jednotlivych testovanych kostnich cementii; *** hladina gentamicinu klesla

pod limit detekce; FR — fyziologicky roztok

MH médium FR

Cas Palacos (mg/l) VancogenX (mg/l) | Hi-Fatigue (mg/l) Palacos (mg/l) VancogenX (mg/l) | Hi-Fatigue (mg/l)
24 h 36,2 178 192 57 131,4 70

48 h 10,8 12,7 42,8 11,6 13,9 51,2

72 h 1,61 5,11 25 6,15 8,9 19,72

96 h ok ok HAE 3,76 6,36 9,3

120 h ok roxE A 3,08 4,36 7,03

192 h oAk roxE HAE 1,77 1,54 4,89

1épe choval pii michani v atmosférickém tlaku nezli ve
vakuu. AvSak v zadné testovaci situaci nedosahla kon-
centrace gentamicinu u SmartSet GMV po 48 hodinach
na 32 mg/l. Lepsi uvoliovani antibiotika pii micha-
ni ve vakuu vysvétluji néktefi autofi mnohem vétSim
poctem mikropor nez u cementu ptipraveného za nor-
malniho tlaku. Z nich se muize antibiotikum uvoliovat
po delsi dobu a ve vétsich koncentracich (23). V nasi
studii jsme posuzovali pouze vakuové michané kostni
cementy a nepozorovali jsme vyrazngjsi rozdily v an-
timikrobni a antibiofilmové aktivit¢ mezi jednotlivymi
testovanymi cementy.

U pelet vytvotenych z kostnich cementi s obsa-
hem antibiotik jsme zjistili vyborny baktericidni efekt
1 schopnost eliminovat tvorbu biofilmu na rozdil od
pelet z kostniho cementu bez antibiotik. Efekt byl
prakticky stejny u cementli s gentamicinem jako u ce-
mentu, ktery obsahoval navic vankomycin. Nabizi se
tedy otazka, jaky je vlastné potencialni cil vankomyci-
nu v uvedené kombinaci. Vyznam vankomycinu spo-
¢iva predevsim v rozsifeni spektra ucinku i na multire-
zistentni grampozitivni bakterie, jako jsou piedevs§im
methicilin-rezistentni stafylokoky (25). Vzhledem
k soucasné vysoké urovni rezistence koagulaza-nega-
tivnich stafylokokt k methicilinu Ize povazovat kom-
binaci gentamicinu s vankomycinem za perspektivné
uzitecnou.

Zakladni podminkou efektivniho pisobeni antibiotik
je jejich dostatecné dlouhé uvoliovani z povrchu kost-
niho cementu v dostate¢né vysokych koncentracich. To
je funkci predevsim celkové koncentrace antibiotika

v cementu a rovnomérnosti v jeho distribuci, protoze
se uvolnuje pouze z nejpovrchnéjsi vrstvy kostniho ce-
mentu (27). Bez ohledu na davku a typ pfidaného an-
tibiotika, jsou nejvyssi hladiny zaznamenavany béhem
prvnich hodin po vlozeni do testovaciho média, poté
nasleduje vétsSinou rychly pokles koncentraci az na ne-
méfitelné hodnoty, coz je v souladu s naSimi vysledky
meéfeni gentamicinu i vankomycinu. Pro rutinni profy-
laktickou indikaci se ovSem pouzivaji cementy s pii-
mesi maximalné 1 g antibiotika. Vyssi davky antibio-
tik, zvlasté ptiddvané az na sale, narusuji polymeraci
a mechanické vlastnosti kostnitho cementu (3). Dtlezi-
tou roli hraje také typ kostniho cementu, pficemz neni
ptesné jasné, co zpusobuje rozdily v diluénich kiivkach
stejného antibiotika (18, 22). Také my jsme zjistili roz-
dily v koncentracich uvoliujiciho se gentamicinu mezi
jednotlivymi testovanymi cementy pii pouZiti stejné
analytické metody (tab. 6).

