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ABSTRACT

PURPOSE OF THE STUDY

Infections of the musculoskeletal system present a serious problem in orthopaedic and trauma medicine because, typi-
cally, they are often recurrent and associated with the development of resistance to antibiotics. The aim of this study was
to ascertain whether the local concentration of vancomycin released from cancellous bone grafts exceeded the minimum
inhibitory concentration (MIC) for vancomycin-resistant Staphylococcus aureus (VRSA >16 mg/L) during a 16-day in vitro
experiment.

MATERIAL AND METHODS

Morselised grafts of spongy bone were selected as ideal local carriers of antibiotic. They were impregnated with van-
comycin (Edicin®). Its concentration was assessed by Agilent 1200 high performance liquid chromatography coupled with
a diode array detector (Agilent Technologies, USA). Morselised bone was impregnated with vancomycin at 0.1 g antibiotic
per 10 g bone, and 20 samples each weighing 1 g were prepared. They were placed in test tubes with phosphate buffer
at pH = 7.4 and maintained in a thermostat at 37 °C. During the 16-day period, buffer samples were taken at intervals and
examined for vancomycin concentration by the above-described method.

RESULTS

During the whole experimental period, the level of released vancomycin was high above the MIC for VRSA. The maxi-
mum average concentration was obtained between day 2 and day 4 and it reached 507.68 mg/L. At this interval the van-
comycin level was stable, because there was no significant difference (p >.0.005) between the values of the 2nd and the
4th day. Then a gradual decrease in antibiotic levels was detected, with an average concentration of 332.29 mg/L recor-
ded at 16 days.

DISCUSSION

Recently, the occurrence of methicilin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) infections has been increasing as well
as the risk of VRSA infections, and therefore our experiment was set up to assess the releasing properties of bone grafts
impregnated with vancomycin The levels of released vancomycin were much higher than the MIC for VRSA for the whole
period of measurement. This finding is different from the results of an in vitro study by Witso et al., in which the vancomy-
cin level dropped below the MIC after 2 weeks.

The decrease in vancomycin levels following its maximum values was greater than it had been expected although the
samples were diluted only minimally.. There are several explanations for this finding. However, from the clinical point of view
it is important that, for a sufficiently long period, vancomycin is maintained at a level exceeding the MIC for VRSA.

CONCLUSIONS

In an in vitro experiment under conditions simulating a human internal environment, the elution of antibiotic from van-
comycin-impregnated cancellous bone grafts was investigated. The local vancomycin concentrations much exceeded the
MIC for VRSA for more than 2 weeks. The highest levels, i.e. the total vancomycin amount, were recorded at 2 to 4 days
after carrier application. Based on the experimental results, vancomycin-loaded bone grafts can be recommended for local
treatment of the musculoskeletal system infected with antibiotic-sensitive staphylococci, MRSA strains or possibly also for
VRSA infections.
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41 2/ ACTA CHIRURGIAE ORTHOPAEDICAE
ET TRAUMATOLOGIAE CECHOSL., 77, 2010

uvoD

Infekce pohybového aparitu predstavuje vazny pro-
blém v ortopedii a traumatologii pro svij typicky pri-
béh s recidivami a Casty rozvoj rezistence. Navzdory
zlepSujici se prevenci, operacni technice, pooperacni
péci a §irsi dostupnosti nové vyvinutych antibiotik s lep-
$im prinikem do tkani, osteomyelitida stile patii mezi
Casté a vazné komplikace (2, 9, 10, 12, 13, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21, 22, 23).

