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DARBA LIETOTIE SAISINAJUMI

Saisinajums Nosaukums anglu Nosaukums latviesu valoda
valoda
BAI biomaterial associated biomaterialu saistitas
infections infekcijas
CD calcium deficient kalcija deficits
Cipro ciprofloxacin ciprofloksacins
ELISA enzyme-linked enzimu saisto$a
immunosorbent assay imtinabsorbcijas metode
Genta gentamicin gentamicins
HAp hydroxyapatite hidroksiapatits
MRSA methicillin-resistant meticilinrezistentais
Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus
MIC minimum inhibitory minimali inhib&josa
concentration koncentracija
PBS phosphate-buffered fosfata bufer§kidums
saline
PCL polycaprolactone polikaprolaktons
PLGA poly(lactic-co-glycolic polipien-ko-glikolskabe
acid)
PLLA polylactic acid polipienskabe
SEM canning electron skengjosa
microscope elektronmikroskopija
TCP tricalcium phosphate trikalcija fosfats
TNF-a tumor necrosis factor tumora nekrozes faktors
TSA trypticase soy agar triptikazes sojas agars
TSB trypticase soy broth triptikazes sojas buljons
uv ultraviolet ultravioletais starojums




IEVADS

Biomateriali tiek izmantoti visas medicinas nozarés, lai aizvietotu
cilvéka organus vai organu dalas, tadéjadi uzlabojot pacientu dzives kvalitati un
paildzinot dzivildzi. Ortopédija biomaterialus izmanto, lai aizvietotu locitavas
vai kaulus un to dalas, stomatologija — ka zobu implantus, kardiologija — ka
maksligos sirds varstulus vai kardiostimulatorus. Visas medicinas nozar€s loti
plasi tiek izmantoti tadi biomediciniskie implantati ka intravenozie katetri,
urinpasla Katetri, intubacijas aprikojums un citi biomaterialu veidotie
mediciniskie aprikojumi. So uzskaiti var turpinat ilgi un plasi, kas tikai
apstiprina biomaterialu butisko nozimi musdienas (Huebsch et al., 2009).

Ar biomaterialu izmantoSanu diemz€l samera biezi ir saistitas dazadas
komplikacijas, un viena no tam ir bakteriali ierosinatas BAI. Lai gan pirms un
péc biomaterialu implantacijas operacijam tiek veikti profilakses pasakumi,
nodrosinot operaciju sterilitati, ka arT citi profilaktiski pasakumi, lai samazinatu
BAI risku un infekcijas attistibas plasumu. Kaut arT ortopedisko implantatu
infekciju attistibas risks ir tikai 1-3%, So infekciju rezultata pacientu letalitates
risks ir augsts (Darouiche et al., 2001), ka arT palielinas kopgjas arstniecibas
izmaksas, kas saistits ar ortopédiska implantata aizvieto$anu un ilgaku
hospitalizacijas laiku (Haenle et al., 2012).

BAI ir lokala infekcija, kas var rasties péc bakterialas kontaminacijas
operacijas laika, pécoperacijas perioda vai hematogénas diseminacijas veida no
kada cita cilvéka organisma infekcijas perékla. Nemot véra lokalas infekcijas
Ipatnibas, efektivaka BAI profilakse ir ar antibiotiskajam vielam apstradatu
biomaterialu lietoSana, lai mazinatu bakterialo adhéziju pie biomaterialiem un
biofilmu veidosanos (van de Belt et al., 2001).

Lai mazinatu BAI infekcijas risku, lokalai antibiotisko vielu izdalei no
biomateriala ir virkne priekSrocibu, salidzinot ar sist€misku antibiotisko vielu

lietoSanu. Lokala antibiotisko vielu izdale no biomateriala lauj samazinat
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blakusparadibu rasanas risku, kas rodas, sisteémiski lietojot antibiotiskas vielas
(Campoccia et al., 2010). Biezakas no $im blakusparadibam ir alergiskas
reakcijas, toksicitate un disbakteriozes.

Lietojot kompozitmaterialus ar antibiotiskajam vielam un to
savienojumu ar bionoardamu poliméru, tiek panakta antibiotisko vielu vadama,
kontroléta un ilglaiciga izdale, kas paildzina biomateriala antibakterialas
pasibas (Leprétre et al., 2009).

Biomateriala virsmai jaspgj ne tikai samazinat BAI risku, bet tai ir jabit
ar1 biosaderigai ar apkart€jiem cilvéka audiem. To gan nosaka biomateriala
izmantoSanas meérkis, jo neatkarigi no biomateriala sintézes veida un
pielietojuma tas tomér cilvéka organismam ir sveSkermenis (Franz et al.,

2011).
Darba meérkis

In vitro un in vivo p&tjjuma noskaidrot, kada kompozitmaterialiem ar
antibiotiskajam vielam un ar biodegradéjamu poliméru ir antibakteriala
efektivitate pret biezakajiem pecoperacijas infekciju ierosinatajiem —

P. aeruginosa un S. epidermidis.

Darba hipotezes

1) Kompozitmateriali ar biodegradéjamu poliméru un antibiotiskajam
vielam var biitiski samazinat p&coperacijas infekcijas risku péc
implantatu izmanto$anas.

2) Kompozitmateriali ar biodegrad&jamu poliméru un antibiotiskam
vielam var butiskak ietekmét antibakterialas Ipasibas, salidzinot ar

tadiem paSiem biomaterialiem bez poliméra parklajuma.



3)

4)

1)

2)

3)

4)

5)

PLLA un PCL atskirigi ietekmé kompozitmaterialu ar
biodegrad&jamu polimeru un antibiotiskajam vielam antibakterialo
efektivitati pret S. epidermidis un P. aeruginosa.

lekaisuma citokinu un antibakterialo peptidu ekspresija audos ap
biomaterialu ir intensivaka, implant&jot antibiotiskas vielas

nesaturoSu biomaterialu.
Darba uzdevumi

Izvertet dazadu kompozitmaterialu antibakterialo efektivitati pret
P. aeruginosa un S. epidermidis in vitro.

Petit, ka biodegradgjamais polimers ietekm& biomaterialu
Salidzinat PCL un PLLA ietekmi uz biomaterialu antibakterialas
darbibas laiku.

Noteikt kompozitmaterialu ietekmi uz iekaisuma citokina IL-10 un
TNF-a un antibakteriala peptida B-defensina-2 ekspresiju in vivo.
Izvertet kompozitmaterialu porainibas Iimena ietekmi uz

biomaterialu antibakterialas darbibas laiku.

Darba novitate

Darba pétitie biomateriali ir Latvija originali sintez&ti péc jaunakajam un

lidz §im neizmantotam metodém. Pirmo reizi tiek detalizeti pétita Sada veida

biomaterialu antibakteriala darbiba in vitro un to biosaderiba in vivo, nosakot

iekaisuma citokinus un antibakterialos peptidus. Biosaderiba pétita, izmantojot

ELISA metodi. Metode iekaisuma procesa izvert€Sanai apkart§jos audos tiesi

pec biomateriala implantacijas Latvija tiek izmantota pirmo reizi.



Materiali tehniskais nodrosinajums

Rigas Stradipa universitates Biologijas un mikrobiologijas katedra
nodro§indja pétijuma in vitro realizaciju, ka arT ELISA komplektus p&tijumam
in vivo. P&tfjums in vivo tika veikts Rigas Stradina universitates eksperimenta
dzivnieku audz&tava. Pétitie biomateriali tika originali sintez&ti Rigas
Tehniskas universitates Riidolfa Cimdina Rigas biomaterialu inovaciju un

attistibas centra.
Darba etiskie aspekti

P&tijumam in vivo tika sanemta atlauja no Valsts Partikas un veterinara

dienesta, atlaujas Nr. 24 (sk. pielikuma).
Personigais ieguldijums

Autors pats ir veicis visus in vitro un in vivo pétijumus, patstavigi veicis
kirurgiskas operacijas eksperimentalajiem dzivniekiem, audu paraugu

savaksanu un izmekl&sanu, izmantojot molekularas diagnostikas metodes.
Darba struktira

Zinatniskais darbs uzrakstits uz 106 lapaspusém, ietver $adas nodalas:
ievads, literatiras apskats, materials un metodes, rezultati, diskusija,
secinajumi, literatiiras saraksts, pielikumi. Darba icklautas 9 tabulas un 69

attéli. Izmantoti 210 literattiras avoti.



1. MATERIALS UN METODES

1.1. Biomaterialu paraugi
1.1.1. HAp/PLLA+cipro un HAp/PLLA+genta

Hidroksiapatita pulveris tika sagatavots ar slapjas Kkimiskas
nogulsnésanas metodi no kalcija oksida (Sigma-Aldrich, UK, > 97%) un
ortofosforskabes (Sigma-Aldrich, UK) skiduma (Sokolova et al., 2014). Iegatie
jaunsintez&tie pulveri tika sapreséti tabletés (d = 10, H = 3 mm). Visi paraugi
tika termiski apstradati 1100 °C temperatiira 1 stundu ilgi. Pirms HAp paraugu
pieslici-nasanas ar antibiotiskajam vielam gentamicins (koncentracija 40
dejonizeta tdent. HAp paraugi tika piesticinati ar Gidens-zalu skidumu istabas
temperatlira atmosferas spiediena, pec tam zavéeti 37 °C temperatira. Dala no
sagatavo-tajiem paraugiem tika izmantoti parklasanai ar PLLA. PLLA
parklajums HAp paraugiem tika pagatavots no 10 wt% poli(L-pienskabes)
(Nature Works LLC, Mw = 110 kDa) $kiduma ar dihlormetanu (DCM) (Sigma-
Aldrich, UK). PLLA tika izskidinats DCM $kiduma, to maisot 2 stundas istabas
temperatiira. Poliméra $kidums tika infiltréts HAp biokeramikas paraugos,
izmantojot vakuuma impregnésanas metodi 500 mbar spiediena 15 mintes.
Parklatie paraugi tika zaveti istabas temperatiira 24 stundas ilgi.

