163/ Sc;(%:BC_qigé)rthop. Traum. &ech., 83, 2016, No. 3 PUVODNi PRACE
ORIGINAL PAPER

Aloplastické materialy z pohledu jejich citlivosti
ke kolonizaci bakteriemi
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ABSTRACT

PURPOSE OF THE STUDY

The alloplastic materials currently used for protective surface layers on implants were tested in vitro under microbiological
laboratory conditions by contamination with microbial agents most frequently found in deep infection of total joint
replacements. The objective was to find out how the resistance to bacterial colonisation was related to different surface
finishes.

MATERIAL AND METHODS

Each of 14 samples of alloplastic material currently used in the manufacture of orthopaedic implants was inoculated with
each of the group of microorganisms most frequently infecting joint replacements; these were Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis and Escherichia coli. At 24 hours of
incubation, biofilms produced on sample surfaces were collected, stained with crystalline violet and assessed by
spectrophotometry. The average value of biofilm absorbances (AV595) for the group of microorganism tested was taken as
a basic characteristic of each material sample indicating its sensitivity to bacterial.

RESULTS

Of the metal materials with smooth surface finish, Vitalium (AV595, 0.368) showed the lowest affinity to microbial
colonisation; next was titanium (AV595, 0.459) and steel (AV595, 0.505). A significant increase in sensitivity to bacterial
colonisation was recorded in all types of surface finish of steel (AV595, 0.571) and in titanium alloy with a rough surface
texture (AV595, 0.737 to 1.676); p < 0.05. Porous titanium surfaces significantly increased material affinity to colonisation.

DISCUSSION

Our study had certain limitations concerning in vitro evaluation of porous surfaces that have high affinity to bacterial
colonisation. Porous titanium, and its hydroxyapatite layer in particular, considerably promotes osteoblast colonisation of the
surface as well as implant osseointegration in the bone bed. Microorganisms therefore have no room for surface colonisation.
Problematic may remain the surface parts outside contact with bone that keep their affinity to bacterial colonisation.

CONCLUSIONS

The material of choice for cemented implants is Vitalium which, of all metal surfaces, has the lowest sensitivity to bacterial
colonisation. The materials of choice for cementless implants are titanium alloys. However, an osteoactive surface not in
contact with bone remains a problem. On the one hand, its roughness and porosity are crucial to good osseointegration, on
the other hand, its affinity to bacterial colonisation is high.
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Hluboka infekce totdlni kloubni ndhrady patii k nej-
obtiznégji feSitelnym komplikacim této jinak velmi aspéSné
operace. Z dat Narodniho registru kloubnich nahrad
vime, e v Ceské republice bylo v obdobi 2003-2012
provedeno 1137 revizi endoprotéz pro infekéni komplikaci
(34). I pres dodrzeni vSech perioperacnich zasad asepse
a antibiotickou profylaxi je incidence hluboké infekce
kloubnich nahrad 0,99% (8, 25). Infekéni komplikace
prodluZuji hospitalizaci pacienta, ktery casto podstupuje
opakované chirurgické vykony (19, 33). Zmistowski
uvadi az pétindsobné zvySeni mortality u pacientd po
revizi kloubni nihrady pro infekéni komplikaci (35).
Musime pocitat i s nemalou ekonomickou zatézi, kde
byly vycisleny ndklady na feSeni jednoho piipadu re-
implantace ndhrady kycelniho kloubu pro infekci v pri-
méru na 93 600 $ (20). Jiz v roce 1987 Gristina popsal
bakterialni kolonizaci povrchu implantatu (13). Nasledna
tvorba biofilmu na povrchu implantitu je povazovana
za klicovy moment patogeneze infekce kloubnich néhrad
(7). Je vSeobecné znamo, Ze rizné materidly, z nichZ se
vyrabéji endoprotézy, maji riznou citlivost k bakterialni
kolonizaci. VZdy jsou vSak porovndvany jen nékteré
vzorky s malym poctem mikrobidlnich agens (2, 4, 11,
18). V literatuie jsme nenalezli komplexni vycet miry
rizika u jednotlivych materiald a jejich povrchovych
uprav v unifikovaném prostiedi, abychom mohli porovnat
citlivost téchto materialt ve vztahu ke kolonizaci. Proto
jsme se rozhodli otestovat v jednotnych podminkach
mikrobiologické laboratote in vitro nejcastéji uZivané
aloplastické materidly v obvyklych povrchovych tpravich
cilenou kontaminaci mikrobidlnimi agens nejcastéji se
vyskytujicimi pii hluboké infekci totalni nahrady. Hlavni
otazkou nasi prace bylo zjistit, jak jsou aloplastické ma-
teridly primarné odolné vici bakteridlni kolonizaci pfi
rtuznych povrchovych tpravach.

