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Vloga sonikacije v diagnostiki okuzb umetnih

vsadkov

The role of sonication in the diagnosis of prosthetic joint infections

Bostjan Kocjanc¢i¢,! Andrej Lapo$a,? Drago Dolinar®

Izviecek

Okuzbe sklepnih protez so resen zaplet po artro-
plastikah, prina$ajo hudo obolevnost za bolnika
ter hkrati tezko breme za zdravstveno blagajno. S
staranjem prebivalstva se povecuje $tevilo bolni-
kov z vstavljenimi sklepnimi protezami, zato se
povecuje tudi Stevilo zapletov. Posebnost okuzb
umetnega materiala je tvorba bakterijskega bio-
filma, ki predstavlja diagnosti¢no in terapevtsko
oviro. Uvedba novega diagnosti¢nega orodja
- sonikacije omogoca sprostitev bakterijskega
biofilma in izbolj$a obcutljivost mikrobioloskih
preiskav, posebno pri antibioti¢cnem zdravljenju
pred operacijo.

Na Ortopedski kliniki UKC Ljubljana smo leta
2007 sprva poskusno, kasneje pa kot dopolnilno
diagnostiéno metodo za dokazovanje povzro-
Citelja okuzbe uvedli sonikacijo odstranjenega
umetnega materiala. V obdobju od februarja
2008 do konca decembra 2012 smo obravnava-
li 198 primerov revizijskih posegov po vstavitvi
umetnega materiala, pri katerih je bil postavljen
sum na okuzbo. V diagnosti¢ni obravnavi bolni-
kov smo preiskovali uporabnost sonikacije kot
dodatnega orodja ob uveljavljenih diagnosti¢nih
preiskavah (kultivacija tkiva, pridobljenega med
operacijo). V 14 primerih (71%) smo ugotovi-
li povzroditelja samo z mehkotkivno kulturo, v
62 primerih (31,3 %) z obema preiskavama, v 51
primerih (25,7 %) je bil pozitiven samo sonikat,
v 71 primerih (35,9 %) pa sta bili negativni obe
preiskavi. Nasi podatki kazejo, da je sonikacija v
primerjavi z mehkotkivno biopsijo boljsa meto-
da (p < 0,05) za dokazovanje povzroditelja okuzb
umetnih materialov ter tako omogoca bolj ucin-
kovito zdravljenje tovrstnih okuzb.

Metoda je uporabna v vseh podro¢jih ortopedske
kirurgije, ¢eprav jo najpogosteje uporabljamo pri
revizijah po artroplastikah. Sonikacija je odli¢na
dopolnilna metoda za dokazovanje okuzb ume-
tnega materiala. Metoda je na mestu predvsem

v mejnih primerih, ko je zaradi odsotnosti kli-
ni¢nih znakov okuzbe ter negativnih mikrobio-
loskih preiskav tezko razmejiti med asepti¢nim
omajanjem proteze ter okuzbo.

Abstract

Prosthetic joint infection represent a devastating
complication after joint arthroplasty and causes
severe patient morbidity, along with the financial
burden for the healthcare system. The number
of patients after joint arthtroplasty increases
with the ageing population, therefore there is
an increase in the incidence of complications.
The pathogenesis of medical device infection is
based on the developement of bacterial biofilm,
a diagnostic and therapeutic obstacle. The imple-
mentation of a new diagnostic tool - sonication,
enables disruption of bacterial biofilm and im-
proves the sensitivity of microbiological tests,
even after preoperative antimicrobial therapy.

In the period from February 2008 to December
2012 we studied 198 cases of revision surgery in
the Department of Orthopaedic surgery in UKC
Ljubljana, in wich an infection was suspected.
We studied the use of sonication of explanted
orthopedic material as an add-on diagnostic tool
and compared it to standard soft tissue biopsy
cultures. In 14 (71 %) cases infection was proven
only by soft tissue biopsies (negative sonication),
62 cases (31,3 %) were diagnosed by both meth-
ods, additional 51 cases (25,7 %) were diagnosed
only by sonication of explanted material and in
71 cases (35,9 %) all results were negative. Our
results show that sonication is a superior tool
(p<o0,05) for the detection of pathogens com-
pared to soft tissue biopsy and could improve the
treatment of orthopedic implant infections.

Method can be used in all fields of orthopedic
surgery thou it is most commonly used in the
field of periprothetic revisions. Sonication is an
excellent addition to standard diagnostic meth-
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ods. The use of sonication is indicated in doubt-
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ful cases, where the distinction between aseptic
failure and prosthetic joint infection is blurred.

1 Uvod

Z daljsanjem zivljenjske dobe ter stara-
njem prebivalstva se veca $tevilo bolnikov,
pri katerih je zaradi degenerativne, vnetne
ali travmatske okvare sklepov potrebna ar-
troplastika z vstavitvijo umetne proteze.
Napredek moderne ortopedske kirurgije je
pripomogel k izbolj$anju kakovosti Zivljenja
ter zmanj$anju obolevnosti bolnikov, vendar
se zato povecuje tudi $tevilo zapletov, pove-
zanih z umetnimi vsadki.