Atverta un kopgja porainiba tika noteikta ar Arhimé&da metodi, kas
balstita uz to, ka pielietotais speks ir vienads ar parvietota skiduma masu (Locs
et al., 2013). Atvertas porainibas limenis ir 34%, bet kopgja porainiba — 36%.
Ar SEM izmeklgjot parklato paraugu Skersgriezumu, bija redzams, ka
HAp/PLLA paraugi, kas parklati ar 10 wt% PLLA, ir poraina mikrostrukttra ar
poru izméru diapazonu no 200 Iidz 500 nm (1.1. attéls, kreisa puse). Tika iegiti

paraugi ar PLLA parklajumu, kas ir 2—5 pum biezi (1.1. attéls, laba puse). Lai



izvertetu, vai PLLA piemit antibakterialas 1pasibas, tika pagatavoti HAp/PLLA
paraugi bez antibiotiskajam vielam.

Péc sadas paSas metodikas tika pagatavoti |HAp/PLLA+cipro,
|HAp+cipro un |HAp/PLLA paraugi (| - turpmak darba apzimé
kompozitmaterialus ar samazinatu porainibas Iimeni), kuriem atverta un kopgja
porainiba ir zemaka, respektivi, 15% — atvérta porainiba un 19% — kopgja
porainiba. Paraugi sintezti, lai noskaidrotu, ka porainibas Iimenis ietekmé
antibakterialas darbibas laiku. Katrai kompozitmaterialu grupai pret abu

bakteriju kultiram tika izgatavoti 8 paral€lie s€rijas paraugi.

1.2. attéls. HAp/PLLA §kérsgriezums (SEM)

1.1.2. CDHAp/PCL+cipro, CDHAp/PCL+genta,
CDHAp/PLLA+cipro un CDHAp/PLLA+genta
Kalcija deficita hidroksiapatita pulveri ieguva, izmantojot slapjas
Kimiskas nogulsné$anas metodi. Tika izmantoti $adi reagenti: kalcija oksids,
iegits no marmora (Sigma-Aldrich, UK, > 97%, ortofosforskabe (Sigma-
Aldrich, UK, > 85% un dejonizéts Gdens. Kompozita veidosanas procesa tika
izverteti vairaki faktori, pieméram, pH, suspensijas temperatira un skabe

(Sokolova et al., 2014).
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PCL un CDHAp kompoziti ar biopoliméra sastavu 20 wt% un PLLA un
CDHAp kompoziti ar biopoliméra sastavu 30 wt% tika sintez€ti, izmantojot
jaunu skidro/cieto suspensiju tehnologiju.

Gentamicins 40 mg/ml koncentracija, bet ciprofloksacins 100 mg/10 ml
dazadiem CDHAp/PCL un CDHAp/PLLA pulveriem. legiitos pulvera maisi-
jumus Zaveja istabas temperatara 24 stundas. [zzavétie kompoziti tika sapreséti
tabletes (d = 12,5 mm, H = 2,2 mm). CDHAp/PCL un CDHAp/PLLA tablesu
porainibu noteica ar geometrisko metodi.

Lai izvertetu, vai PLLA un PCL piemit antibakterialas 1pasibas, tika
pagatavoti CDHAp/PCL un CDHAp/PLLA paraugi bez antibiotiskam vielam.
Katrai kompozitmaterialu grupai pret abu bakteriju kultiram tika izgatavoti 8
paralglie s€rijas paraugi. Kompozitmaterialos ar antibiotiskajam vielam vidgjais
antibiotisko vielu daudzums sasniedza 30 mg uz 0,5 g parauga. Paraugu vidgja
masa bija 0,4 g.

Kalcija deficita kompozitmateriali petijjuma tika ieklauti, balstoties uz
to, ka HAp/PLLA kompozitmaterialiem piemit vajas kaulaudu atjaunoSanas
spgjas, jo Stnas, kuras ir atbildigas par kaulaudu atjaunoSanos, nevar piesais-
tities pie biomateriala Iidz PLLA pilnigai biodegradacijai (Armentano et al.,
2010).

1.2. Antibakterialo ipasibu noteiksana in vitro
1.2.1. Antibakterialo 1pasibu noteik$ana bakteériju suspensija

Bakteriju suspensija tika pagatavota sterilos apstaklos no 1 ml TSB
(Oxoid, UK) un 1 ml baktériju ar optisko blivumu 0,5 p&c Makfarlenda
(McFarland) standarta. Pirms biomaterialu paraugu ievietoSanas bakteriju
suspensija tie visi — katrs atseviski — tika ievietoti 1 ml trusa plazmas (BBL,

USA) un inkubgti termostata (Memmert, Vacija) 37 °C temperatara un 100%
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relativa mitruma — divas stundas. P&c divam stundam biomateriala paraugi ar
sterilas pincetes palidzibu tika parvietoti uz mégeni ar baktériju suspensiju un
24 h inkubéti 37 °C. Baktériju suspensija bez biomateriala tika izmantota ka
kontrole, lai salidzinatu biomaterialu antibakterialas IpasSibas, un ar1 24 h tika
inkubégta 37 °C.

P&c 24 h inkubacijas 0,1 ml bakteriju suspensijas tika uzséta uz TSA
(Oxoid, UK), lai izvertétu pétamo biomaterialu antibakterialas ipasibas un
efektivitati. Taja pasa laika tika pagatavota jauna baktEriju suspensija un ar
sterilas pincetes palidzibu p&tamo grupu biomateriali tika parvietoti jauna TSB
un bakteriju kultiiru suspensija uz nakamajam 24 h. Darbibas tika atkartotas
katras 24 h, Iidz izmeklgjamo biomaterialu grupas divas dienas pec kartas vairs
netika noverotas antibakterialas Tpasibas, koloniju skaits uz TSA bija vienads ar

kontroles grupas koloniju skaitu uz TSA.
1.2.2. Antibakterialo 1pasibu noteik$ana ar disku diftizijas metodi

Kirby-Bauer disku difizijas metode ir standartiz&ta metode, ko izmanto
mikrobiologiskajas laboratorijas, lai noteiktu bakteriju jutibu pret antibio-
tiskajam vielam (Bauer et al., 1966). Atbilstosi EUCAST (EUCAST, 2015)
standartiem tika pagatavota bakteriju suspensija ar optisko blivumu 0,5 p&c
Makfarlenda standarta ar Makfarlenda optisko densitometru (Biosan, Latvija).
Pagatavota bakteriju suspensija ar sterilu vates kocinu tika uzséta uz sterilas
TSA (Oxoid, UK) plates. Péc baktériju inokulacijas ar sterilu pinceti uz TSA
tika novietoti biomaterialu diski un TSA barotne 24 h tika inkub&ta termostata
37 °C temperatiira. P&c 24 h tika analiz€tas biomaterialu paraugu antibak-
terialas Tpasibas, izmérot sterilo zonu (diametru) ap biomaterialu diskiem. P&c
meérjumiem tika pagatavota jauna bakt€riju suspensija, ko uzs€ja uz jaunas,
sterilas TSA barotnes, biomaterialu diskus parnesa no vecas TSA barotnes uz

jauno TSA barotni, un jauno barotni inkubgja vél 24 h 37 °C. Darbibas tika
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atkartotas ik péc 24 h, Iidz izmekl&jamo biomaterialu grupas divas dienas péc
kartas netika noverotas antibakterialas Ipasibas jeb sterila zona ap biomaterialu

paraugiem.

1.3. Izmekléjamas baktériju kultiiras un to jutiba pret
gentamicinu un ciprofloksacinu

Visu biomaterialu antibakterialas ipaSibas tika pétitas, izmantojot
S. epidermidis (ATCC 12228) un P. aeruginosa (ATCC 27853) bakteriju
references kultliras. Lai noteiktu bakteriju jutibu pret antibiotiskajam vielam,
tika izmantota antibiotisko stripu razotaju ieteikta procedira. Uz Millera-
Hintona (Mueller-Hinton) agara (Oxoid, UK) ar sterilu vates kocinu tika uzs&tas
bakterijas péc 0,5 Makfarlenda standarta pagatavotas suspensijas. Pec tam tika
uzlikts gentamicina vai ciprofloksacina antibiotiskais strips (Liofilchem, Italija).
Agara plates inkubgja 37 °C temperatiira. Rezultatus izvert€ja péc 24 h
inkubacijas.

1.4. Iekaisuma intensitates noteik§ana in vivo
1.4.1. Eksperimenta izmantotie dzivnieki

Lai noteiktu iekaisuma citokinu intensitati audos ap implant&to
biomaterialu, eksperimenta tika izmantoti tris m&neSus veci trusu tevini. Visi
izmantotie trusi bija 3 kg smagi. Eksperimenta sakuma un gaita neviens no
trusiem neslimoja, tika ieveroti visi &tiskie aspekti un sanemta atlauja no Valsts

Partikas un veterinara dienesta
1.4.2. Operacijas gaita

Pirms operacijas tika pagatavotas P. aeruginosa un S. epidermidis
bakteriju suspensijas ar optisko blivumu 0,5 péc Makfarlenda standarta. Trusim
skausta rajona tika nosklits apmatojums un veikta adas apstrade ar joda

Skidumu. Noskiitaja un ar antiseptiskajiem Iidzekliem apstradataja skausta
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rajona veica lokalu atsapinasanu ar 2% lidokaina hidrohlorida $kidumu. Sterilos
apstaklos, ar sterilu skalpeli veica adas incizija, izveidojot 2,5 cm lielu brici.
Pakapeniski ar skalpela palidzibu izveidoja pietieckami lielu zemadas kabatu,
kura var€tu implantet biomateriala tableti. P& biomateriala ievietoSanas
zemadas kabata brice tika inficgta ar 0,1 ml bakteriju suspensiju. P&c brices
infic€Sanas ar bakteriju suspensiju brice tika aiz$ita ar steriliem diegiem. Tika
uzliktas 3 lidz 4 Suves, cie$i noslédzot briici. PEcoperacijas periods pagaja bez
komplikacijam, eksperimenta laika neviens trusis neslimoja un neaizgaja boja.
Biomaterialu paraugi tika izpemti péc 4 nedélam, kas ir vislabakais laiks
iekaisuma zonas izvertésanai ap biomaterialu un distancg&ti no ta, jo ilgaka laika
perioda iekaisuma process var izsikt. Savukart par 4 nedélam isaka laika
perioda ir griiti izvertét, vai iekaisuma reakcija ir no Dbiomateriala
kontaminacijas vai ta ir normala organisma imiina atbilde uz kirurgisko
iejauksanos.