MATERIAL A METODIKA

Pro zjisfovani adhezivnich vlastnosti bylo vybrano
14 materialli resp. povrchovych uprav, které jsou
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Obr. 1. Zkoumané terciky.

nejcastéji uzivany pii vyrobé ortopedickych implantatd
(tab. 1). Pro testovani byl material pfipraven jako disk
o priméru 5 mm a vysce 1,5 mm (obr. 1a, b), ktery byl
optimdlné manipulovatelny v podminkach mikrobiolo-
gické laboratofe. VSechny zkoumané materidlové vzorky
byly vyrobeny firmou MEDIN Orthopaedics a dodiny
ve sterilni formé v ochranné folii. Jejich vyroba a nasledna
sterilizace probihala za standardnich podminek pro
vyrobu kloubnich ndhrad. Pro sledovani schopnosti

Tab. 1. Prehled testovanych materidlii a jejich povrchovych tprav. Hrubost, Ra (mm) méfena Hommel-Tester T 6000 (Hommel

Werke GmbH, SRN)

Material Uprava povrchu Ra (jum)
1 Slitina CoCrMo (1SO 5832-4) Vitalium leStény povrch 1
2 Slitina CoCrMo (ISO 5832-4) kuliCkovany matny 2
3 Slitina CoCrMo (IS0 5832-4) leStény, znaceny laserem 3
4 Slitina FeNiCr (ISO 5832/9) leStény povrch 1
5 Slitina FeNiCr (ISO 5832/9) kulickovany matny 2
6 Slitina FeNiCr (ISO 5832/9) leStény, znaceny laserem 3
7 Slitina Ti6A14V (1SO 5832/3) karta¢ovany povrch 2
8 Slitina Ti6A14V (1SO 5832/3) tryskany Al203 4
9 Slitina Ti6A14V (IS0 5832/3) povrch anodizovany (zeleny) 2
10 Slitina Ti6A14V (ISO 5832/3) povrch anodizovany (zeleny), znaCeny laserem 3
11 Keramika AI203 (ISO 6474) jednostranné lestény 0/2
12 Slitina TiBA14V (1SO 5832/3) porézni nastrik hydroxylapatitit (HA) 5
13 Slitina Ti6A14V (1SO 5832/3) porézni nastrik 5
14 Polyetylen UHMWPE (I1SO 5834/2 ) leStény povrch 2
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tvofit biofilm na testovanych materidlech byly vybrany
mikroby povazované za nejcastéjSi puvodce infekci
kloubnich nahrad. Pfi revizich kloubnich nahrad jsou
Staphylococcus aureus a Staphylococcus epidermidis
identifikovatelna u 48 % az 56 % pozitivnich nalezt
(10). U dalsich testovanych mikrobd Pseudomonas ae-
ruginosa, Enterococcus faecalis a Escherichia coli se
frekvence vyskytu pohybuje v rozmezi 3 % az 5 % po-
zitivnich kultivaci. (1, 31). Tyto mikroby zaroven patii
i mezi nejcastéjsi pfic¢iny infekce kloubnich néhrad na
naSem pracovisti (14, 15).