Zapleti, povezani po vstavitvi endopro-
tez, se pojavijo pri manj kot 10% bolni-
kov,' najvecji delez pa predstavlja asepti¢no
omajanje proteze, do katerega pride zaradi
osteoliticnega procesa ob vsadku.> Redkej-
$i, vendar bistveno nevarnejsi zaplet, pa je
okuzba sklepne proteze, ki privede do hude
obolevnosti bolnika zaradi bolecine, nepo-
mi¢nosti, odpovedi proteze, potrebe po po-
novni operaciji ter v najhujsih primerih tudi
izgube uda ali Zivljenja. Poleg velikega tvega-
nja za bolnika nosijo okuzbe sklepnih protez
tudi veliko breme za zdravstveni sistem, saj
se stroski zdravljenja posamezne epizode
okuzbe po ocenah iz tujine gibljejo okrog
50.000 dolarjev.*

Do okuzbe sklepne proteze lahko pride
zaradi vnosa mikroorganizmov med ope-
racijo, po njej pa zaradi $irjenja iz bliznje-
ga zari$ca ali zaradi hematogenega razsoja
mikroorganizmov iz oddaljenega mesta.
Najpogostejsi povzrocitelji okuzb sklepnih
protez so koagulaza negativni stafilokoki (v
30-43 %), Staphylococcus aureus (12-23 %),
mesana bakterijska flora (10-11 %), strepto-
koki (9-10 %), enterokoki (3-7 %), po gramu
negativni bacili (3-6 %) ter anaerobi (2—4 %),
v pribliZzno 11 % primerov pa ostane povzro-
litelj neprepoznan.’

Okuzbe sklepnih protez delimo na zgo-
dnje medoperacijske okuzbe, ki nastane-
jo znotraj 3 mesecev po posegu, odloZene
medoperacijske okuzbe, ki nastanejo med 3
in 24 meseci po posegu, ter pozne okuzbe, ki
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nastanejo ve¢ kot 2 leti po posegu. Zgodnje
in odlozene medoperacijske okuzbe so naj-
pogosteje posledica kontaminacije rane med
posegom, pozne okuzbe pa obi¢ajno nasta-
nejo zaradi hematogenega razsoja mikroor-
ganizmov iz oddaljenega primarnega Zari$ca
(koza, secila, dihala, ¢revesje).® V raziskavi, v
kateri so preucevali 63 epizod okuzb kol¢nih
endoprotez v obdobju 16 let, so ugotavljali,
da je bilo 29 % okuzb zgodnjih, 41 % odloze-
nih ter 30 % poznih okuzb.”

Omenjena delitev okuzb sklepnih protez
je pomembna zaradi izbire protokola zdra-
vljenja. Poleg konzervativnega zdravljenja
z antibiotiki je v vecini primerov potrebno
tudi kirursko zdravljenje. Z ozirom na tra-
janje okuzbe izbiramo med nekrektomijo
mehkih tkiv ob ohranitvi proteze, enosto-
penjsko zamenjavo proteze z nekrektomi-
jo ter dvostopenjsko zamenjavo proteze z
uporabo distan¢nika (angl. spacer) ali brez
njega.’

V zadnjem desetletju se v razvoju dia-
gnosticnih metod uveljavlja nov pristop z
uporabo sonikacije, ki v prihodnosti obeta
izbolj$ano prepoznavanje in dokazovanje
infekcijskih zapletov ter usmerjeno zdravlje-
nje okuzb ortopedskih endoprotez.

Bolniki z umetnimi sklepnimi protezami
so nastanku zapletov podvrzeni kadar koli
po vstavitvi proteze, zato lahko v prihodno-
sti pricakujemo narascanje incidence poja-
va okuzb. Slednje je mogoce predvidevati
na podlagi vedno vecjega $tevila bolnikov
z vstavljenimi protezami, dalj$anju Zivljenj-
ske dobe ter nenazadnje zaradi razvoja bolj-
$ih diagnosti¢cnih metod za prepoznavanje
okuzb.” Do okuzbe umetne proteze pride v
prvih dveh letih po posegu pri manj kot 1%
bolnikov po artroplastiki kolka, pri manj kot
2 % bolnikov po zamenjavi kolena, delez bol-
nikov z okuzbo pa je bistveno vedji po artro-
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plastiki ramenskega sklepa ter po revizijskih

posegih. 1!

Pri bolnikih s sklepnimi protezami je
zaradi mozZnosti hematogenega razsoja mi-
kroorganizmov tveganje za nastanek okuzbe
prisotno dosmrtno. Prehodna bakteriemija
pri sicer zdravih posameznikih ne povzro-
¢a znacilno vecdjega tveganja za nastanek
okuzbe. Tveganje se bistveno poveca v pri-
meru pridruzenih kroni¢nih okuzb koze, pri
katerih prihaja do pogostih epizod bakte-
riemije, ter v primeru septikemije z visoko
virulentnim mikroorganizmom. Razlike v
dovzetnosti za nastanek okuzbe se kazejo
tudi med osnovnimi boleznimi, saj je tvega-
nje vecje pri bolnikih z revmatoidnim artri-
tisom kot pri bolnikih z osteoartritisom.'?
Glede na raziskavo nastanka okuzbe z bak-
terijo Staphylococcus aureus pride do okuz-
be sklepne proteze po epizodi bakteriemije v
34 % primerov, medtem ko pride do okuzbe
drugega ortopedskega materiala (vijaki, plo-
$¢ice, zeblji) v 7 % primerov.'?