Tika implantéti HAp/PLLA+cipro, HAp+cipro, HAp/PLLA, HAp/
PLLA+genta un HAp+genta, kas bija inficéti ar P. aeruginosa vai
S. epidermidis (1.1. tabula).

1.1. tabula
In vivo pétijuma izmantoto paraugu grupas
Paraugu | HAp PLLA cipro genta P. S. epidermidis
grupa aeruginosa
Agrupa | X X X X
B grupa | X X X X
Cgrupa | X X X X
D grupa | X X X X
E grupa | X X X
Fgrupa | X X X
Ggrupa | X X X
Hgrupa | X X X
Igrupa | X X X
Jgrupa | X X X
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1.4.3. Izmekléjamais materials

Lai noteiktu IL-10, TNF-o un beta-defensina-2 limeni apkart&jos audos
ap implanteto biomaterialu, tika izmantota standartizéta ELISA metode ar
ELISA komplektiem (USCN life science un MyBioSource, USA). Cetras
nedelas péc biomaterialu implantacijas trusi tika eitaniz&ti. Ar sterilu skalpeli
tika pargriezta dzivnieka ada implantéta biomateriala vieta. Tika savakti
vienada lieluma audu paraugi: tris audu paraugi no tiesi pieguloSiem audiem ap
biomaterialu, trTs audu paraugi — no argjas zonas ap biomaterialu un tris audu
paraugi — distancéti (1,5 cm) no implantéta biomateriala vietas. Audus pirms
homogenizacijas noskaloja ar aukstu PBS (0,01 mol/l, pH 7,0-7,2), lai
noskalotu asinu atlikumus no audiem. Audi tika sagriezti smalkakos gabalinos
un homogenizéti. leglito audu suspensiju ievietoja ultraskanas vanna, lai
parpléstu $tinu membranas, péc tam to centrifug€ja 5 minilites ar 5000
apgriezieniem minhté. Péc ELISA standartazétas procediiras 96 iedobiSu
mikroplati analizéja ar ELISA lasttaju spektrofotometriski, vilpa garums
450 nm = 10 nm (TECAN, Sveice).

1.5. Statistiskas metodes

Iegtito rezultatu izvert€sanai tika izveletas neparametriskas statistiskas
metodes. Tika izmantots Manna—Vitnija tests (Mann et al., 1947), lai izvértétu,
vai ir statistiski ticamas at$kiribas starp pétijuma izmantoto biomaterialu grupu
antibakterialo ilgumu. Par statistiski ticamu tika pienemts, ja p vértiba ir
mazaka vai vienada ar 0,05. Rezultati tika ievaditi Microsoft Excel 2014, un
statistiska analize tika veikta ar SPSS 22.0 (statistical package for the social

sciences).
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2. REZULTATI

2.1. Antibiotisko vielu minimali inhibg€jo$a koncentracija

Izmantojot standartizéto E-testu metodi, tika noskaidrots, ka pé&tijjuma
izmantotas kulttras P. aeruginosa un S. epidermidis ir jutigas pret pétijjuma
izmantotajam antibiotiskajam vielam. Ciprofloksacina MIC pret S. epidermidis
ir 0,094 ng/ml, pret P. aeruginosa — 0,125 pg/ml. Savukart gentamicina MIC
pret S. epidermidis ir 0,19 pg/ml, pret P. aeruginosa — 1,0 ug/ml.

2.2. HAp/PLLA+genta un HAp/PLLA+cipro antibakteriala
efektivitate in vitro

Izmantojot antibakterialo Tpasibu noteikSanas metodi bakteriju suspen-
sija, ir redzams, ka HAp/PLLA+genta biomaterialu maksimalais antibakterialas
darbibas ilgums pret S. epidermidis ir 264 h, bet minimalais antibakterialais
ilgums — 216 h, tadgjadi vidgjais antibakterialais ilgums pret S. epidermidis ir
2496 £ 16,78 h (2.1. attels). HAp/PLLA biomaterialam antibakterialas ipasibas

netika noverotas ne pret vienu no bakteriju kultiram.

B3 S epidermidis
BIP. aeruginosa

Laiks, h

0 — v
HAp/PLLA+gena HAp+genta HAR/PLLA

2.1.attels. Videjais antibakterialais ilgums dazadiem
kompozitmaterialiem ar gentamicinu
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Biomaterialiem bez PLLA poliméra (HAp+genta) antibakterialais
ilgums ir iev€rojami mazaks, to maksimalais antibakterialais ilgums pret
S. epidermidis ir 96 h, bet minimalais antibakterialais ilgums ir 72 h, vidgjais
antibakterialais ilgums ir 88,8 + 11,59 h. Izmantojot Manna—Vitnija testu, ir
redzams, ka biomaterialiem ar PLLA un gentamicinu ir statistiski ticami lielaks
antibakterialais ilgums pret S. epidermidis neka biomaterialiem bez PLLA (p <
0,001).

HAp/PLLA+genta un HAptgenta sp&ja inhib&t S. epidermidis augsanu
in vitro kopuma ir atskiriga, bet vienada pirmajas tris eksperimenta dienas, kad
gandriz visas S. epidermidis bakt€rijas tika inhib&tas. Nakamajas eksperimenta
dienas HAp/PLLA+genta saglabaja augstas S. epidermidis augsanas inhibicijas
sp&jas un zaud&ja tas pakapeniski, bet HAp+genta S. epidermidis augSanas
inhibicijas sp&jas zaudgja strauji.

Manna—Vitnija tests paradija, ka starp HAp/PLLA+genta un HAp+genta
biomaterialu grupam pret P. aeruginosa ir statistiski ticama atSkiriba
(p < 0,001), un S0 grupu maksimalais un vidgjais antibakterialais ilgums ir
mazaks neka pret S. epidermidis. Maksimalais HAp/PLLA+genta antibakte-
rialais ilgums pret P. aeruginosa ir 240 h, bet minimalais antibakterialais
ilgums — 216 h, kas ir vienads ari pret S. epidermidis. HAp-+genta maksimalais
antibakterialais ilgums pret P. aeruginosa ir 72 h, minimalais antibakterialais
ilgums — 48 h. Attiecigi vidéjais HAp/PLLA+genta antibakterialais laiks pret
P. aeruginosa ir 220,8 + 10,11 h, bet HAp+genta — 67,2 + 10,11 h.

HAp+genta un HAp/PLLA+genta P. aeruginosa augsanas inhibicijas
dinamika pirmajas 48 h statistiski ticami neatskiras (p > 0,05), bet, sakot ar
treSo eksperimenta dienu, noveroja statistiski ticamas atSkiribas (p < 0,001)
starp HAp/PLLA+genta un HAp-+genta biomaterialiem pret P. aeruginosa.
Lidzigi ka S. epidermidis gadijuma, HAp/PLLA+genta biomaterialiem pret

P. aeruginosa noveroja pakapenisku antibakterialo ipasibu zudumu.
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Lidzigas tendences pret abam pétljuma izmantotajam bakteriju kultiram
ir gan HAp/PLLA+cipro un HAp+cipro biomaterialiem, gan HAp/PLLA+genta
un HAp+genta gadijuma. HAp/PLLA+cipro maksimalais antibakterialais laiks
pret S. epidermidis bija 288 h, minimalais antibakterialais laiks — 264 h.
Savukart HAp+cipro maksimalais un minimalais antibakterialais laiks pret
S. epidermidis bija lidzigs ka HAp+genta un sasniedza attiecigi 96 h un 72 h.
Tadgjadi vid&jais antibakterialais laiks biomaterialiem ar PLLA ir ilgaks neka

biomaterialiem bez PLLA (2.2. att&ls).

300
S epidermidis
P. aeruginosa

T
HAp/PLLA HAp/PLLA+cipro HAp+cipro

2.2. attels. Vidé€jais antibakterialais laiks dazadiem kompozitmaterialiem
ar ciprofloksacinu

Vidgjais HAp/PLLA+cipro antibakterialais laiks pret P. aeruginosa ir
1saks neka pret S. epidermidis. Starp HAp/PLLA+cipro un HAp+cipro pret
P. aeruginosa tika noveérota statistiski ticama atskiriba (p < 0,001).

HAp/PLLA+cipro un HAp+cipro pilniba inhibé S. epidermidis augsanu,
kas pirmajas trijas eksperimenta dienas statistiski ticami neatskiras (p > 0,05),

bet, sakot ar ceturto eksperimenta dienu — 96 stundu laika atzZimé, noveéro
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statistiski ticamas (p < 0,005) at$kiribas. Savukart P. areruginosa augSanas
inhibicijas dinamika noveroja statistiski ticamas atskiribas (p < 0,05) jau
eksperimenta 72 h atzZime.

Izmantojot Manna—Vitnija testu, var secinat, ka biomateriali —
HAp/PLLA+genta, HAp+genta, HAp/PLLA+cipro un HAp+cipro — nevienai
no bakteriju kultiram statistiski ticami nemaina (p > 0,05) inhib&to bakteriju
procentualo daudzumu laika posma no 24 h Iidz 48 h.