Prvni testovanou bakterii byl Staphylococcus epider-
midis CCM 7221 (Czech Collection of Microorganisms,
CCM), piavodné klinicky izolat ¢. A117 s deklarovanou
schopnosti tvofit biofilm (30). Dalsi testované bakterie,
Pseudomonas aeruginosa FB44, a Enterococcus faecalis
FB16, Escherichia coli FB42 a Staphylococcus aureus
FB11, jsou piivodné klinické izolaty s ovéfenou schopnosti
tvorit biofilm (Sbirka mikroorganismt Mikrobiologického
ustavu Lékarské fakulty Masarykovy univerzity v Brné):
Pseudomonas aeruginosa FB44, a Enterococcus faecalis
FB16, Escherichia coli FB42 a Staphylococcus aureus
FB11. Kmeny byly uchovavany v kryozkumavkach
s kryoprotektivnim médiem (ITEST plus, Hradec Kralové)
pti teploté minus 76 °C. Pred pouZitim byly zkumavky
rozmrazeny, obsah byl ockovan na agar Miiller-Hinton
(Bio-Rad, Marnes La Coquette, France) a kultivovan do
druhého dne (18 hodin) pfi teploté 37 °C.

Pro testovani schopnosti tvofit biofilm byla pomoci
denzitometru Densi-LA-Meter II (Pliva-Lachema, Brno)
pripravena suspenze testované bakterie ve fyziologickém
roztoku o hustoté odpovidajici stupni ¢. 1 McFarlandovy
Skaly, ktery odpovida 3,0 x 10® kolonie tvoficich jedno-
tek/ml. Jamky 24jamkovych desticek (Nunc, Roskilde,
Denmark) obsahujici disk zkoumaného materialu a 900 ml
BHI bujonu (Brain Heart Infusion, HiMedia, Mumbai,
India) s 50 mM glukézy byly inokulovany s 100 ml
suspenze testované bakterie. Po 24 hodinach inkubace
pti 37 °C byl kazdy disk proplachnut ponofenim a jemnym
tahem ve fyziologickém roztoku, aby se odstranily
planktonické bakterie, které neulpély na povrchu testo-

PUVODNI PRACE
ORIGINAL PAPER

vaného terciku (Foster). Vrstva biofilmu vytvofena na
povrchu diskt byla fixovana 24hodinovym suSenim pfi
45 °C anasledné barvena v 1 ml 1% roztoku krystalové
violeti po dobu 20 min. Disky byly poté 3krat oplachnuty
ve fyziologickém roztoku tak, aby se odstranilo prebyte¢né
barvivo a néasledné usuSeny. Suché disky s obarvenou
vrstvou biofilmu byly eluovany v jamkach 96jamkovych
desticek (GAMA Group, Trhové Sviny, CZ), obsahujicich
150 ul 33% kyseliny octové, po dobu 20 minut na
tfepacce pii 300 rpmi. Vzhledem k tomu, Ze u nékterych
vzorkil bylo mnozZstvi krystalové violeti v eludtu pfili§
velké na to, aby bylo moZno presné zméfit hodnotu ab-
sorbance, byly vSechny eluity fedény 1:4 roztokem
33% kyseliny octové. Poté bylo 100 ul nafedeného
eludtu prepipetovano do Cistych jamek 96jamkové mi-
krotitracni desticky (GAMA Group, Trhové Sviny, CZ).
Pomoci spektrofotometru Anthos Labtec Instruments
2001 reader (Labtec Instruments, Salzburg, Austria)
byly zméfené hodnoty absorbance (A) eluatu z jednotli-
vych vzorki pii vinové délce 595 nm (A595). Absorbance
pozadi byla métfena pii 690 nm (A690). Po odecteni
hodnoty A690 od hodnoty A595 byla ziskdna skute¢na
hodnota absorbance méteného eluitu. Aby byl eliminovin
vliv rozdilné pfirozené afinity krystalické violeti k tes-
tovanym materidliim, byla pro kazdy testovany materiél
provedena negativni kontrola. Tti ter¢iky od kaZzdého
zkoumaného materialu prosly zcela identickym postupem,
ktery je uveden vySe, bez pfidani bakteridlni suspenze.
Pti vypoctu vysledné absorbance AV595 byla primérna
hodnota absorbance negativnich kontrol konkrétniho
materidlu byla odectena od naméfenych absorbanci
eluéth pri kvantifikaci biofilmu na povrchu daného ma-
teridlu.

Vyslednad absorbance, [AV595 = (A595 - A690) —
(A0 595 — A0690)].