Néekteré prace naznacuji, ze vyhodnéjsi by mohlo byt
smichani dvou antibiotik, protoze si navzdjem ,,vytvori
lepsi podminky pro uvolnéni z kostniho cementu a rozsi-
t1 spektrum ucinnosti, coz plati hlavné pro cementy s vy-
sokou davkou antibiotik (2). Je také mozné, Ze pro kazdé
antibiotikum existuje specificky dilu¢ni koeficient. Po-
dle nékterych praci se vankomycin uvoliiuje z kostniho
cementu nekonzistentné a htre (vetsi zavislost na kon-
centraci) nezli jina antistafylokokova antibiotika (17).
Z hlediska maximalni dosazené koncentrace to nemt-
zeme potvrdit, protoze po 24hodinové inkubaci jsme
naméfili ve fyziologickém roztoku primérné 140 mg/I
a v MH médiu vice nez 30 mg/l vankomycinu. Uvedené
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Tab. 7. Porovnani eluce vankomycinu z komercné a manudalné vyrabéného kostniho cementu, **** hladina vankomycinu
klesla pod limit detekce. PMMA (polymethylmethakrylat); HPLC/UV (vysokoucinna kapalinova chromatografie s UV detekci);
FPIA (fluorescencni polarizacni imunoanalyza); CP (calcium phosphate, dihydrogenfosforecnan vapenaty), SPE (solid

phase extraction, extrakce na pevné fazi); PBS (phosphate buffer saline, fosfatovy pufi s pridavkem chloridu sodného), PB
(phosphate buffer, fosfatovy pufr); KT (kloubni tekutina); FR (fyziologicky roztok)

Typ kostniho cementu, Ruéné Rucné Rucné Rucné Rucné Komer¢ni Komer¢ni
pridana davka piipraveny | pripraveny | pFipraveny | pFipraveny | pFipraveny preparat preparat
vankomycinu
PMMA + CP + vanko PMMA PMMA, PMMA + VancogenX | VancogenX
vanko 0,25¢) s genta + Spacer G + vanko (vanko 1 g) | (vanko1g)
0,25¢) vanko (2 g) | vanko (1 g) “4g
Médium pro dilu¢ni studii PBS PBS PBS PB KT FR MH
Metoda pro stanoveni HPLC/UV HPLC/UV HPLC/UV FPIA HPLC/UV HPLC/UV | SPE extrakce,
koncentrace vankomycinu HPLC/UV
Dilué¢ni koncentrace / 52,0 mg/1 420,0 mg/l 32,0 mg/l 15,0 mg/ 1538,0 mg/l 139,9 mg/l 32,9 mg/l
mnoZstvi uvelnéného spacer
antibiotika 1. den
Dilué¢ni koncentrace / 6,2 mg/l 67,0 mg/l 2,5 mg/l 2,7 mg/spacer | 850,0 mg/1 9,3 mg/l HAAE
mnoZstvi uvolnéného
antibiotika 3. den
Dilu¢ni koncentrace / 2,2 mg/l 45,0 mg/1 ok 0,8 mg/spacer | 57,9 mg/l 3,5 mg/l kK
mnoZstvi uvolnéného
antibiotika 7. den
Autori studie Urabe etal., | Urabeetal., | Changetal., Bertazzoni Hsieh et al., Aktualni Aktualni
2009 2009 2011 Minelli et al., 2006 studie studie
2004

hodnoty Ize povazovat za dostate¢né vysoké a zarucujici
u veétsiny grampozitivnich bakterii, véetné methicilin-
-rezistentnich stafylokokt, dostate¢ny antimikrobialni
efekt (26). Podobn¢ namétili jini autofi relativné vysoké
hladiny vankomycinu uvolnéného z cementu, do né¢hoz
bylo pfidano od 0,5 az po n¢kolik grami antibiotika
(tab. 7), (5, 15, 17, 29).