Nosakot HAp/PLLA+cipro un HAp+cipro antibakterialas ipasibas pret
abam bakteriju kultiram ar disku difuzijas metodi , redzams, ka antibakterialas
izmekleSanas metode neietekmé biomaterialu paraugu antibakterialo laiku ne
pret vienu no p&tijjuma izmantojamam bakt€riju kultiram. Tapat neatSkiras arT
S. epidermidis augSanas inhibicija (3.7. att€ls), jo HAp/PLLA+cipro savas
antibakterialas ipasibas saglaba ilgu laika periodu un tas zaudé pakapeniski, bet
HAp+cipro savas antibakterialas Tpasibas zaudg |oti strauji, un 5 dienu laika tas
lidzinas nullei. Izmantojot disku diftizijas metodi, redzams, ka HAp+cipro
biomateriali izdala lielaku antibiotisko vielu koncentraciju neka
HAp/PLLA+cipro, jo pirmajas eksperimenta dienas ir novérojams lielaks
sterilas zonas diametrs, kas liecina par lielaku antibiotisko vielu difundésanu no
biomateriala parauga. HAp+cipro ari pret P. aeruginosa izdala lielaku
antibiotisko vielu daudzumu, jo sterilas zonas diametrs ir lielaks neka
HAp/PLLA+cipro.

Tacu HAp/PLLA+cipro kopgjais antibakterialais laiks  pret
P. aeruginosa ir ilgaks neka HAp+cipro, un ta antibakterialas ipa$ibas tika
zaud@tas pakapeniski visa in vitro pétjjuma laika.

Biomaterialiem ar zemaku porainibu — |HAp/PLLA+cipro — statistiski
ticami (p < 0,001) atskiras antibakterialais laiks, salidzinot ar biomaterialiem,
kuriem ir augstaka porainiba, — Hap/PLLA+cipro. Statistiski ticamas atskiribas
(p < 0,001) novéroja arT1 dazada porainibas Itmepa biomaterialiem

bez PLLA ar antibiotiskam vielam (2.3. attéls).
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2.3. attels. Videjais antibakterialais laiks kompozitmaterialiem ar
samazinatu porainibu un ciprofloksacinu

|HAp+cipro S. epidermidis augSanas inhibicijas spgjas ir mazakas neka
HAp+cipro biomaterialiem ar augstaku porainibu, kas liecina, ka no porainibas
limena ir atkariga biomaterialu sp&ja inhib&t bakteriju augSanu. Biomaterialiem
ar PLLA spg&ja inhib&t S. epidermidis augSanu ar7 ir atkariga no porainibas
limena, nemot véra, ka HAp/PLLA+cipro antibakterialais laiks ir ilgaks neka
IHAp/PLLA+cipro.

Porainibas Iimena ietekmi uz antibakterialo laiku pierada ar1 p&tijums ar
P. aeruginosa baktériju kultiru, kura redzams, ka zemakas porainibas
biomaterialiem piemit islaiciga P. aeruginosa augsanas inhibicijas dinamika,
salidzinot ar augstakas porainibas biomaterialiem.

Zemas porainibas biomaterialu grupa statistiski ticamas inhib&to
baktériju procentualas izmainas laika no 24 h Iidz 48 h tika novérotas
JHAp+cipro pret S. epidermidis kultiru (Manna—Vitnija tests, p < 0,05), tapat
arf statistiski ticami samazinajas pret P. aeruginosa kultiru (p < 0,05).

Pirmajas 24h neatkarigi no PLLA esamibas zema porainibas ITmena
biomaterialiem statistiski ticamas izmainas netika novérotas (p < 0,05), bet

izmainas saka notikt in vitro pétijuma 48h atskaites posma un Manna—Vitnija
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tests noradija, ka zema porainibas ITmena biomaterialiem bez PLLA inhib&to
bakteriju procentualas izmainas samazinajums 48h ir statistiski ticami lielaks
neka zema porainibas Iimena biomaterialiem ar PLLA (p < 0,05) neatkarigi no

bakteriju kultiras.

2.3. CDHAp/PLLA+genta un CDHAp/PLLA+cipro
antibakteriala efektivitate in vitro

Izmantojot antibakterialo 1pasibu noteikSanas metodi bakteriju
suspensija, tika noskaidrots, ka CDHAp/PLLA+genta maksimalais antibakte-
rialais laiks pret S. epidermidis ir 264 h, minimalais antibakterialais laiks
sasniedz 240 h, bet vid&jais antibakterialais laiks pret S. epidermidis ir 249,6 +
16,78 h (2.4. attels).

CDHAp/PLLA biomaterialam pret S. epidermidis un P. aeruginosa

antibakterialas Tpasibas netika noverotas.

E3S epidermidis
B3P aeruginosa

200

0 T 1 T
COHAp/PLLA+genta HAp+genta CDHAp/PULA

2.4. attels. Vidéjais antibakterialais laiks kompozitmaterialiem
ar kalcija deficitu un gentamicinu

Ar Manna—Vitnija testu tika apstiprinats, ka CDHAp/PLLA+genta un
CDHAp+genta antibakterialie laiki pret S. epidermidis statistiski ticami (p <
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0,001) atskiras. CDHAp/PLLA+genta pilniba inhib&ja S. epidermidis augsanu
petijuma pirmajas 5 dienas un p&c tam §1s sp&jas zaudeja pakapeniski, savukart
CDHAp+genta pilniba inhib&ja S. epidermidis aug$anu tikai pirmaja pétjjuma
diena, bet jau otraja diena noveroja strauju antibakterialo 1pasibu zudumu.

CDHAp+genta maksimalais antibakterialais laiks pret S. epidermidis
bija ir 72 h, un minimalais antibakterialais laiks bija ir 48 h, veidojot vidgjo
antibakterialo laiku 67,2 + 10,11 h. CDHAp/PLLA+genta un CHAp+genta
speja inhibét P. aeruginosa augSanu ir lidziga ka pret S. epidermidis, tikai
CDHAp/PLLA+genta kopgja P. aeruginosa augsanas inhibicijas dinamika
uzrada atraku antibakterialo Tpasibu zaudéSanu kopuma, ka ar1 maksimalais un
minimalais antibakterialais laiks ir atSkirigs, un sasniedz attiecigi 240 h un
196 h.

Statistiski ticamas izmainas no 24 h Iidz 48 h tika novérotas
CDHAp+genta pret P. aeruginosa baktériju kultiru (Manna—Vitnija tests,
p < 0,05), tapat ka statistiski ticami samazindjas pret S. epidermidis kulttru
(p < 0,05). Pargjiem CDHAp/PLLA+genta biomaterialiem statistiski ticamas
izmainas netika novérotas (Manna—Vitnija tests, p > 0,05).

Sadas statistiski ticamas izmainas no 24 h lidz 48 h ari nenovéroja
CDHAp/PLLA+cipro un CDHAp+cipro (p > 0,05) pret S. epidermidis un
P. aeruginosa. CDHAp+cipro statistiski ticamas izmainas (p < 0,05) novéroja
pret abam in vitro pétijuma izmantotajam baktériju grupam laika atskaites
posmos no 48 h Iidz 72 h, bet CDHAp/PLLA+cipro $adas statistiski ticamas
izmainas minétaja laika posma nenovéroja ne pret vienu no baktériju kulttram.
CDHAp/PLLA+cipro novéroja S. epidermidis augSanas inhibicijas sp&ju
pakapenisku zudumu, un, salidzinot ar tas paSas grupas biomaterialiem bez
PLLA (CDHAp+cipro), ta antibakterialais laiks ir statistiski ticami (p < 0,001)
ilgaks pret S. epidermidis.

Ja salidzina CDHAp/PLLA+cipro ar CDHAp/PLLA+genta antibakte-
rialo darbibu pret S. epidermidis, tad var novérot, ka CDHAp/PLLA+cipro
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antibakterialais laiks ir Tsaks un sasniedz 213,6 + 13,62 h (2.5. attgls).
Maksimalais antibakterialais laiks, ko sp&ja uzradit CDHAp/PLLA+cipro pret
S. epidermidis, bija 240 h, minimalais — 192 h. CDHAp+cipro uzradija ilgaku
antibakterialo laiku pret S. epidermidis neka CDHAp+genta, bet statistiski

ticamas izmainas nenovéroja (p > 0,05).

250
S epidermidis
P. aeruginosa

Laiks, h

T
CDHAp/PLLA COHAp/PLLA+cipro CDHAp+<cipro

2.5. attels. Videjais antibakterialais laiks kompozitmaterialiem ar
ciprofloksacinu un PLLA
CDHAp/PLLA+cipro un CDHAp+cipro saglabajas kompozitmate-
rialiem raksturigas inhibicijas sp&as pret P. aeruginosa, jo CDHAp/
PLLA+cipro gadijuma noveéroja ilgstoSas sp&jas nomakt P. aeruginosa
bakteriju augSanu, un $is sp&jas zuda pakapeniski. CDHAp+cipro izteiktas
antibakterialas sp&jas noveroja pirmajas pétijuma diends. Tika noveérotas
raksturigas straujas antibakterialo ipasibu kritumu ar strauju antibiotisko vielu
izdali pirmajas pétfjuma dienas.
CDHAp+cipro biomateriala statistiski ticamas inhib&to bakteriju
procentualas izmainas (Manna—Vitnija tests, p < 0,05) novéroja pétjjuma
atskaites laika posmos no 48 h lidz 72 h pret P. aeruginosa. CDHAp+cipro

maksimalais antibakterialais laiks pret P. aeruginosa ir 72 h un minimalais

23



antibakterialais laiks ir 48 h. Savukart CDHAp/PLLA+cipro maksimalais
antibakterialais laiks pret P. aeruginosa ir ievérojami ilgaks neka
CDHAp-+cipro, un sasniedz 192 h, bet tas ir mazaks neka pret S. epidermidis.
Novéro statistiski ticamas at$kiribas (Manna—-Vitnija tests, p < 0,001) starp
CDHAp/PLLA+cipro un CDHAp+cipro antibakterialo laiku pret P. aeru-
ginosa. Salidzinot dazadu kompozitmaterialu antibakterialas ipasibas, redzams,
ka ir statistiski ticamas (Manna—Vitnija tests, p < 0,001) atSkiribas starp
Hap/PLLA+cipro un CDHAp/PLLA+cipro pret abam bakteriju kultiram
(3.27. attels un 3.28. att€ls), savukart tiem paSiem kompozitmaterialiem ar
gentamicinu nenovéru statistiski ticamas (Manna—Vitnija tests, p > 0,05)

atSkiribas pret abam bakt€riju kultiram.