Praveé rozvoj bakteridlni rezistence vede k neustalé-
mu hledédni dal$ich G¢innych antibiotik a také k nové-
mu vyuZiti antibiotik jiZ v praxi zavedenych, jak tomu
bylo napt. u vankomycinu. Vankomycin je glykopepti-
dové baktericidni antibiotikum izolované z mikrobidl-
niho kmene Amycolatopsis orientalis. Jeho vyuZiti
vzrostlo celosvétové koncem dvacatého stoleti kvili
naristu methicillin/oxacillin rezistentnich kment
Staphyloccocus aureus (MRSA) a Staphyloccocus
epidermidis (MRSE) (24). Pravé z divodu zvysujiciho
se vyskytu MRSA u chronicky a vazné nemocnych
pacientl je vankomycin aplikovén stale Castéji. Tento
selekéni tlak antibiotik na bakterie vede ke vzniku kme-
ni MRSA rezistentnich na glykopeptidy (1). Clinical
and Laboratory Standards Institute (USA) rozdéluje
vankomycin-rezistentni MRSA podle minimélni inhi-
bi¢ni koncentrace (MIC ) na vancomycin-intermedia-
te, nebo-li stfedn& citlivé Staphyloccocus aureus
(VISA, MIC: 4-8 mg/l), heterogenni kmeny VISA
(hVISA, MIC > 4 mg/l) a na vankomycin-rezistentni
Staphyloccocus aureus (VRSA, MIC 16 mg/l) (1, 3,
14).

Mistni 1écba infekci pohybového aparatu lokalnimi
nosic¢i antibiotik ma celou fadu vyhod oproti systémo-
vému podavani antibiotik. Nejvétsim pfinosem je moz-
nost dosazeni koncentrace antibiotik v misté¢ zanétu
vysoce presahujicich MIC. Antibiotika tak pisobi
i v avaskuldrnich zénéach, bez zvySeni systémové toxi-
city. Antibiotikum pak muzZe pusobit jak na zbyvajici
planktonické formy bakterii, tak i na sesilni formy v bio-
filmu. Lokdlni nosi¢e antibiotik navic vyplni ,,mrtvy
prostor po odstranénych nekrotickych tkdni infekeci
postiZzené kosti (15, 19).

Cilem nasi prace bylo ovéfit, jestli kostni §tépy jsou
vhodnym lokdlnim nosi¢em vankomycinu k mistni 1é¢-
bé osteomyelitidy. Zaméfili jsme se na elucni charakte-
ristiky vankomycinu uvoliiovaného z kostnich Stépt.
Kostni $tépy jsme zvolili pro jejich idedlni vlastnosti.
Jsou nejpfirozenéj$im lokalnim nosi¢em antibiotik po-
uzivanym v ortopedii a traumatologii. Maji schopnost
osteoindukce, osteointegrace a remodelace dle aktual-
nich mistnich potfeb operované kosti. V soucasné dobg
jsou preferovany predevs§im spongiézni morselizované
(namleté) kostni Stépy (4, 7, 19, 25, 27). Vzhledem
k tomu, Ze stéle Cast€ji zaznamendvame narlst rezisten-
ce gram pozitivnich bakterii na glykopeptidové antibio-
tika, prozatim predevsim u koaguldza negativnich sta-
fylokokd, chtéli jsme ovéfit, zda mnoZstvi vankomycinu
presahuje i MIC pro VRSA po dobu Sestndcti dnil expe-
rimentem provedenym in vitro.
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MATERIAL A METODY