Gentamicin je povazovan za ,standardni* antibioti-
kum v kostnim cementu, které je efektivni a dobte se
z cementu uvoliiuje (4). Podle n€kterych praci by mél
byt také méné zavisly na ptfitomnosti druhého antibioti-
ka v cementu (6). V nasi studii se gentamicin uvolfoval
z kostniho cementu VancogenX relativné dobfe do MH
média a o néco hute do fyziologického roztoku, i kdyz
mnohem Iépe nezli vankomycin. Stejné jako v piipadée
vankomycinu muize byt vysvétlena variabilita v naSich
a literarnich méfeni alespont ¢aste¢né zvolenou métici
metodou. Diky své specifické struktuie (gentamicin neni
Cistd chemicka entita, ale je tvofen nékolika funkénimi
izomery) je totiZ gentamicin béznymi analytickymi me-
todami obtizné stanovitelny.

V nasledujici ¢asti struéné zminime néktera ome-
zeni nasi studie. Pfedevsim je téZké namodelovat in
vitro podminky, které by byly podobné prostiedi re-
alného kloubu. VétSina povrchu kostniho cementu
je orientovana ke kostnimu ltuzku, resp. ke kompo-
nenté. Pouze malé cast povrchu kostniho cementu je
obracena smérem do dutiny kloubu a je v kontaktu
s kloubni kapalinou (zpocatku krvi, ktera se postupné
odbarvuje a posléze s kloubnim vypotkem). V nasi
studii byly naproti tomu vzorky cementu testovany
v jednoduchém a stabilnim kapalném prostiedi, pfes-
to byly zjistény vyznamné rozdily v uvoliiovani obou
testovanych antibiotik. Ty se vSak nepromitly do an-
timikrobniho a antibiofilmového pusobeni. Urcité

ree
1

namitky je mozné vznést také k pouziti archivnich
mikrobidlnich kment, které se mohou chovat jinak
nezli divoké nebo multirezistentni klinické kmeny.
Dalsi omezeni souvisi s pouzitymi analytickymi me-
todami, které je nutné nejen dostate¢né validovat, ale
v pfipadé méfeni hladin gentamicinu by bylo vhodné
zavést metodu vyuzivajici spojeni kapalinové chro-
matografie s hmotnostnim spektrometrem. Stanoveni
koncentrace antibiotik je ovlivnéno také typem testo-
vaciho média. Pfi vyvoji metody pro stanoveni van-
komycinu v MH médiu se ukazalo, Ze toto médium
s obsahem Skrobu a fady dalSich komponent dokaze
ziejmé ¢ast vankomycinu adsorbovat a tato frakce
pak muze ,,uniknout™ detekéni metodé¢. Proto bylo
nutné pristoupit k upravé vzorku pomoci extrakéni
metody na pevné fazi.

ZAVER

V predkladané studii jsme zjistili, Ze kostni cement
VancogenX ma antimikrobni a antibiofilmovy poten-
cidl zcela srovnatelny nebo dokonce lepsi ve srovnani
s ,tradi¢nimi‘ kostnimi cementy s antibiotiky. Z tohoto
hlediska je proto mozné doporucit jeho pouzivani v kli-
nické praxi. Hlavni indikaci je terapie infekci kloubnich
nahrad. Pfipadnému rozsifeni indikaci i na prevenci in-
fekei kloubnich nahrad (véetné recidiv) u zvlasté riziko-
vych pacientd musi piedchazet solidni biomechanické
studie, které by dolozily pevnostni a tinavové vlastnosti
cementu VancogenX. Zjistili jsme také, Ze vankomycin
a gentamicin se uvolnuji z cementu VancogenX micha-
ném ve vakuu v zavislosti na typu média, v némz se
testovana peleta nachéazela. Variabilitu nalezi je ales-
ponl ¢aste¢né mozné vysvétlit pouzitymi analytickymi
metodami.
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