2.4. CDHAp/PCL+genta un CDHAp/PCL+cipro antibakteriala

efektivitate in vitro

Petijuma ietvaros tika izpétiti arT kompozitmateriali ar citu bionoardosos
poliméru PCL, kuri savienoti ar antibiotiskajam vielam. Izmantojot Manna—
Vitnija testu, ir redzams, ka CDHAp/PCL+genta biomaterialiem ir statistiski
ticami (p < 0,001) atskirigs antibakterialais laiks neka CDHAp/PLLA+genta
pret S. epidermidis. Statistiski ticami atSkiras (p < 0,001) ari CDHAp/
PCL+genta antibakterialais laiks, salidzinot ar CDHAp+genta pret
S. epidermidis. CDHAp/PCL+genta pétijuma parada visilgako antibakterialo
laiku (2.6. att€ls) pret S. epidermidis, sasniedzot antibakterialo ilgumu 319,2 +
16,19 h.
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2.6. attels. Vid€jais antibakterialais laiks kompozitmaterialiem
ar gentamicinu un PCL

Ilgais CDHAp/PCL+genta antibakterialais laiks ir saistits ar atsevisku
paraugu ilgo maksimalo antibakterialo laiku pret S. epidermidis — 336 h, un
minimalo antibakterialo laiku — 288 h. Pret P. aeruginosa CDHAp/PCL+genta
maksimalais antibakterialais laiks sasniedz 288 h, bet minimalais antibak-
terialais laiks ir 240 h.

CDHAp/PCL+genta CDHAp/PCL+genta sp&ja inhibét S. epidermidis
augSanu pilniba saglabajas ilgu laiku no 192 h Iidz 216 h, un ari vélak pilniba
S. epidermidis augSana netiek nomakta, antibakterialas ipasibas tiek zaudétas
pakapeniski. Biomaterialu paraugi bez PCL antibakterialas spg€jas zaudg strauji,
un in vitro pétijjuma laika atzimé no 24 h lidz 48 h novéro statistiski ticamas
atSkiribas inhibéto baktériju procentualaja raditaja (p < 0,05), izmantojot
Manna—-Vitnija testu.

Pilna P. aeruginosa augSanas inhibicija CDHAp/PCL+genta tika
novérota lidz pétijuma 168 stundu atzimei. P&tjjuma turpinajuma visiem
kompozitmaterialiem ar antibiotiskajam vielam un bionoardamu poliméru

novéroja kopé&ju tendenci, ka antibakterialas sp&jas tiek zaud&tas pakapeniski.
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CDHAp/PCL+genta pret P.aeruginosa nenovéroja statiski ticamas
(p > 0,05) izmainas pétijjuma laika posma no 24 h lidz 48 h un arT p&tfjuma
laika posma no 48 h Iidz 72 h, bet CDHAp+genta novero statistiski ticamas
(p < 0,05) izmainas gan pétijuma laika posma no 24 h Iidz 48 h, gan pétfjuma

laika posma no 48 h lidz 72h.
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2.7. attels. Videjais antibakterialais kompozitmaterialiem ar
ciprofloksacinu un PCL

Visilgako antibakterialo laiku pé&tjjuma pret P. aeruginosa uzrada
CDHAp/PCL+cipro, sasniedzot 280,8 + 16,19 h. Maksimalais antibakterialais
laiks pret P. aeruginosa CDHAp/PCL+cipro ir 312 h, bet minimalais — 264 h
(2.7. attéls). Manna—Vitnija tests uzrada, ka starp CDHAp/PCL+cipro un
CDHAp-+cipro pret P. aeruginosa ir statistiski ticama atskiriba (p < 0,001).

Ka rada P. aeruginosa augsanas inhibicijas dinamika, tad antibiotiskas
vielas no CDHAp/PCL+cipro izdalas pakapeniski un pietickami liela
daudzuma, lai 168 lidz 192 h ilgi inhib&tu visas P. aeruginosa baktérijas. Péc
§t1s laika atzimes izdalito antibiotisko vielu daudzums vairs nav pietiekams, lai

nomaktu visas P. aeruginosa baktérijas, bet péc 336 h antibakterialas ipasibas

26



izziid pavisam. CDHAp+cipro antibakterialo Ipasibu zudums pret P. aeru-
ginosa saskana ar Manna—Vitnija testu pétfjjuma laika posma no 24 h lidz 48 h
ir statistiski ticams (p < 0,05). Sadas izmainas nenovéro CDHAp/PCL+cipro
materialam (statistiski ticami neatskiras, p > 0,05).

Salidzinot CDHAp/PCL+cipro sp&u inhibé&t P. aeruginosa ar
S. epidermidis aug8anu, redzams, ka CDHAp/PCL+cipro nomac lielako dalu
S. epidermidis ilgaku laika periodu neka P. aeruginosa. Kopgjais
CDHAp/PCL+cipro antibakterialais laiks pret S. epidermidis ir 304,8 + 11,59 h,
maksimalais antibakterialais laiks — 312 h, minimalais antibakterialais laiks —
288 h. Starp CDHAp/PCL+cipro un CDHAp+cipro pret S. epidermidis novéro

statistiski ticamas (p < 0,001) atSkiribas antibakterialaja laika.
2.5. IL-10 ekspresijas intensitate in vivo

Kompozitmaterialiem — HAp/PLLA+genta, HAp/PLLA+cipro, HAp+
genta un HAp+cipro, kas kontaminéti ar S. epidermidis, — neatkarigi no
izmeklgjamo audu lokalizacijas attieciba pret implantéto biomaterialu
nenoveéroja statistiski ticamas izmainas (p > 0,05, Manna—Vitnija tests),
salidzinot ar kontroles grupu (2.1. tabula). Savukart kompozitmaterialiem bez
antibiotiskajam vielam (ciprofloksacina vai gentamicina), kas kontamingti ar S.
epidermidis bakteriju suspensiju, IL-10 intensitates paaugstina$anos novéroja
statistiski ticami (p < 0,05, Manna—Vitnija tests) visos pé&tamas grupas
izmekl€jamos audos, salidzinot ar kontroles grupu. Lielaka IL-10 intensitate
tika noteikta audos, kuri tie$i kontakt€é ar implantéto HAp/PLLA
kompozitmaterialu. Statistiski ticamas (p > 0,05, Manna—Vitnija tests) izmainas
nenovéroja IL-10 intensitates ltmeni starp audiem, kas ir tie$a kontakta ar
biomaterialiem, un audiem, kas ir tiesa kontakta argja zona. Distancéti no
implanteta HAp/PLLA atrodosajos audos novéroja statistiski ticamu (p < 0,05)

IL-10 intensitates samazinajumu, salidzinot ar IL-10 intensitati tie$a kontakta
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audos. Salidzinot IL-10 intensitati distancéti lokaliz&tajos audos ar kontroles
grupas audiem, redzamas statistiski ticamas (p < 0,05) atskiribas.

Kontamingjot HAp/PLLA+genta, HAp/PLLA+ciparo, HAp+genta un
HAp+cipro ar P. aeruginosa bakteriju kultaru, neatkarigi no izmeklgjamo audu
novietojuma ap biomaterialu netika noverotas statistiski ticamas atskiribas
(p > 0,05) IL-10 ekspresija (2.2. tabula).

Manna—Vitnija tests paradija statistiski ticamas (p < 0,05) IL-10 Iimena
atSkiribas starp kontroles grupas un pargjiem izmeklGjamiem audiem
HAp/PLLA implantacijas un P. aeruginosa kontaminacijas gadijuma.

Statistiski ticami (p < 0,05) lielaka IL-10 intensitate tika novérota tiesa
kontakta audos — gan tiesi kontaktgjoSos ar HAp/PLLA, gan tie$a kontakta
argja mala —, salidzinot ar kontroles grupu, bet statistiski ticamas (p > 0,05)
atSkiribas starp abam (ick$€jas un argjas zonas) tie$a kontakta audu grupam
netika atrastas. IL-10 intensitates Iimenis statistiski ticami (p < 0,05) samazinas
distancéti izmeklétajos audos, bet joprojam saglabajas statistiski ticamas
(p < 0,05) atskiribas ar izmekleto kontroles grupu (veseliem dzivniekiem bez
biomateriala implantacijas).

2.1. tabula

IL-10 Iimenis péc brices kontaminacijas ar S. epidermidis (pg/ml)

Biomateriala Tiesa Tiesa Distancéti Kontroles grupa
paraugs kontakta kontakta (bez
ieksgja argja zona implantacijas un
zona briices
kontaminacijas)
HAp/PLLA+cipro | 131+4,04 | 131£7,00 | 133 +5,29 133 +7,63
HAp-+cipro 137+2,00 | 135+2,64 139+1,00 133+7,63
HAp/PLLA+genta | 133 +5,69 | 134+6,03 | 133+7,64 133 +7,63
HAp+genta 132+5,69 | 135+6,56 133 +8,19 133+7,63
HAp/PLLA 204+4,04 | 194+£2,04 | 156 +3,00 133+ 7,63
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2.2. tabula

IL-10 Iimenis péc briices kontaminacijas ar P. aeruginosa (pg/ml)

Biomateriala Tiesa Tiesa Distanceti | Kontroles grupa
paraugs kontakta kontakta (bez
iek$eja zona | argja zona implantacijas un
briices
kontaminacijas)
HAp/PLLA+cipro | 133+5,51 132+3,79 | 133 +6,66 133+ 7,63
HAp-+cipro 135+ 6,03 131+7,37 | 133+6,11 133+ 7,63
HAp/PLLA+genta | 133 +3,46 131+6,00 | 137+4,58 133+ 7,63
HAp+genta 135+6,11 132+4,04 | 132+1,01 133 +£7,63
HAp/PLLA 212+4,58 | 206+2,64 | 150+ 5,56 133+7,63

2.6. TNF-alfa ekspresijas intensitate in vivo

TNF-alfa TNF-alfa intensitates Iimenis izmekl&jamos audos gan
S. epidermidis (2.3. tabula), gan P. aeruginosa (2.4. tabula) kontaminacijas
gadljuma neizmainas un netiek novérotas statistiski ticamas (p > 0,05)
atSkiribas ar kontroles grupu, ja tiek implantéti kompozitmateriali ar antibio-
tiskajam vielam.