Pro experiment in vitro byly jako lokéalni nosi¢ anti-
biotik zvoleny morselizované spongiézni kostni $tépy
impregnované vankomycinem (Edicin®). Kazdy z dva-
ceti vzorkil byl pfipraven za sterilnich podminek. Kost-
ni $tépy jsme ziskavali z hlavic kosti stehenni od pa-
cient, u kterych byla provedena nahrada kycelniho
kloubu s jejich pisemnym souhlasem. Kostni $tépy zis-
kané béhem operace byly zbaveny fibrézni tkdné, chru-
pavky a kortikalni vrstvy. Spongi6zni kost jsme na-
mleli standardnim kostnim mlynkem (ProSpon, otvor
struhadla 4,5 mm). Namleté kostni $t€py byly impreg-
novany po disledném promiseni prasku vankomycinu
na 15 minut v poméru 10 g kostniho $té€pu a 0,1 g Edi-
cinu®. Pomér 10 g kostniho $t€pu a 0,1 g Edicinu® jsme
zvolili pro minimalizaci chyby ve stanoveni koncentra-
ci vancomykinu na podkladé predbéznych méfeni.
Hmotnost kostnich $té€pi a antibiotika jsme zvézili ana-
Iytickymi vahami. Z kostnich $t€pli impregnovanych
vankomycinem jsme odebrali dvacet vzorki o hmotnosti
1 g. Aplikovali jsme je jednotlivé do sterilnich Ctverci,
které jsme pevné utésnili a vloZili do zkumavek, do kte-
rych jsme pipetou aplikovali fosfatovy pufr (pH 7.4)
o objemu 20 ml/1 zkumavku, uzavteli je a vloZzili do ter-
mostatu nastaveného na teplotu 37 °C. V danych inter-
valech po dobu 16 dnil jsme za sterilnich podminek vzdy
odebrali po pfedchozim jemném ru¢nim promichani
zkumavky z kazdého vzorku 100 ul pufru a odebrany
pufr jsme doplnili stejnym mnoZstvim nového pufrova-
ciho roztoku. Tento postup, kdy jen dopliiujeme mnoz-
stvi odebraného pufru a cely ho neménime, jsme zvoli-
li proto, Ze dle naSeho nizoru tento zpisob monitorace
vice odpovida prostfedi v organismu.

Z.odebranych vzorka pufru byly postupné méteny kon-
centrace uvolnéného vankomycinu. Pro monitorovani
hladiny vankomycinu v mg/l jsme pouZzili vysokoudcin-
nou kapalinovou chromatografii (HPLC) na pfistro-
ji Agilent 1200 s DAD detektorem (Agilent Techno-
logies, USA). Stanoveni bylo provadéno pfi laboratorni
teploté¢ (21 °C). Pouzili jsme kolonu s reverzni fazi
(Purospher RP-18e, 125x3,5 mm, 5 wm, Merck). Mobil-
ni faze byla tvofena smési acetonitril-voda-kys. fosforec-
na (8,5:91,5:0,125, v/v/v). pH bylo upraveno na hodnotu
2,8 trietylaminem. Pratok mobilni faze byl 0,5 ml/min
a detekce byla provadéna pii 230 nm. Doba analyzy se
pohybovala okolo 10 minut. Veskeré pouzité chemikalie
byly HPLC kvality. Metoda byla nejprve validovana pro
méteni exaktni formy vankomycinu z fosfatového pufru.

Vysledky byly statisticky zpracovany za pomoci pro-
gramu Statistica 6.0. Statistické zpracovani vysledk je
zndzornéno jako primér a smérodatnd odchylka z dva-
ceti nezavislych méfeni. Pomoci T-testu jsme porovna-
vali vyznamnost rozdilu koncentrace mezi jednotlivymi
casovymi intervaly.

VYSLEDKY

JiZ v prvni hodiné méfeni jsme zaznamenali hladiny
vankomycinu vysoce piesahujici MIC pro VRSA, kdy
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se uvolnilo cca 33 % impregnovaného vankomycinu
z celkového mnoZzstvi. Poté je rychlost eluce od 1. do 4.
hodiny pomalejsi, ale podil uvolnéného vankomycinu
v daném intervalu je témér stejny. Od 5. hodiny po apli-
kaci nosice se rychlost uvoliiovani antibiotika postupné
zpomaluje. Po 12 hodindch od implantace jsme namé-
fili primérné Kkoncentrace uvolnéného vakomycinu
420,98 mg/l, coz odpovida 84,2 % z nejvySe mozné
dosazitelné koncentrace vankomycinu v jednom vzor-
ku. Maximélni pramérné koncentrace uvolnéného van-
komycinu a zaroven jeho veskeré mnoZstvi v okolnim
pufru jsme naméfili mezi 2.—4. dnem (tab. 1), pficemz
koncentraci v tomto ¢asovém intervalu lze povazovat za
ustdlenou, nebot mezi obéma hodnotami nebyl statis-
ticky vyznamny rozdil (p>0,005). Po dosazeni maxi-
malni primérné koncentrace vankomycinu (2.—4. den)
jsme zaznamenali pokles jeho koncentrace do konce
meéfeni, tj. 16. dne, o 167,42 mg/l.