Tvorba biofilmu na konkrétnim materialu byla testo-
véana ve tfech nezavislych pokusech, pfi¢emz v kazdém
pokusu byly jednim testovanym mikroorganismem in-
okulovany tfi vzorky pfisluSného materidlu. Celkovy
primér vSech absorbanci ziskany od vSech mikrobt
pro prislusny material byl bran jako zékladni charakte-

Tab. 2. Tvorba mikrobidlniho biofilmu na povrsich testovanych materidlu. Zakladem pro statistické hodnoceni je Vitalium. Zvyraznéné
vzorky maji proti Vitaliu vyznamné vétsi citlivost ke kolonizaci p < 0,05

Material Povrch AV;g5 AV5q5 AV;q5 Sm.odch. Hodnota
(%] Min. Max. o p
UHMWPE leStény 0,354 0,033 1,243 0,328 0,859
Slitina CoCrMo (Vitalium) lestény 0,368 0,005 1,859 0,420 X
Keramika Al,05 jednostranné leStény 0,435 0,009 1,472 0,389 0,436
Slitina Ti6A14V anodizovany 0,458 0,003 1,603 0,503 0,359
Slitina CoCrMo kulickovany matny 0,503 0,027 2,330 0,582 0,210
Slitina FeNiCr leStény 0,505 0,017 2,213 0,582 0,205
Slitina Ti6A14V anodizovany, znaCeny laserem 0,534 0,004 2,317 0,564 0,116
Slitina TiBA14V kartaovany povrch 0,548 0,036 2,619 0,666 0,128
Slitina CoCrMo leStény, znaceny laserem 0,551 0,003 1,872 0,512 0,067
Slitina FeNiCr kulickovany matny 0,571 0,015 1,725 0,532 0,048
Slitina FeNiCr lestény, znaceny laserem 0,702 0,006 2,711 0,714 0,008
Slitina Ti6A14V tryskany Al,0; 0,737 0,067 2,752 0,684 0,003
Slitina Ti6A14V porézni nastik s HA 1,217 0,035 2,651 0,751 0,000
Slitina Ti6A14V porézni nastiik Ti0, 1,686 0,225 3,016 0,763 0,000
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ristiku materidlu, ptipadné jeho povrchové upravy, ve
smyslu jeho citlivosti ke kolonizaci. Za referencni ma-
teridl, se kterym byly porovnavany ostatni, byl zvolen
vzorek s nejnizsi primérnou afinitou. VSechny vysledky
byly statisticky testovany dvouvybérovym neparovym
Studentovym t-testem s pouZitim programu Statistica 8
(StatSoft, Inc. Tulsa, Oklahoma, USA) na hladiné vy-
znamnosti 95 %.

VYSLEDKY

Priméry naméfenych hodnot a jejich charakteristiky
u vSech méfenych vzorki ukazuje tabulka 2. Zakladem
pro hodnoceni byl vysledek absorbance lesténého Vitalia.
Statisticky byl nalezen vyznamny nérist citlivost k infekci
u jakékoli povrchové tpravy oceli a velkého zdrsnéni ti-
tanové slitiny p < 0,05. Mezi titanovou slitinou a Vitaliem
se srovnatelnymi povrchovymi Gpravami nebyl prokdzan
statisticky vyznamny rozdil pfi sledovani tvorby biofilmu
na jejich povrsich. Pfi porovnani zakladnich kovovych
materidld v hladké povrchové tpravé mélo Vitalium
nejnizsi afinitu k adhezi a kolonizaci mikroorganismy,
nasleduje titan a ocel. Statisticky vSak mezi nimi nena-
chazime vyznamny rozdil. VSechny materidly se projevily
jako velmi stabilni v parametru nachylnosti k infekci
i pfi zdkladnich dpravach povrchu s mensi hrubosti
pouzivanych v endoprotetice. Pfi porovnani material
podle jejich primérné afinity v jejich nejhladsi povrchové
upravé vykazoval nejniZsi afinitu polyetylen (UHMWPE)
a nejvyssi ocel. Statistickou analyzou vSak mezi nimi
nebyl prokdzan statisticky vyznamny rozdil.