Intensivako TNF-alfa ekspresiju novéro tiesa kontakta esosos audos ap
HAp/PLLA, kas kontamin&ts ar S. epidermidis vai P. aeruginosa. TNF-alfa
ekspresija abu baktériju kontaminacijas gadijuma ir statistiski ticami (p <
0,001) intensivaka, salidzinot ar kontroles grupu. Ja HAp/PLLA tiek
kontamingts ar P. aeruginosa, novéro visintensivako TNF-alfa ekspresiju tiesa
kontakta audos. P&c TNF-alfa intensitates no HAp/PLLA distancéti
novietotajos audos var spriest, ka iekaisuma zona samazinas, jo abu bakteriju
kultiiru gadijuma novéro statistiski ticamu (p < 0,05) atSkiribu TNF-alfa
intensitaté starp tie$a kontakta audiem un distanc@ti novietotajiem audiem.

Iespgjams, ka ickaisuma zona ir lielaka, nemot véra, ka TNF-alfa intensitates
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Iimenis abu bakteriju kultiru gadijjumos distancéti novietotajos audos ir

statistiski ticami (p < 0,05) lielaks neka kontroles grupai.

2.3. tabula

TNF-alfa Itmenis péc briices kontaminacijas ar S. epidermidis (pg/ml)

Biomateriala Tiesa Tiesa Distancéti | Kontroles grupa
paraugs kontakta kontakta (bez
ieksgja argja zona implantacijas un
zona briices
kontaminacijas)

HAp/PLLA+cipro | 177+£9,60 | 176+10,5 | 171+ 1,52 177 +7,63

HAp+cipro 174 £ 8,38 | 168+3,51 166 + 4,04 177 + 7,63
HAp/PLLA+genta | 181+5,03 | 179+2,08 | 176 +7,09 177 +£7,63

HAp+genta 185+2,08 | 182+1,53 | 173+6,11 177 + 7,63
HAp/PLLA 271+£3,21 | 268+3,78 | 213+1,52 177 + 7,63

2.4. tabula

TNF-alfa Itmeni péc briices kontaminacijas ar P. aeruginosa (pg/ml)

Biomateriala Tiesa Tiesa Distancéti | Kontroles grupa
paraugs kontakta kontakta (bez
ieksgja argja zona implantacijas un
zona briices
kontaminacijas)

HAp/PLLA+cipro | 178 +7,54 | 174+721 | 173+2,00 177 + 7,63

HAp-+cipro 180+5,13 177 £7,63 173 +£5,77 177 +£7,63

HAp/PLLA+genta | 170 + 2,65 168 £2,52 174 + 6,43 177 £7,63

HAp+genta 174 + 170+ 12,86 | 170 + 8,66 177 +£7,63
11,14

HAp/PLLA 271+3,21 268 +3,78 | 213+1,52 177 £7,63
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2.7. Beta-defensina-2 ekspresijas intensitate in vivo

Intensivaka beta-defensina-2 ekspresija notick audos, kas ir visciesakaja
kontakta ar S. epidermidis kontaminétu HAp/PLLA (2.5. tabula); salidzinot ar
kontroles grupas beta-defensina-2 limeni, novéroja statistiski ticamas izmainas
(p < 0,05). Starp tie$sa kontakta argjo un iek$€jo audu zonu nenovéroja
statistiski ticamas izmainas (p > 0,05). Statistiski ticamas (p < 0,05) izmainas
beta-defensina-2 intensitates limeni novéro starp tie$a kontakta zonu un
distancéti novietotajiem audiem HAp/PLLA implantacijas gadijuma, kas
liecina par beta-defensina-2 intensitates samazinagjumu. Beta-defensina-2
limena izmainas audos netika novérotas, implantéjot kompozitmaterialu ar
antibiotiskajam vielam.

Kontamingjot HAp/PLLA-+cipro, HAp+cipro, HAp/PLLA+genta un
HAp+genta ar P. aeruginosa, péc 4 ned€lu implantacijas nenovéroja beta-
defensina-2 limepa izmainas, salidzinot ar kontroles grupu (2.6. tabula).
Izmainas beta-defensina-2 intensitates Iimeni noveéroja audos péc HAp/PLLA
implantacijas un kontaminacijas ar P. aeruginosa.

Lidzigi ka S. epidermidis kontaminacijas gadijuma, ari P. aeruginosa
kontaminacijas gadijuma visintensivako beta-defensina-2 ekspresiju novéroja
tiesa kontakta audos ap HAp/PLLA.

Beta-defensina-2 intensitates limenis statistiski ticami (p < 0,05)
samazinas distanceti atrodo$ajos audos, salidzinot ar tiesa kontakta audu zonu,
bet nav statistiski ticama (p > 0,05) atSkiriba starp beta-defensina-2 intensitates

Itmeni distancéti novietotajos audos un kontroles grupu.
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2.5. tabula

Beta-defensina-2 Iimeni péc briices kontaminacijas ar S. epidermidis

(pg/ml)
Biomateriala Tiesa Tiesa Distanceti | Kontroles grupa
paraugs kontakta kontakta (bez
ieksgja argja zona implantacijas un
zona briices
kontaminacijas)
HAp/PLLA+cipro | 326 +4,04 | 316+321 | 319+6,55 324+ 11,01
HAp-+cipro 323+6,24 | 319+1,00 | 316+4,00 324 +11,01
HAp/PLLA+genta | 325+2,52 | 317+2,65 | 321+3,21 324+ 11,01
HAp+genta 319+3,21 | 320+2,00 | 317+4,58 324 +11,01
HAp/PLLA 395+4,35 | 394+4.35 339+ 3,50 324+£11,01
2.6. tabula
Beta-defensina-2 limeni péc briices kontaminacijas ar P. aeruginosa
(pg/ml)
Biomateriala Tiesa Tiesa Distancéti | Kontroles grupa
paraugs kontakta kontakta (bez
ieksgja argja zona implantacijas un
zona briices
kontaminacijas)
HAp/PLLA+cipro | 324+493 | 312+ 1,00 | 319+1,00 324 +11,01
HAp+cipro 323+ 1,12 | 319+6,65 315+ 1,00 324+£11,01
HAp/PLLA+genta | 323 +6,11 | 317+2,65 | 317+3,61 324 +£11,01
HAp+genta 318+ 1,00 | 319+3,51 317 £ 1,00 324+£11,01
HAp/PLLA 395+435 | 394+435 | 339+3,50 324+ 11,01
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3. DISKUSIJA

3.1. Kompozitmaterialu efektivitate in vitro

Biomaterialu izmantoSana medicina, lai aizvietotu organa vai ta dalu
funkcijas, klast arvien plasaka, lai nodroSinatu pacientu dzives kvalitati un
ilgumu (pieméram, maksligais sirds varstulis).

Gandriz visas medictnas nozars tiek izmantoti biomedicniskie
implantati diagnostisko manipulaciju vai terapijas nolikos — intravenozie un
urinptsla katetri, intubacijas aprikojums, locitavu protézes un cits biomedi-
ciniskais aprikojums. Tacu, lietojot Sos biomediciskos implantatus, pastav
infekcijas attistibas risks (Huebsch et al., 2009).

Papildu infekcija, kas rodas blakus jau esosai saslimSanai, paildzina
pacienta hospitalizacijas laiku, palielina arst€Sanas izmaksas un letalitates risku.
Biomaterialu saistitas infekcijas (BAI) attistibas risks visiem pacientiem nav
vienads; to nosaka vairaki faktori, kas saistiti ar paSu pacientu, implantanta
veidu un operacijas apjomu. Gados vecakiem vai imiinsupresétiem pacientiem,
pacientiem ar laundabigo audzgju vai ar adas bojajumiem ir liclaks BAI risks,
jo 8o pacientu iminas sisteémas darbibas sp€jas pret BAI ierosinatajiem ir
samazinatas (Laupland et al., 2006; Goldmann et al., 1993, Greco et al., 2015).

BAI risku nosaka operacijas apjoms un operacijas vietas sterilitate.
Ortopedisko operaciju laika briices apjoms ir liels, brice var kalpot par
bakteriju ieejas vartiem, kam seko BAI attistiba. Operaciju zales gaisa
mikroflora, pacienta adas un glotadas mikroflora un personala mikroflora ir
infekcijas izraiso$o baktériju avots (Vinh et al., 2005).

Zobu implantatus un mutes dobumu operacijas notiek vide, kurd ir
atrodama viena no bagatakajam cilvéka normalajam mikrofloram. Lai arT §is

bakterijas pieder pie normalas cilveka mikrofloras, tas vienlaicigi ir
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oportinistiskas baktérijas. Sadas kirurgiskas manipulacijas dod iesp&ju
bakterijam ierosinat BAI (Heydenrijk et al., 2002).

Atsevisku BAI attistibas risks nav liels, tacu letalitates risks ir augsts.
Letalitates risks ir atkarigs no pacienta veselibas stavokla, infekcijas
lokalizacijas un plasuma. Urincelu infekcijas p&c urinpiisla katetrizacijas
attistas apméram 30% gadijumu, bet pacientu letalitate So infekciju d&] tiek
verteta ka loti zema. Savukart maksligo sirds varstulu infekcijas attistas 1-3%
gadijumu, bet pacientu letalitates risks So infekciju dél ir vertgjams ka augsts
(Darouiche et al., 2001, Wright et al., 2013).