Ob teh podatkih se poraja vprasanje o
ustreznosti antibioti¢ne profilakse pri bolni-
kih z vgrajenimi endoprotezami, pri katerih
lahko pride zaradi bolezni ali raznih kirur-
$kih posegov do prehodne bakteriemije.
Mnenja glede tega so v strokovni literaturi
deljena, najnovej$e smernice glede uporabe
antibioti¢ne profilakse pa so: **

+ Bolniki, pri katerih je predvidena vgra-
dnja sklepne endoproteze, naj pred ope-
racijo poskrbijo za sanacijo vseh akutnih
in kroni¢nih vnetnih Zari$¢ zob in obz-
obnih tkiv. Prvo leto po vgradnji endo-
proteze se odsvetuje kakrsna koli neaku-
tna sanacija zobovja. Bolniki naj skrbijo
za ustrezno ustno higieno. Rutinska anti-
bioti¢na profilaksa pri zobozdravstvenih
posegih ni potrebna."®

» Bolniki s sklepnimi endoprotezami so
bolniki s povecanim tveganjem za mo-
zno hematogeno nastale okuzbe endo-
proteze. Kakr$na koli vnetna zari$¢a pri
teh bolnikih (okuzbe koZe, mehkih tkiv,
secil, ¢revesja ...) je potrebno pravocasno
prepoznati in ustrezno zdraviti.

« Pri vecjih operacijah bolnikov s sklepni-
mi endoprotezami je potrebna obicajna
predpisana antibioticna profilaksa ob
operaciji.

« Pri invazivnih diagnosti¢nih preiskavah
pri bolnikih s sklepnimi endoprotezami
(cistoskopija, bronhoskopija, gastrosko-
pija, kolonoskopija ...) antibioti¢na pro-
filaksa ni potrebna, razen ¢e pri teh pose-
gih ni Ze rutinsko predpisana. '

Okuzbe sklepnih protez spremlja soraz-
merno visoka smrtnost, saj znasa v povezavi
s kirur$kim ukrepanjem zaradi okuzbe skle-
pne proteze med 0,4 % in 1,2 % za bolnike,
stare 65 let, ter med 2% in 7% za bolnike,
stare 80 let, skupna mortaliteta za vsa staro-
stna obdobja pa se od leta 1989 naprej giblje
med 1% in 2,5 %."”

Posebnost okuzb sklepnih protez ter
drugega umetnega materiala je v nastan-
ku bakterijskega biofilma, zaradi cesar sta
diagnosticiranje ter zdravljenje tovrstnih
okuzb bistveno tezji. Bakterije v biofilmu so
v mirujoci fazi, ¢vrsto adherirane na povrsi-
no umetnega materiala, kjer tvorijo skupke
mikroorganizmov v hidriranem zunajcelic-
nem matriksu. Tvorba vecceli¢nega biofilma
je privedla do razvoja zapletene odpornosti
na antibioti¢no zdravljenje, ki je deloma po-
vezana z nedostopnostjo kemoterapevtika,
s spremenjenim mikrookoljem ter s pre-
hodom bakterij v metabolno manj aktivno
fazo.'® Za uspesno izkoreninjenje bakterij v
biofilmu je zaradi upocasnjenega metabo-
lizma potrebna tudi do 8oo-krat vi$ja kon-
centracija kemoterapevtika v primerjavi z
normalno metabolno aktivnimi bakterija-
mi."” Zaradi tvorbe biofilma ter tesnih po-
vezav znotraj rezistentne strukture, je rast
bakterij obic¢ajno lokalno omejena, zato pa
so v primeru okuzbe sklepne proteze mikro-
organizmi znacilno nakopiceni samo na eni
komponenti.*®

Biofilm zaradi ¢vrste adherence na ume-
tno povrsino ter lokalno rast predstavlja dia-
gnosticni izziv, saj se z uporabo standardnih
metod prepoznavanja okuzb povzrocitelj
pogosto ne prepozna. Pri poznih okuzbah,
pri katerih klini¢na slika obi¢ajno ni izrazita,
se lahko okuzba sklepne proteze zamenja za
asepti¢no omajanje, saj je obcutljivost meto-
de kultiviranja tkivnih vzorcev med 65 % in
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89 %.”! Verjetnost prepoznave povzroditelja
se $e dodatno zmanjsa, ¢e je bolnik jemal
antibiotik pred operacijo. S tem se unicijo
neadherirane bakterije, medtem ko na bio-
film nima Zelenega ucinka. Iz tega razloga
je uvedba antibioti¢ne terapije na nivoju
primarnega zdravstva v primeru suma na
okuzbo sklepne proteze s strani ortopedske
skupnosti odsvetovana. V tem primeru je
potrebno bolnika ¢im prej napotiti na pre-
gled k specialistu ortopedu ali infektologu.

Diagnosticiranje okuzb sklepnih pro-
tez temelji na anamnezi, kliniécnem statusu
ter preiskavah pred in med operacijo. Te
vklju¢ujejo osnovne laboratorijske preiskave
(tevilo levkocitov, hitrost sedimentacije, C-
-reaktivni protein), odvzem hemokultur (v
primeru povisane telesne temperature) ter
slikovno diagnostiko, ki pridobi na pome-
nu pri prepoznavanju kroni¢nih okuzb, saj
so na rentgenskih posnetkih vidne znacilne
spremembe, ki jih v akutni fazi Se ni moc za-
znati. Med slikovno diagnostiko uvr§¢amo
klasi¢no rentgensko slikanje skeleta, ki ima
nizko specifi¢nost ter ob¢utljivost in je manj
uporabna v primeru zgodnjih okuzb, scin-
tigrafijo skeleta s tehnecijem (Tcgg m), ki
je nespecifi¢na slikovna metoda in je lahko
lazno pozitivna vec kot 1 leto po primarnem
posegu. Trenutno najbolj obcutljiva slikovna
metoda je scintigrafija skeleta z oznac¢enimi
levkociti. Ra¢unalnisko tomografijo (CT) ter
magnetnoresonancno slikanje (MRI) zaradi
artefaktov ob protezi uporabljamo manj, v
zadnjem Casu pa se vedno bolj uveljavlja tudi
PET (angl. positron emission tomography)
ter SPECT (angl. single-photon emission
computed tomography).** Med slikovno di-
agnostiko uvrs¢amo $e fistulografijo, ki pa jo
uporabljamo redkeje. Med pomembnejse di-
agnosti¢ne metode pred operacijo spada e
igelna aspiracija sklepne tekocine ter z UZ
vodena punkcija obsklepne tekocine.