Zcela jinak je tomu u povrchovych tprav, které zvySuji
porozitu povrchu. Tyto dpravy maji dnes zdsadni vyznam
u titanovych implantatt, kde je hrubost povrchu dulezita
pro lepsi osteointegraci. Hrubsi povrchy, vice ¢i méné
porézni, jsou vytvareny jednovrstevnym nebo dvouvrs-
tevnym plazmatickym néstiikem. Porézné upravené po-
vrchy byly porovnany proti hladkému anodizovanému
titanu a ve vSech pfipadech byla afinita porézniho
povrchu statisticky vyznamné vétsi (tab. 3). Dokonce se
od sebe vyznamné 1i$i hrubé a porézni povrchy a porézni
mezi sebou podle stupné porozity (tab. 4)

Tab. 3. Zvysend citlivost ke kolonizaci titanovych slitin s riiznou
hrubosti a porozitou povrchu p < 0,05 (zdkladem pro statistické
hodnoceni je slitina titanu s hladkym anodizovanym povrchem)

Materidl @ NVsgs Materidl DM | p
Ti6A14V tryskany 0,737 10,030
Ti6A14V anodizovany 0,458 | Ti6A14V porézni néstfik HA 1,217 | 0,000
Ti6A14V porézni néstfik 1,686 | 0,000

Tab. 4. Statisticky vyznamny rozdil pfi porovnani hrubych a po-
réznich povrchi slitiny titanu mezi sebou

Material @ N Material DN | p
Ti6A14V tryskany 0,737 | Ti6A14V porémindstfik HA | 1,217 | 0,002
Ti6A14V tryskany 0,737 | Ti6A14V porézni ndstfik Ti02 | 1,686 | 0,000
Ti6A14V porézni néstfik HA | 1,217 | Ti6A14V porézni néstfik TiD2 | 1,686 | 0,004
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DISKUSE

Kolonizace povrchu biomateridlu mikroby je kli¢ovym
momentem v patogeneze rozvoje infekce kloubnich na-
hrad. Je to komplikovany proces ovlivnény mnoha
faktory, ktery doposud neni do detailu objasnén (6, 9,
17, 23, 32). Nase vysledky ukazaly dobrou odolnost
materidli v zakladni upravé vici kolonizaci. Urcitym
prekvapenim se mize zdat ,,odolnost” polyetylenu
(UHMWPE), ktery dle klasické literatury, patii ve vztahu
ke kolonizaci spiSe mezi citlivéjSi materidly (28). Jind
studie, ve shodé s naSimi vysledky, uvadi preferenci
S. aureus vytvaret biofilm na kovovém povrchu pied
UHMWPE (3). Tento nalez potvrzuje i prace Barrera et
al., kde pfi infek¢ni komplikaci v oblasti implantované
kloubni nihrady kolena, je kolonizace artikulacni vloZky
(UHMWPE) mikrobidlnim agens nejniZ§i (12). DileZitym
zjiSténim je relativni odolnost kovovych materidli v od-
olnosti vici kolonizaci pfi upravach jejich povrchu do
urovné malé hrubosti. Nejméné odolnou je v tomto
smyslu ocel, kterd v porovnini s leSténym Vitaliem
nabyva pri jakékoli tpravé vyssich hodnot afinity vaci
kolonizaci.

Urcitou limitaci nasi studie je hodnoceni poréznich
povrchil in vitro, které vykazuji zvySenou citlivost ke
kolonizaci. In vivo bude ve prospéch tohoto materialu
slouZzit vyhoda konceptu ,,race for surface* (13). Porézni
titan a zejména pak jeho hydroxyapatitovd (HA) vrstva
totiz znacné akceleruji osidleni povrchu osteoblasty,
a tak i osteointegraci implantitu do kostniho lizka
(obr. 2). Po osteointegraci tohoto povrchu nema jiz mi-
krobidlni agens prostor tento povrch kolonizovat. Prob-
lémem mohou byt ¢asti poréznich povrchd, které ziistavaji
mimo kontakt s kosti a jejich afinita ke kolonizaci tudiz
zUstava trvale vysoka. Ve shodé s dal$imi autory (5, 12)
se domnivame, Ze bakterie velmi rychle vypliiuji porézni
labyrint, kde chranény glykokalyxovou vrstvou preZivaji.
Je tfeba brat v tivahu i negativni vliv nesrovnatelné vétsi
plochy porézniho povrchu (5). Oga sice in vitro prokazal
srovnatelnou afinitu ke kolonizaci u hydroxyapatitového
nastiiku a hladkého titanu nicméné se jednd o povrch
s minimdlni porozitou (27). Hydroxyapatitovy nastfik,
ktery jsme zkouSeli v nasi studii, je kombinovany tzn.
na silné€ porézni zakladni vrstvu kysli¢niku titani¢itého
je nastiikan hydroxyapatitovy prasek s vysokym stupném
Cistoty jako druhd vrstva (21, 22). Tak se porozita
pavodni vrstvy o néco sniZi, coZ se projevilo i vyznamnym
sniZzenim afinity ke kolonizaci v této studii.