Lai samazinatu BAI attistibas iesp&ju, slimnicas pirms un péc
implantacijas operacijas tiek noziméta antibiotisko vielu terapija, kuras mérkis
ir samazinat iesp&jamo oportinisko bakteriju klatblitni un iesp&ju ierosinat
infekcijas, ka ari samazinat biomaterialu kontaminacijas risku operacijas laika
vai pécoperacijas perioda (von Eiff et al., 2005).

Sistémiskai antibiotisko vielu lietoSanai ir vairaki trikumi, salidzinot ar
lokalu antibiotisko vielu lietoSanu. Viena no biezakajam problémam ir
disbakteriozes attistiba, kad tiek iznicinata cilvéka normala mikroflora kunga
un zarnu trakta, mutes dobuma vai citds kermena dalas. Disbakterioze var
kalpot ka veicinoSs faktors citu bakteriju ierosinatam infekcijam, piemeram,
C. difficile ierosinatam pseidomembranozam kolitam (Mylonakis et al., 2001,
Aldrete Sdel et al., 2015).

Lietojot antibiotiskas vielas sistémiski, tds maza koncentracija nonak
audos visa cilvéka organisma. Maza antibiotisko vielu koncentracija ir iemesls
normalas mikrofloras bakteriju un infekciju ierosinataju bakteriju rezistences
attistibai pret antibiotiskajam vielam. Hepatotoksicitate, nefrotoksicitate,
ototoksicitate un citas komplikacijas ir sistemisku antibiotisko vielu lietoSanas
rezultats. Sistemiskai antibiotisko vielu lietoSanai ir limitétas iespgjas

gadijumos, ja pacientam péc antibiotisko vielu lietoSanas ir blakusparadibas —
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slikta dusa, vemsana, alergiskas reakcijas, izsitumi utt. (Cunha et al., 2001;
Soothill et al., 2015).

Lokalai antibiotisko vielu lietoSanai ir noteiktas prieksrocibas, it seviski
biomaterialu implantacijas operaciju gadijuma, kad antibiotiskas vielas tiek
izdalitas no biomateriala, kas ir ar tam piestcinatas(Gottenbos et al., 2002;
Pritchard et al., 2013).

Saja darba galvenais uzdevums bija izpétit ar antibiotiskajam vielam un
bionoardamiem polim@riem piesiicinata hidrosiapatita antibakterialas 1pasSibas
in vitro un to biosaderibu in vivo pétjjuma péc biomateriala implantacijas un
kontaminacijas ar bakteriju kultiiram, nosakot iekaisuma citokinu IL-10, TNF-a
un antibakteriala peptida B-defensina-2 intensitati apkartéjos audos ap
implantéto biomaterialu. So biomaterialu iespéjamais pielietojums ir kaulaudu
regeneracija pacientiem ar BAI risku.

Hospitali iegiito infekciju ierosinataji ir gan starp gramnegativam
(E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae), gan starp grampozitivam baktérijam
(S. aureus, S. epidermidis), un vairums no tam ir atrodamas ne tikai slimnicas
vide, bet ar1 cilvéka normalaja mikroflora. Retos gadijumos pétijumos tiek
parbaudita biomaterialu pretsénisu darbiba, un Sim nolikam tiek izvelets
C. albicans vai kads cits Candida gints parstavis, kuriem ar ir sp&ja ierosinat
BAI. Daudzu autoru pétfjumos ir norades par plaso ierosinataju daudzveidibu.
Viena pétijuma ietvaros tiek izmantotas vairakas baktériju kulthiras, lai
parbauditu ar antibiotiskajam vielam piesiicinatu biomaterialu plaso anti-
bakterialo darbibas spektru. Viena bakteriju kultira p&tijjumos parasti tiek
izveleta, ja baktérija ir biezakais kadas konkr&tas saslimSanas ierosinatajs; tad
tiek parbaudita potenciala antibakteriala darbiba pret So konkréto ierosinataju,
lai noverstu saslimsanas attistibu, pieméram, S. aureus vai MRSA osteomielita
gadfjuma. Grampozitivo un gramnegativo bakteriju izmanto$ana viena pétijuma

ietvaros tiek pamatota ar to, ka S§is baktérijas parstav cilvéka normalo
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mikrofloru, kas ierosina BAI (Peel et al., 2012; Vinh et al., 2005; von Eiff et al.,
2005).

Lai izvertétu pétijuma izmantotoLatvija originali sintezéto biomaterialu
antibakterialas ipaSibas, tika izmantotas S. epidermidis un P. aeruginosa
bakteriju kultiiras. So baktériju kultiru izvéle ir pamatota ar to, ka S. epider-
midis ir viens no biezakajiem BAI, hospitalo infekciju un oportinistisko
infekciju ierosinatajiem. Augsta un plasa P. aeruginosa rezistence pret
antibiotiskajam vielam, BAI un hospitalo infekciju ierosinas$anas sp&ja pamato
§ts baktériju kultiiras izmantoSanu p&tjjuma.

Abam S$tm bakteriju kultiram ir raksturigi vienlidz aktivi piesaistities
pie maksligo biomaterialu virsmam un veidot biofilmu. Ta ka biofilmu
ierosinato infekciju arstéSana ir sarezgita un bieZi nesekmiga, pétijuma tika
izmantoti kompozitmateriali ar antibiotiskajam vielam, kuri nomaktu gan
bakteriju adh&ziju, gan bakteriju kolonizaciju.

Literattiras dati liecina, ka tiek izmantoti dazadi kompozitmateriali ar
dazadam antibiotiskajam vielam. Antibiotisko vielu izvéle galvenokart balstas
uz antibiotisko vielu spektru pret biezakajiem multirezistentajiem
ierosinatajiem. Ciprofloksacins tiek izmantots pé&tfjumos, jo labi penetré
kaulaudos (Ahola et al., 2013). Atseviskos pétijumos autori prieksroku dod
vankomicina izmanto$anai, jo tas uzrada izcilas antibakterialas paSibas pret
gramnegativajam, grampozitivajam un ari rezistentajam baktérijam (Liana
et al., 2013). Lokalai un kontrolétai antibiotisko vielu izdalei pétijumos tiek
izmantots arT gentamicins (Loca et al., 2011), ceftriaksons (Kundu et al., 2010),
cefaleksins (Li et al., 2011), amoksicilins (Xu et al., 2008), doksicilins (Feng
et al., 2010) un citas.

ST pétijuma ietvaros hidroksiapatits tika piesficinats ar ciprofloksacinu
vai gentamicinu. Ta ka S. epidermidis un P. aeruginosa ir dazadas §iinas sienas
uzbiive, tad ir jaizmanto antibiotiskas vielas ar atSkirigu darbibas mehanismu.

P&c sava darbibas mehanisma ciprofloksacins un gentamicins ir atSkirigas
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antibiotiskas vielas, bet to darbibas spektra ir gan S. epidermidis, gan
P. aeruginosa.

Analizgjot literatiras datus, nav atrodams identisks petljums par
kompozitmaterialu antibakterialajam 1pasibam. Atrodami pétjjumi, kuri
atspogulo antibiotisko vielu izdali vai antibakterialas 1pasibas lidzigiem
kompozitmaterialiem ar misu pétijjuma ieklautajiem biomaterilaiem (Leprétre
et al., 2009; Loca et al., 2015; Kankilic et al., 2014). Pétjjuma autoru
antibiotisko vielu, bakteriju vai poliméru izvéle atSkiras. Tacu musu p&tjjums
un citu autoru pétjjumus apvieno antibakterialo IpaSibu salidzinaSana starp
biomaterialiem ar bionoardoSos poliméru un bez poliméra. Ir atrodami dazi
petijumi par IL-10, TNF-a un B-defensina-2 ekspresiju apkartéjos audos péc
biomateriala implantacijas (Gollwitzer et al., 2013; Ata-Ali et al., 2015; Reinis
etal., 2011).

Misu pétijuma tika noskaidrots, ka HAp/PLLA+cipro antibakterialas
ipaSibas pret S. epidermidis saglabdjas 2784 <+ 12,39 h, bet
CDHAp/PLLA+cipro — 213,6 £ 13,26 h un CDHAp/PCL+cipro — 304,8 +
11,59 h . Biomaterialiem bez poliméra, bet ar antibiotiskajam vielam,
antibakterialais laiks pret S. epidermidis ir ievérojami Tsaks neka
biomaterialiem ar poliméru, un ir 91,2 + 10,11 h HAp+cipro un 72 + 16 h
CDHAp+cipro.

Hidroksiapatitam, kas savienots ar ciklodekstrina poliméru un
ciprofloksacinu, antibakterialas ipasibas pret S. aureus novéro lidz pat 240 h,
bet paraugiem bez poliméra antibakterialais laiks pret S. aureus ir tikai 144 h.
S. aureus izvéle $aja pétijuma tick pamatota ar to, ka §1 baktErija var but
rezistenta pret antibiotiskajam vielam un p€c savas Stnas sienas uzbiives ir
gandriz vienada ar daudziem grampozitiviem BAI ierosinatajiem (Leprétre
et al., 2009). Cita pétijuma sterila S. aureus zona ap hidroksiapatitu ar PLLA un

vankomicinu tiek novérota 432 h (Lian et al., 2013).
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Miisu pétijuma izmantotajam HAp/PLLA+cipro antibakterialas 1pasibas
pret P. aeruginosa ilgst 249,6 + 13,39 h, CDHAp/PLLA+cipro — 197 + 15,17 h,
bet CDHAp/PCL+cipro — 280,8 + 16,19 h. Lidzigi ka pret S. epidermidis,
biomateriali bez poliméra pret P. aeruginosa uzrada mazaku antibakterialo
laiku. HAp+cipro atibakterialais laiks pret P. aeruginosa ir 69,6 + 7,58 h,
CDHAp+cipro — 60 + 12,64 h.