Jednotlivé primérné Kkoncentrace vankomycinu
v mg/l (Mean), sila T — testu (T) a signifikace (vyznam-
nost) (p value) mezi ¢asovymi intervaly jsou zazname-
nany v tabulce 1. Grafické znazornéni dynamiky uvol-
fovani vankomycinu z kostnich §t€pil v jeho primérnych
koncentracich je vyobrazeno v grafu 1.

DISKUSE

Predpokladem tispé$né 1écby osteomyelitidy lokalni-
mi nosic¢i antibiotik je dosazeni vysokych koncentraci
antibiotik v misté probihajici infekce po dostatecné
dlouhou dobu k eradikaci pfitomné bakteridlni mikro-
fléry. K dispozici mame mnoho druhti antibiotik a lokal-
nich nosic¢t pouZitelnych v ortopedii a traumatologii.
Problémem je cena, zplisob a rychlost impregnace anti-
biotikem, biokompatibilita a spektrum citlivosti uZitého
antibiotika.

Pro nas experiment jsme zvolili kostni $tépy pro jejich
vhodné vlastnosti, biokompatibilitu, schopnost osteoin-
dukce, osteointegrace a remodelace dle aktudlnich mist-
nich potieb operované kosti postizené infektem a také
pro jejich relativné snadnou dostupnost, cenu a vse-
obecné pozitivni zkuSenosti uvadéné v literatufe i na
nasem pracovisti (4, 5, 6, 7, 19, 25, 26, 27, 28, 29, 30).
Z antibiotik se nam jako nejvhodné;jsi jevil vankomycin,
nebot se cenov€ i vlastnostmi zd4 jako nejvyhodné;jsi
antibiotikum pro lé¢bu infekci vyvolanych multire-
zistentnimi gram pozitivnimi bakteriemi, ze kterych se
stdva novy a zdvazny problémem v septické ortopedii.
Navic vankomycin v mistni koncentraci aZz do
1000 mg/l nema Zadny nebo jen miniméalni efekt na rep-
likaci osteoblastti (11). Koncentraci 1 g vankomycinu na
100 g kostniho $tépu jsme zvolili na podkladé predcho-
zich studii zabyvajicich se touto tematikou. Napt. But-
taro doporucuje 1 g vankomycinu na 1 femoralni hlavi-
ci (6). V jiném experimentu pouZzil 1 g vankomycinu na
300 mg Stépu (4). Tato koncentrace antibitika je vSak
zbyte¢né prilis vysoka. Metoda HPLC ke stanoveni kon-
centraci antibiotika v pufrovacim roztoku byla zvolena
pro jeji vysokou specificitu a senzitivitu (8). MnoZstvi
odebiraného vzorku pufru (100 pl) ke stanoveni kon-
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Tab. 1. Jednotlivé priimérné koncentrace vankomycinu
v mg/l (Mean), sila T — testu (T) a signifikace (p value) mezi
Casovymi intervaly (statistickd vyznamnost je ddna hodnotou
p > 0,005)