Med diagnosticne metode za potrditev
okuzbe sklepne proteze med operacijo uvr-
$¢amo odvzeme tkiva ob protezi za mikro-
biolosko ter histolosko preiskavo. Prisotnost
akutnega vnetja v histoloskih vzorcih tkiva
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ob protezi dokazuje prisotnost okuzbe. Med
pomanjkljivosti metode uvr§¢amo nezmo-
znost osamitve povzrocitelja ter veliko vari-
abilnost med posameznimi vzorci, oziroma
celo med posameznimi rezinami tkiva. Hi-
stoloska preiskava je pri pozitivnem rezulta-
tu zanesljiva v prepoznavanju okuzbe, zaradi
nizke obcutljivosti ter zato nevarnosti lazno
negativnih rezultatov, pa so ob negativhem
rezultatu za izkljucitev okuzbe potrebne $e
dodatne preiskave.*?

Poglavitna diagnosti¢na metoda za po-
trditev okuzbe ter prepoznavo povzrocitelja
je mehkotkivna kultura obproteznega tkiva,
ki predstavlja zlati standard v diagnostiki
okuzb sklepnih protez. Z uporabo tkivnih
kultur se omogoc¢i osamitev povzroditelja
ter analiza antibiograma, na podlagi katere-
ga lahko uvedemo usmerjeno antibioti¢no
zdravljenje. Po zadnjih klini¢nih smerni-
cah je potrebno med operacijo odvzeti 3-5
lo¢enih vzorcev, okuzba pa je potrjena, ce
v 2 vzorcih osamimo isti mikroorganizem.
Med operacijo se vzorci po oceni operater-
ja najbolj spremenjeno tkivo, ki kaze znake
okuzbe. Ob tem je potrebno poudariti, da z
mehkotkivnimi kulturami prepoznavamo
posamezne oz. planktonske bakterije, ki so
za razliko od bakterij v biofilmu bistveno
bolj obcutljive na antibioti¢no zdravljenje.
Glavni pomanjkljivosti metode sta nizka ob-
Cutljivost, predvsem po antibioti¢cnem zdra-
vljenju, ter nevarnost kontaminacije vzorca.’

Po zadnjih objavljenih smernicah delov-
ne skupine ZdruZenja za miSi¢noskeletne
okuzbe (angl. Workgroup of the Musculo-
skeletal Infection Society) lahko periprote-
ticno okuzbo potrdimo, kadar obstaja fistu-
la, ki komunicira s sklepno protezo, kadar
osamimo istega povzrocitelja v 2 razli¢nih
vzorcih ali kadar so prisotni 4 od 6 dodatnih
meril (porast SR in CRP, porast sinovialnih
levkocitov, porast deleza nevtrofilcev v si-
novialni teko¢ini, prisotnost gnoja v sklepu,
osamitev povzroditelja iz 1 vzorca, histologki
znaki vnetja obproteznega tkiva).**

Razvoj diagnosticnih metod za prepo-
znavo okuzb sklepnih protez ter drugega
umetnega materiala je v zadnjem desetletju
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temeljil na novih spoznanjih o vlogi biofilma
pri nastanku okuzbe ter na uporabi razli¢-
nih nadinov odstranitve biofilma s povrsine
umetnega materiala. Med slednjimi najve¢
obeta uporaba ultrasonikacije (krajse soni-
kacija) v kombinaciji z vrtin¢enjem (angl.
vortexing). Zacetki uporabe sonikacije pri
diagnosticiranju okuzb sklepnih protez se-
gajo v konec go. let, ko je Dobbins s sod.
preuceval bakterijsko kontaminacijo skle-
pnih protez, kadar ni bilo klini¢nih znakov
okuzbe.”* Uvedba nove metode je privedla
do spoznanja, da gre v dolocenih primerih
asepticnega omajanja proteze v bistvu za
okuzbo proteze z minimalnimi klini¢nimi
znaki.>

Ultrasonikacija je metoda, pri kateri s
pomocjo nizkofrekvencnega valovanja (40
kHz) v tekocini ustvarimo podro¢ja z niz-
kim in visokim tlakom. Med nizkotlacno
fazo nastanejo v tekocini mikroskopski plin-
ski mehurcki (proces kavitacije), ki v visoko-
tla¢ni fazi kolabirajo, ob tem sprostijo ogro-
mno energije na povrsini preiskovanega
predmeta ter povzrocijo vakumsko abrazijo
biofilma.'® Postopek opravljamo v vodni ko-
peli, v kateri je po zakljucku postopka tudi
odstranjen biofilm. Z uporabo ultrasonika-
cije pridobimo vzorec - sonikat, ki ga nato s
standardnimi (kultura) ali naprednimi (po-
limerazna verizna reakcija - PCR) mikrobi-

Tabela 1: Vrsta ter delez izoliranih povzrotiteljev glede na posamezno metodo

osamitve.