Materidlem volby pro konstrukci cementovanych en-
doprotéz je Vitalium, které ma zejména v leSténé tipravé
vynikajici odolnost proti kolonizaci. HorSi integracni
moznosti materidlu nejsou v tomto ohledu dulezité,
protoZe fixaci do kostniho ltiZka zprostfedkovava kostni
cement (polymetylmetakrylat). Vyhodou uZiti kostniho
cementu je moznost jeho smichani s antibiotiky. Cement
pak slouZi jako lokalni nosi¢ antibiotik, coZ zvySuje
ochranu implantétu vici kolonizaci bakteriemi (16). Co
vSak miZeme udélat pro zajisténi titanovych implantat
s poréznimi povrchy, které jsou dnes metodou volby
u necementovanych aloplastik. Jak uz bylo feceno,



1 67/ Acta Chir. orthop. Traum. ¢ech., 83, 2016, No. 3

Obr. 2. Optimdlni vazba dvouvrstevného povrchu implantdtu
s ndstrikem HA do kostniho liZka.

urc¢itym obrannym mechanismem je sama rychld integrace
implantitu do kostniho l4zka, kdy se vitézem zavodu
o povrch stava osteoblast. Navic in vivo titan projevuje
vynikajici biokompatibilitu, kde mékké tkané pevné ad-
heruji k implantétu, aniZ by vznikal mrtvy prostor mezi
implantditem a jeho vazivovym obalem, jak je tomu
u materidli z oceli. V tomto mrtvém prostoru se totiz
bakterie bez vlivu obrannych mechanisml volné §ifi
a mnoZi (15). V soucasné dobé jiz existuji rizné druhy
antimikrobialnich povrchti. Uprava povrchu implantitu
ionty nebo nanocésticemi kovil vede ke zvyseni antibak-
teridlni aktivity (24). Otazkou zlstava jejich cytotoxicita
(26). Dalsi moZnosti je naneseni biokompatibilniho hy-
drogelu schopného nést farmakologicky tcinnou latku
na povrch implatatu (29). Nyni pracujeme na formé na-
novlaknového nosice, schopného se navazat na hruby ti-
tanovy povrch protézy. Osteokonduktivni kompozit na-
novldken kolagenu s hydroxyapatitem bude schopen
vyplnit mrtvy prostor mezi implantatem a kostnim lizZkem
a zéaroven eluci antimikrobidlniho agens chranit povrch
implantatu pted kolonizaci. Tento povrch by mohl vy-
znamné zvysit rezistenci implantatu proti infekci.

ZAVER

Materidly uZivané ke konstrukci implantitu v zakladnim
lesténém provedeni maji relativné dobrou odolnost proti
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kolonizaci. B€Zné upravy, které nevedou k vétSimu zhru-
béni povrchu, tuto rezistenci vyznamné nesnizuji. Ma-
teridlem volby pro konstrukci cementovanych implantétl
je Vitalium, které ma z kovovych povrchi nejnizsi citli-
vost ke kolonizaci. Materidlem volby pro konstrukci
necementovanych implantatl jsou dnes slitiny titanu.
Problémenm je osteoaktivni povrch, ktery neni v kontaktu
s kostnim lazkem. Jeho hrubost a porozita jsou zasadni
pro dobrou osteointegraci, ale zaroveii ma vysokou
afinitu ke kolonizaci bakteriemi.
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