Cas (h) Pocet Pramér Rozpéti T-test | p value
vzorkl (N) X£SD

1 20 165,1£34,6 116,6-265,3

8,532 | 0,000
2 20 228,3£38,1 185,3-311,7

8,059 | 0,000
3 20 283,7+44.,6 211,3-360,5

0,479 | 0,637
4 20 289,3138.4 238,6-362,8

2,621 | 0,017
5 20 323,5£50,5 250,6-419,6

4,510 | 0,000
6 20 343,2+60,5 263,2-458,8

27,472 0,000
12 20 420,9453,1 340,1-524,6

13,866| 0,000
24 20 472,9443,8 412,4-563,6

4,602 | 0,000
48 20 499,7436,2 456,7-571,2

0,987 | 0,336
96 20 494,6+31,9 446,3-537,1

6,439 | 0,000
144 20 463,8435,9 403,3-533,9

1,905 | 0,072
192 20 441,6140,3 358,0-538,3

3,067 | 0,006
240 20 401,2461,8 240,7-456,5

1,434 | 0,167
288 20 380,4+40,5 320,2-436,4

0,252 | 0,803
336 20 377,8425,7 322,9-427,1

4,209 | 0,000
384 20 332,3+48.,8 227,5-405,7

centrace uvolnéného vankomycinu v danych intervalech
jsme zvolili proto, Ze tento zpiisob odbéru vice odpovi-
da modelu organismu v porovnani s odbérem celého
pufru ze vzorku. Tento zplsob odbéru vzorku pufru
navic odhalil dlouhodob€;jsi zmény v koncentracich van-
komycinu vylouceného do jen castecné propustného
prostoru.

Podobnou praci zabyvajici se uvoliovanim vanko-
mycinu z kostnich $tépt je prace Witseho. Ten ve svém
in vitro pokusu uvadi nejvyssi rychlost nartstu kon-
centrace antibiotika také v prvnim méfeni, tj. v prvnim
dnu. Poté popisuje pokles koncentraci méfeného antibio-
tika. Po dvou tydnech uvadi hladinu vankomycinu uz
pod MIC (28). V jiné studii provedené in vivo Buttarem
byla stanovovana koncentrace vankomycinu z drendZni
tekutiny. Maximalni hladiny antibiotika byly naméfeny
po 5-9 hodinach od aplikace kostniho §té€pu s antibioti-
kem (6). Witso v jeho experimentu pouZil morselizova-
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Graf 1. Grafické zndzornéni dynamiky
uvolriovdni vankomycinu z kostnich ste-
pi v jeho priimérnych koncentracich
v danych casovych intervalech.
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ny spongi6zni kostni §t€p s vankomycinem také o hmot-
nosti 1 g aplikovaného do zkumavky s pufrovacim roz-
tokem. V danych intervalech (prvni odbér po 1. dnu, dal-
§i ve dvoudennim rozmezi) odebiral veSkeré mnoZstvi
pufru, ze kterého méfil koncentraci antibiotika imuno-
chemickou metodou (bioassay). Odebrany pufr vzdy
nahradil novym pufrovacim roztokem o stejném mnoz-
stvi. Rozdil v objemech odebiraného pufru a v odliSnych
intervalech méfeni u naseho experimentu a u pokusu
provedeném Witsem ma s nejvétsi pravdépodobnosti za
nasledek odlisné charakteristiky dynamiky koncentrace
vankomycinu. Odli$né metody pro stanoveni hladiny
vankomycinu (HPLC a bioassay) by nemély mit vliv na
rozdilné vysledky méfeni.

Rozdilnost vysledki proti studii provedené in vivo
Buttarem se dala predpokladat. MnoZstvi uvolnéného
vankomycinu bylo v jeho pokuse méfeno z drendZni
tekutiny, tj. ne z uzavieného kompartmentu jako v pii-
padé in vitro studie. Navic Buttaro aplikoval vancomy-
cin do osteomyelitického loziska. Zasadni je vSak sho-
da Buttarovych a Witsovych vysledk{ s naSimi v tom,
Ze nejvetsi Cast antibiotika se uvolnila béhem prvniho
méfeni. Z toho vyplyva, Ze v situaci in vivo jsou nej-
vy$$i hladiny vankomycinu dosaZeny v prvnich hodi-
nach, poté se rychlost vylu¢ovani antibiotika zpomalu-
je. Podle nasi studie by se ale i v 16. dnu pohybovaly
hladiny vankomycinu nad MIC pro VRSA.