MeSana bakterijska flora 29,0
S. aureus 19,7
Pacnes 19,7
Koagulaza negativni stafilokoki 18,4
Ostalo 13,2
Koagulaza negativni stafilokoki 32,8
MeSana bakterijska flora 28,3
S. aureus 16,8
P.acnes 9,7

Streptococcus spp. 35

Ostalo 8,9
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oloskimi metodami analiziramo za povzro-
citelja ter dolo¢imo antibiogram. Metoda
sama po sebi ni diagnosti¢no orodje, temvec
izboljsa obcutljivost klasi¢nih mikrobiolo-
$kih metod z izpopolnjenim vzoréenjem
mikroorganizmov.

2 Metode

V raziskavo smo vkljucili bolnike, ki so
bili na Ortopedski kliniki Univerzitetne-
ga klini¢nega centra Ljubljana obravnavani
zaradi revizijskega posega, pri katerem smo
odstranili ortopedski material. Sprva smo
analizirali material v primerih, ko je bil po-
stavljen klini¢ni sum na okuzbo, od leta 2010
dalje pa smo na analizo po obeh metodah
rutinsko posiljali ves odstranjeni material
ob reviziji.

Pri preiskovancih smo po predvideni pri-
pravi na operacijo opravili revizijski poseg.
Poseg je potekal po ustaljenem postopku
priprave ter indukcije anestezije, priprave
operativnega polja ter s kirurskim pristo-
pom. Med operacijo smo na asepti¢ni nacin
odvzeli 3-5 vzorcev tkiva ob ortopedskem
vsadku ter ga shranili v sterilnih posodah za
mikrobioloske vzorce. Nadalje smo glede na
nacrtovanje pred posegom odstranili ume-
tni material. Eksplantirani ortopedski mate-
rial je bil shranjen v sterilnem transportnem
mediju (Lock&lock, Hana Cobi Plastic Co,
Ltd., Seul, Juzna Koreja). Materialu smo
dodali 100-500ml Ringerjeve raztopine
(do 2/3 volumna posode). Odvzete vzorce
obproteznega tkiva ter odstranjeni ortoped-
ski material smo neposredno po operaciji
pod anaerobnimi pogoji poslali na Institut
za mikrobiologijo in imunologijo Medicin-
ske fakultete Univerze v Ljubljani ali na Od-
delek za klini¢no mikrobiologijo Zavoda za
zdravstveno varstvo Maribor.

Mehkotkivne vzorce smo homogenizi-
rali, zasejali na bakterioloska gojisca ter jih
vsak dan pregledovali skupaj s kulturo soni-
kata. Koli¢ino bakterij v tkivih smo dolo¢ili
semikvantitativno; od 1 + (malo) do 3 + (ve-
liko).

Odstranjeni ortopedski material smo
sprva stresali (angl. vortex) 30 sekund ter
nato sonicirali v ultrazvo¢ni kopeli s fre-
kvenco ultrazvo¢nih valov 40 kHz (1 minu-
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Slika 1: Vrsta revizijskega
posega pri katerem

smo odvzeli material

za sonikacijo ter Stevilo
primerov glede na
posamezno vrsto posega.
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ta). Priblizno 50 ml sonikata smo centrifu-
girali pri 3200 obratih (10 minut). Sediment
smo nacepili na bakteriologka gojisca: 0,1 ml
sonikata na trda gojiS¢a (krvni agar, ¢okola-
dni agar, Schaedler agar), 1 ml sonikata v te-
koca gojisca (tioglikolatni bujon, hemokul-
turni sistem BacTalert, BioMerieux, Rhone,
Francija). Vzorce smo inkubirali naslednjih
7-10 dni in dnevno pregledali in zabelezili
$tevilo kolonij ter mikrobiolosko klasificirali
vsako morfolosko razli¢no kolonijo (aerob-
na in anaerobna). Stevilo bakterij na agarski
plos¢i smo po preteceni inkubacijski dobi
presteli ter njihovo koli¢ino izrazili s $tevi-
lom bakterij v ml sonikata (angl. CFU/ml -
colony forming units/ml).

Pridobljene podatke smo nato zbrali ter
racunalni$ko analizirali s statisti¢cnim pro-
gramom SPSS 20 (SPSS Inc., Chicago, Illino-
is, ZDA) in s programskim jezikom R. Mejo
statisticne pomembnosti smo zastavili pri
a=0,05.

3 Rezultati

V obdobju od februarja 2008 do konca
decembra 2012 smo obravnavali 198 prime-
rov revizijskih posegov po vstavitvi umetne-
ga materiala pri 156 bolnikih, od tega je bilo
87 zensk (55,8 %) ter 69 moskih (44,2 %). Pri-
meri revizijskih posegov so vkljucevali (Sli-
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ka 1) 147 primerov revizijske artroplastike
kolka, 30 primerov revizijske artroplastike
kolena, 2 primera revizije tumorske proteze,
8 primerov po posegih na stopalu, 10 prime-
rov po operaciji hrbtenice ter 1 primer po
rekonstrukciji kolenskih vezi.