Jak je zminéno vySe, vankomycin je nejrychleji uvol-
fovan z kostnich $téplt v pribéhu prvnich hodin.
K tomuto jevu s nejvétsi pravdépodobnosti dochdzi pro-
to, Ze toto antibiotikum je pfi piipravé absorbovano pre-
dev§im do povrchu nosi¢e. Také doba impregnace
(15 min.) mize byt kratka.

Vzhledem k minimalnimu fedéni béhem odbéru pufru
ze vzorki jsme zaznamenali takovy pokles hladin van-
komycinu po dosaZeni jeho maximalnich hodnot, ktery
by teoreticky bez vnéjSich vlivii nemél nastat. Jednim
z vysvétleni by mohla byt tepelnd degradace vankomy-
cinu na krystalické degradacni produkty (CDP-1),
jejichZz mnoZzstvi se zvySuje a koncentrace jeho aktivni
formy (faktoru B) se snizuje. K termalni degradaci van-
komycinu dochézi jiz pii teploté nad 20 °C. Degradac-
ni produkty vankomycinu postradaji antibakteridlni

ucinnost (24). V naSem experimentu jsme vSak stano-
vovali pouze exaktni vankomycin bez rozliSeni jeho
aktivni formy a degradacnich produkt. Navic pokud
bychom zaznamenali pokles aktivni formy vankomyci-
nu, tak by podle studie provedené Somervillem byla kon-
centrace antibiotika ve 2. dni pfiblizné 45 mg/l. Tato kon-
centrace by jesté prevySovala MIC pro VRSA. Zistava
tedy otazkou pro€ od 2.—4. dne do konce méteni docha-
zi k poklesu koncentrace exaktniho vankomycinu. Na-
skyta se n€kolik hypotéz. Vankomycin je nejspise spo-
tfebovavan jako substrat plisnémi ¢i bakteriemi, které
kontaminovaly vzorky. Mtze byt také postupné rozkla-
dan enzymy pfitomnymi v kostni tkani nebo se vytvari
molekula odli§nd od CDP-1 a faktoru B a tudiZ neiden-
tifikovatelna jako exaktni vankomycin pouZitou meto-
dou. Jednoznacna odpovéd je zatim neznama. Z prove-
deného pokusu se jevi, Ze nésledny pozvolny pokles
hladin vankomycinu neni zpiisoben pouze jeho termal-
ni degradaci. Pro klinickou praxi je vSak podstatné, Ze
i pres vlastnost vankomycinu vytvaret degradacni pro-
dukty v zavislosti na okolni teploté a délce jejiho piiso-
beni, zlstdva po ur¢itou dobu zachovana jeho ucinnd
koncentrace ptevysujici MIC pro MRSA i VRSA.

ZAVER

Provedenym experimentem v in vitro podminkach
simulujicich vnitfni prostfedi organismu jsme ovéfili
elucni vlastnosti vankomycinu uvoliiovaného z kostnich
$tépu. Potvrdili jsme, Ze lokalni koncentrace vankomy-
cinu vysoce presahuji MIC pro MRSA i VRSA déle nez
2 tydny, nejvyssi primérné hladiny vankomycinu a zaro-
veil jeho veSkeré uvolnéni z kostniho Stépu je dosaZeno
ve 2.—4. dni od aplikace nosice.

Lze tedy konstatovat, Ze na podkladé laboratornich
vysledki 1ze doporucit uZiti kostnich $té€pi s vankomy-
cinem k mistni 1écbé zanétd pohybového aparatu zpi-
sobenych infekcemi citlivymi stafylokoky, rezistentni-
mi kmeny MRSA a MRSE a mohlo by byt ta¢innou
lé¢ebnou metodou i pro infekci vyvolanou VRSA, pii-
padné dalSimi gram pozitivnimi bakteriemi. Elucni
vlastnosti in vivo a otazku tepelné degradace vankomy-
cinu ovéfujeme v dalsi studii.
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