Od 198 primerov smo v 14 primerih
(71%) ugotovili povzrocitelja samo s tkiv-
no kulturo, v 62 primerih (31,3 %) z obema
preiskavama, v 51 primerih (25,7 %) je bil po-
zitiven samo sonikat, v 71 primerih (35,9 %)
pa sta bili negativni obe preiskavi. V primeru
pozitivnih rezultatov oz. pozitivne izolacije
smo po posvetu z infektologom uvedli ustre-
zno zdravljenje. Rezultati so grafi¢no prika-
zani v Sliki 2.

V Tabeli 1 so prikazani izolati posamez-
nih bakterij. Pri prikazu so lo¢eni izolati za
mehkotkivne biopsije in sonikacijo odstran-
jenega materiala.

Z uporabo McNemarjevega testa smo
izraCunali statisticno znaCilno razliko
p<0,05 (p=0,0001) med rezultati mehkot-
kivne biopsije ter rezultati sonikacije v prid
sonikaciji.

4 Razpravljanje
Pridobljeni rezultati in statisti¢na anali-

za potrjujejo uspesnost sonikacije pri doka-
zovanju povzrocitelja okuzbe. Rezultati so
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Slika 2: Delez
pridobljenih pozitivnih
rezultatov mikrobiologije
glede na uporabljeno
diagnosti¢no metodo.

896

negativni obe preiskavi

pozitivha samo tkivna kultura

pozitivna samo sonikacija

pozitivni obe preiskavi

primerljivi z rezultati do danes objavljenih
raziskav na tem podro¢ju.'**?*’

Pri obravnavanju rezultatov glede na
povzrocitelja smo zasledili sorazmerno ve-
liko $tevilo primerov, pri katerih smo s so-
nikacijo osamili mesano bakterijsko floro
(28,3 %) ter Propionibacterium acnes (9,7 %).
V do danes objavljenih raziskavah so bili kot
najpogostejsi povzroditelj prepoznani stafi-
lokoki (koagulaza negativni stafilokoki ter .
aureus), v manj$em deleZu pa je bila izoli-
rana mesana bakterijska flora ter ostali pov-
zrocitelji.” Pridobljeni rezultati so deloma
lahko posledica kontaminacije vzorca, saj
Propionibacterium spp. uvrs¢amo med zna-
¢ilno kozno floro, obenem pa je bil prepo-
znan kot 2. najpogostejsi vzrok kontamina-
cije aspiracije sklepa.”® V prid kontaminacije
rane govori tudi visok delez mesane bakte-
rijske flore, pri ¢emer obic¢ajno mesano floro
sestavlja bakterija, ki je povzroditelj okuzbe,
ter bakterija, ki je prisotna zaradi kontami-
nacije vzorca.

Druga razlaga pridobljenih rezultatov
pa je, da so bili vzorci pogosto odvzeti pri
nejasnih primerih. V tovrstnih okolis¢inah
se pogosteje osamijo redkejsi in manj viru-
lentni povzrocitelji. Prav tako so tovrstne
okuzbe v zadnjih objavljenih smernicah
Ameriskega zdruZzenja infektologov (pose-
bej nizkovirulentne bakterije in Propioni-
bacterium spp.) prvi¢ priznali in definirali
kot mozne povzroditelje okuzbe sklepne

proteze.”® V teh smernicah je sonikacija tudi
prvi¢ definirana in priznana kot mikrobio-
loska metoda, s katero je moZno in primerno
dokazovati okuzbo sklepne proteze.

V nasi ustanovi menimo, da je Propioni-
bacterium spp. pomemben povzrocitelj ter
pogost vzrok spregledanih okuzb, zato v nasi
ustanovi osamitev tovrstnega povzrocitelja
opredelimo kot okuzbo sklepne proteze. Re-
zultati nade raziskave in podobnih raziskav
drugod so privedle do opisanih sprememb
smernic zdravljenja okuzb sklepnih protez.

Sonikacija se je v dosedanjih raziskavah
v primerjavi z aspiratom sinovialne tekoci-
ne ter periprotetiénim tkivom izkazala za
bolj obcutljivo metodo pridobitve vzorca za
mikrobiolosko kulturo.*® S kultivacijo aspi-
rata sklepne tekocine se je spregledalo 12 %,
s kulturo periproteti¢nega tkiva 17 % ter s
kulturo sonikata 9 % okuzb sklepnih protez.
Do primerljivih rezultatov so prisli tudi pri
nedavni raziskavi primerjave obcutljivosti
mehkotkivne kulture ter kulture sonikata,
pri ¢emer se je slednja izkazala za bolj speci-
ficno metodo.”® Zaradi tovrstnih ugotovitev
se sonikacija vedno bolj uveljavlja kot do-
polnilna metoda prepoznavanja okuzb skle-
pnih protez.

V nasi seriji bolnikov smo pri pozitivnih
rezultatih bodisi tkivnih kultur ali sonikaci-
je po posvetu z infektologom uvedli ustre-
zno zdravljenje. Pri periproteti¢ni okuzbi
smo rezultate preiskav upostevali v okviru
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protokola zdravljenja (pozitivni vsaj 2 tkiv-
ni kulturi ali tkivna kultura in sonikacija).
Rezultate sonikacije in tkivnih kultur smo
upostevali kot pozitivne tudi pri podaljsa-
potrebna predvsem za dokaz Propionibac-
terium spp. Pri interpretaciji rezultatov so-
nikacije smo za referen¢no tocko (cut-off)
uporabili mednarodni standard 50 CFU/ml,
nizZje vrednosti pa smo obravnavali kot kon-
taminacijo.

Ce primerjamo rezultate izoliranih mi-
kroorganizmov, predstavljene v Tabeli 1, je
vidna dobra korelacija med obema metoda-
ma. Pri dolocenih bolnikih so se izvidi me-
tod razlikovali, klini¢no smo po teh merilih
upostevali oba rezultata. Sonikacija je doka-
zala vedji delez bakterij, ki tvorijo biofilm, s
¢imer razlagamo vedji delez koagulaza nega-
tivnih stafilokokov.

Od uvedbe sonikacije v diagnosti¢ni
protokol se je v mnogih primerih asepti¢no
omajanje sklepne proteze izkazalo kot tiha
okuzba brez o¢itnih klini¢nih znakov okuz-
be.*® Glede na grobe ocene je pri 4-13 %
bolnikov, ki so imeli pred operacijo diagno-
zo asepti¢no omajanje sklepne proteze, pri-
sotna okuzba sklepne proteze z negativno
kulturo (angl. culture-negative prosthetic
joint infection).’** Pri bolnikih, ki so bili
obravnavani zaradi omajanja z napredova-
lo osteolizo ter negativno kulturo obprote-
znega tkiva, so z uporabo sonikacije osamili
mikrobioloskega povzrocitelja v 57 % prime-
rov.”*> Morebitna dodatna razlaga za tovrstne
rezultate je ob tvorbi biofilma Se rast bakterij
v majhnih kolonijah (angl. small colony for-
ming units) in internalizacija bakterij v oste-
oblastih.® Dodatni dejavnik tveganja za na-
stanek kulturno negativnih okuzb sklepnih
protez je predhodna antibioti¢na terapija ter
podalj$ano dreniranje operativnega polja po
primarnem posegu.**

Zaradi tega dejstva pride uporabnost so-
nikacije do izraza predvsem pri bolnikih, ki
so pred operacijo prejemali antibioti¢no te-
rapijo, saj pri njih pride do unicenja prostih
oz. planktonskih bakterij v okolici proteze,
zaradi Cesar nato s standardnimi metodami
tezje oz. sploh ne uspemo osamiti povzro-
Citelja. Po drugi strani predstavlja biofilm
odporno obliko bakterijske rasti, ki ga z
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obicajnimi rezimi zdravljenja ne uspemo iz-
koreniniti. Obcutljivost kultivacije sonikata
v primerjavi z obproteznim tkivom ostaja
sorazmerno visoka kljub antibioti¢ni terapi-
ji, ki je bila ukinjena manj kot 14 dni pred
operacijo (75 % obcutljivost sonikacije, 45 %
ob¢utljivost tkivnih kultur).*

Klini¢ni pomen se je pokazal, ko smo po
zacetku uvajanja metode s sonikacijo uspe-
$no dokazali prisotnost okuzbe v §tevilnih
primerih antibioticnega zdravljenja pred
operacijo. Zacetno vkljuc¢itveno merilo so
bili torej jasni klini¢ni znaki vnetja - bodisi
sistemski (z vrocino, povisanimi laborato-
rijskimi parametri ...) ali lokalni (z rdecino,
fistulo v operativnem podro¢ju). Ker so bili
rezultati vzpodbudni, smo od zaletka leta
2010 rutinsko poéiljali na sonikacijo ves pri
revizijski operaciji odstranjen material, ne
glede na klini¢ne znake o prisotnosti okuz-
be.

Prednost sonikacije je, da s pomocjo ul-
trazvoka odstrani biofilm s povrsine ume-
tnega materiala ter ga naredi dostopnega
za standardne mikrobioloske metode. Z na-
tan¢no opredeljenimi parametri, sonikacija
vpliva zgolj na strukturo biofilma, medtem
ko bakterijske celice ostanejo viabilne, torej
zmozne kultivacije.’® S tem je mogoce od-
praviti poglavitno oviro pri diagnosticiranju
okuzb umetnih materialov.

Na tem mestu je potrebno poudariti, da
je metoda uporabna za vse vrste umetnih
materialov, pri katerih pride do tvorbe bio-
filma. Tako je mogoce metodo uporabiti pri
diagnosticiranju okuzb drugega osteosintet-
skega materiala (ploscice, Zice, vijaki, Zeblji),
tumorskih protez, zilnih ter urinskih kate-
trov, umetnih srénih zaklopk, srénih spod-
bujevalnikov®” ter vsadkov v rekonstruk-
cijski in estetski kirurgiji.*® Pri slednji so s
pomocjo sonikacije ugotovili povezavo med
bakterijsko kolonizacijo povrsine prsnih
vsadkov ter nastankom kapsularne kontrak-
ture proteze.*” Sonikacija je uporabna v vseh
primerih okuzb, pri katerih pride do nastan-
ka biofilma. Na mestu je nato odstranitev
umetnega materiala z operacijo.

Pomanjkljivost novega pristopa je pred-
vsem v nevarnosti, da se vzorec kontami-
nira, do Cesar lahko pride ob nepravilnem
shranjevanju ter prevozu sorazmerno veli-
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kih vzorcev (deli sklepnih protez).*® V prid
kontaminacije vsadka lahko govori mes$ana
bakterijska flora, pri cemer obicajno mesa-
no floro sestavlja bakterija, ki je povzrocitelj
okuzbe, ter bakterija, ki je prisotna zaradi
kontaminacije vzorca. Dodatna pomanj-
kljivost metode je v lokalni tvorbi biofilma,
ki lahko nastane zgolj na doloc¢enem delu
ortopedskega materiala. Ob upostevanju
slednjega lahko pri sonikaciji posamezne-
ga dela sorazmerno velike sklepne proteze
spregledamo mikrobioloskega povzrocitelja.
Ob sonikaciji glavice femoralnega dela pro-
teze je negativen izvid sonikacije kljub pri-
sotnosti okuzbe nedvomno mogoc¢, biofilm
pa je lahko prisoten na neodstranjenem delu
proteze.

V ortopedski skupnosti se v zadnjem
obdobju zaradi uspesnosti sonikacije uvelja-
vlja sonikacija premi¢nih delov proteze, t.i.
»mobile parts removal«. Kjer obstaja sum na
okuzbo, pri revizijskem posegu odstranimo
zgolj glavico ali vrat femoralnega dela pro-
teze, acetabularni vlozek pri kol¢ni protezi
ali tibialni vlozek pri kolenski protezi ter ga
analiziramo s sonikacijo. Namen metode je
uporaba manj invazivnega posega, na podla-
gi katerega lahko odkrijemo septi¢ni proces
v umetnem sklepu, ki ga z ostalimi predope-
rativnimi preiskavami nismo prepoznali. Ob
pisanju ¢lanka v dostopnih virih ni objavlje-
ne raziskave, ki bi primerjala uspesnost do-
kazovanja povzrocitelja s sonikacijo premic-
nih delov v primerjavi s sonikacijo celotne
proteze.

Posebna previdnost pri interpretaciji
rezultata sonikacije je potrebna pri obrav-
navanju mejnih primerov, ko ob odsotnosti
znakov vnetja s sonikacijo osamimo poten-
cialnega povzroditelja okuzbe. V tovrstnih
okolis¢inah je pogostejsa osamitev redkejsih
in manj virulentnih povzroditeljev. Glede
na nedavno objavljene smernice Zdruzenja
za miSi¢noskeletne okuzbe, osamitev niz-
kovirulentnih povzroditeljev, kot so koagu-
laza negativni stafilokoki, Propionibacteri-
um spp. ter Corynebacterium spp., v enem
vzorcu ne potrdi okuzbe sklepne proteze,
medtem ko osamitev visokovirulentnega
povzroditelja v enem vzorcu govori v prid
okuzbi. V nasi ustanovi menimo, da je Pro-
pionibacterium spp. pomemben povzrocitelj

ter pogost vzrok spregledanih okuzb, zato
osamitev tovrstnega povzrocitelja oprede-
limo kot okuzbo sklepne proteze. Pri inter-
pretaciji rezultata sonikacije se pri vecini
raziskav uposteva meja 50 CFU/ml (angl.
colony forming units). Obstaja pa teznja, da
se zniza meja, predvsem zaradi mejnih pri-
merov.

Pozornost je potrebna tudi pri nastavitvi
parametrov sonikacije, pri katerih je klju¢ne-
ga pomena Cas delovanja akusti¢ne energije.
Daljsi ¢asi sonikacije (ve¢ kot 30 min) lahko
unicijo tudi bakterije v biofilmu, zaradi ¢esar
pride do ve¢ lazno negativnih rezultatov.*®
Sonikacija zaradi relativno novega pristo-
pa ter slabse dostopnosti metode zaenkrat
ostaja omejena na vecje ortopedske centre.
Slednje je pokazala tudi nedavna anketa o
diagnostiki in zdravljenju okuzb sklepnih
protez v ZDA, kjer je sonikacija dostopna
45 % zdravnikov, ki se ukvarjajo z okuzbami
sklepnih protez, njeno uporabo pa je pripo-
rocalo le 11 % vpraganih zdravnikov.*'

5 Zakljucek
Okuzbe sklepnih protez ter drugega

umetnega materiala so nara$¢ajo¢ problem
moderne medicine, saj zaplet s seboj pri-
nasa hudo obolevnost bolnika, ponovne
ter podaljsane hospitalizacije, pogosto ve¢
operativnih posegov, podaljsano antibioti¢-
no terapijo in zato veliko finan¢no breme
za zdravstveni sistem. S staranjem prebival-
stva pri¢akujemo vse ve¢ tovrstnih zapletov,
predvsem zaradi vecjega Stevila bolnikov z
vgrajenim umetnim materialom ter daljsim
obdobjem, ko je vgrajen umetni material.
Uvedba sonikacije kot dodatne metode za
diagnosticiranje omogoca boljse prepozna-
vanje in dokazovanje povzrocitelja ob ohra-
nitvi prednosti standardnih metod (izdelava
antibiograma ter posledi¢no usmerjena an-
tibioti¢na terapija). Uporaba sonikacije se je
izkazala za odli¢cno metodo prepoznavanja
povzrociteljev okuzb sklepnih protez v pri-
merjavi s klasi¢cnimi mikrobioloskimi meto-
dami (tkivne kulture, brisi), njen pomen pa
pride posebno do izraza po antibioti¢ni tera-
piji pred posegom. Nedvomno je sonikacija
pripomogla pri razjasnitvi mejnih primerov,
pri katerih je razlikovanje med asepti¢nim
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omajanjem ter okuzbo otezeno. Menimo, da
bo metoda v prihodnosti postala stalna mi-

PREGLEDNI CLANEK/REVIEW

krobioloska metoda za dokazovanje okuzbe
umetnega materiala odstranjenega iz telesa.
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