Kompozitmaterials PCL/B-TCP+cipro antibakterialo aktivitati pret P.
aeruginosa uzrada jau uzreiz p&c 2 h inkubacijas. Citi autori (pieméram, Ahola
et al.,, 2013) pierada, ka antibiotiskas vielas izdalas atri, pat 2 h laika péc
inkubacijas sakuma. Saja gadfjuma tika izmantota antibiotiska viela —
tetraciklins, kas izdalijas no HAp/PCL kompozita. Kopgjo antibiotisko vielu
izdales laiku no kompozitmateriala ietekmé& antibiotisko vielu daudzums
izmantotaja kompozitmateriala (Kim et al., 2004;). Atra antibiotisko vielu
izdale no biomateriala ir svariga biofilmu veido$anas profilaksé uz ta virsmas.
Pirmajas biofilmas veido$anas procesa stundas notiek baktériju adhézija pie
biomateriala, péc kuras seko baktériju proliferacija un biofilmas nobriesana.
Antibiotiskajam vielam atri izdaloties no biomateriala, tieck inhib&ta bakteriju
adhgzija, tas nonavgjot. Bakteriju nesp&ja saistities uz biomateriala virsmas
izsleédz biofilmas turpmakos veidosanas etapus.

Ortopédisko infekciju arst€Sana bez ciprofloksacina tiek lietots art
vankomicins. ST antibiotiska viela tiek lietota arsté$ana gadijumos, ja
ierosinatajs ir multirezistents pret antibiotiskajam vielam. Tapéc vakcomicinu
izmanto biomaterialos ar ciklodekstrina poliméru ilglaicigai antibiotisko vielu
izdalei. ST kompozitmateridla antibakteridlas ipasibas pret S. aureus ilgst
apméram 144 h, bet paraugiem bez ciklodekstrina poliméra antibakterialais
ilgums ir tikai 96 h (Leprétre et al., 2009).

A1l citi autori savos pétfjumos ir pieradijusi bionoardamo poliméru
ietekmi uz antibiotisko vielu izdales atrumu un ilgumu. Pieméram,

hidroksiapatits ar PCL un vankomicinu, salidzinot ar hidrosiapatitu ar
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vankomicinu bez PCL, vankomicinu izdala ilgak un pakapeniski (Kim et al.,
2005).

PLLA/B-TCP ar vankomicinu tiek rekomend@ts izmantot pret MRSA, jo
uzrada labas antibakterialas ipasibas pret MRSA in vitro (Kankilic et al., 2011)
un labas kaulaudu regeneracijas sp&jas péc MRSA kontaminacijas in vivo
(Kankilic et al., 2014), salidzinot ar citiem biomaterialu paraugiem.

Modificetu kalcija fosfata kaulu cementa biomaterialu ar PLLA un
vankomicinu spé&ja izdalit antibiotiskas vielas ilgst lidz 43 dienam (Loca et al.,
2015).

Petfjuma ietvaros nosakot hidroksiapatita porainibas Itmena ietekmi uz
antibakterialo laiku, tika noskaidrots, ka zemakas porainibas kompozit-
materiadlam |HAp/PLLA+cipro antibakterialais laiks pret S. epidermidis ir
151,2 £ 16,19 h un pret P. aeruginosa — 117,6 + 13,62 h. Zemakas porainibas
kompozitmaterialam bez bionoardosa poliméra |HAp+cipro antibakterialais
laiks pret S. epidermidis un P. aeruginosa ir tikai 52,8 + 10,11 h.

Citu autoru dati apstiprina kompozitmaterialu porainibas ietekmi uz
antibakterialo laiku. Neatkarigi no antibiotiskas vielas, kura tikusi izmantota
petjuma  (ciprofloksacins, gentamicins, vankomicins), mikroporainie
hidroksiapatiti saturgja vairak antibiotisko vielu neka blivakie hidroksiapatiti.
Antibakterialais laiks pret pétijuma izmantotajam E. coli, S. aureus un
P. aeruginosa baktériju kultiram visos tris antibiotisko vielu gadijumos bija
garaks, ja tika izmantoti mikroporaini hidroksiapatiti, nevis blivakie.
Piesticinamo antibiotisko vielu koncentracija ir atkariga no poru izméra un to
procentuala daudzuma. Palielinot kompozitmateriala porainibu, palielinas
iespgjamais piesiicinato antibiotisko vielu daudzums, bet, samazinot porainibu,
samazinas iesp&amais piesticinato antibiotisko vielu daudzums (Chai et al.,
2007; Schnieders et al., 2011). Ir svarigi atrast optimalo lidzsvaru starp

porainibu un antibiotisko vielu daudzumu, lai biomaterials nodroSinatu
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pietickami ilgstoSas antibakterialas 1pasibas, jo, palielinot porainibas ITmeni,
hidrosiapatitam samazinas mehaniskas izturibas spgjas.

Misu petijuma kompozitmateriali ar gentamicinu saglaba tadu pasu
antibakteriala laika tendenci ka kompozitmateriali, kas piesiicinati ar
ciprofloksacinu. Neatkarigi no ta, kada antibiotiska viela tiek izmantota,
kompozitiem ar poliméru ir ilgakas antibakterialas 1pasibas neka bez poliméra.
HAp/PLLA+genta antibakterialais laiks pret S. epidermidis ir 249,6 + 16,78 h,
bet pret P. aeruginosa — 220,8 + 10,11 h. Savukart CDHAp/PCL+genta
antibakterialais laiks pret S. epidermidis ir 319,2 + 16,19 h, pret P. aeruginosa
— 264 + 16 h. CDHAp/PLLA+genta antibakterialais laiks pret S. epidermidis ir
249,6 £ 16,78 h, pret P. aeruginosa — 218,4 + 17,7 h. Kompozitmaterialiem bez
poliméra — HAp+genta, CDHAp+genta - antibakterialais laiks pret
S. epidermidis ir attiecigi tikai 88,8 + 11,59 h un 67,2 + 10,11, pret
P. aeruginosa attiecigi — 67,2 + 10,11 h un 52,8 + 10,11 h. Sadus
kompozitmaterialus ar antibiotiskajam vielam un poliméru var izmantot
gadijumos, kad pacientiem ar osteomielitu ir vajadziga kaulu aizvietoSanas
operacija un ir janodroSina antibakteriala iedarbiba uz ierosinataju, lai
neattistittos BAI (Ahola et al., 2013). Osteomielita gadijuma lokalai
antibakterialai terapijai ir priekSrocibas, salidzinot ar sistémisku antibakterialo
terapiju, jo kaulaudi ir slikti apasigoti un Iidz ar to jau ta maza antibiotisko
vielu koncentracija iekaisuma perékli nonak vél mazak.

In vitro pétijuma izmeklétas kompozitmaterialu grupas ar antibiotis-
kajam vielam un poliméru uzrada ilgakas antibakterialas Tpasibas, kas
osteomielita gadijuma butu piemérotakas. Lai gan dati ir ieghti in vitro
petijuma, pétijuma apstakli tiek nodrosinati I1dzigi, kadiem tiem butu jabut
in vivo (tuvu cilvéka fiziologiskajiem apstakliem), lidz ar to ieglitos datus var
attiecinat uz realiem apstakliem in vivo.

P&tfjumos, kur pret S. aureus ierosinatam saslim$anam tiek izmantots

gentamicins, redzams, ka hidrosiapatita granulam ar gentamicinu un keratinu
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antibakterialas ipasibas pret S. aureus tick novérotas 2904 h. Ir zinams, ka
keratinam piemit stabiliz§joSa funkcija kompozitmaterialos, kas padara
gentamicina izdali no biomateriala 1énaku (Belcarz et al., 2009).

Petfjuma laika visi kompozitmateriali ar PCL neatkarigi no izmantotas
antibiotiskas vielas vai bakteriju kultiiras uzrada ilgakas antibakterialas pasibas
neka kompozitmateriali ar PLLA. Tas ir skaidrojams ar to, ka PLLA un PCL ir
dazads bionoardiSanas atrums, respektivi, PCL noardas lénak neka PLLA
(Tokiwa et al., 2009). Labvéligos vides apstaklos PLLA degradgjas 1-2 nedélu
laika, bet, ja vides apstakli nav labveligi, biodegradacija var ilgt pat gadu.
Savukart PCL biodegradacija notiek aptuveni 2 gadu laika, bet tas ir atkarigs no
PCL sakotngjas molekularas masas implanta, lidz ar to biodegradacijas laiks
var bt arT 1saks (Armentano et al., 2010; Gunatillake et al., 2003). Pateicoties
savam ilgajam biodegradacijas laikam, PCL tiek plasi izmantots lokalas
antibiotisko vielu izdales sistémas, jo tadgjadi antibakterialas ipaSibas tiek
nodros$inatas ilgak (Woodruff et al., 2009). Lielaks antibiotisko vielu daudzums,
iespgjams, tika izdalits no kompozitmaterialiem ar PLLA pirmajas pétijuma
dienas. Sis daudzums bija pietickams, lai pilniba nomaktu baktériju auganu.
PCL kompozitmaterialu izdalitais antibiotisko vielu daudzums nebija tik liels
ka PLLA kompozitmaterialiem, tacu, tas bija pietickams, lai pilniba nomaktu
bakteriju augSanu pirmajas p&tijjuma dienas.

Vairaki autori bez PLLA un PCL savos pétijumos izmanto ari citus
bionoardosos polimérus, lai panaktu lokdlu un vienmérigu antibiotisko vielu
izdaliSanos. Liela poliméru daudzveidiba un to daudzveidigas ipasibas autoriem
lauj izveleties vajadzigo polimeéru p&c nepiecieSamibas. Piem&ram, PLGA ir
bionoardoss polimérs, ko izmanto kompozitmaterialos, lai izdalttu antibiotisko
vielu — gentamicinu (Schnieders et al., 2006; Liet al., 2011). PLGA ar
gentamicinu 432 h uzrada antibakterialas ipasibas pret S. aureus (McLaren
etal., 2014).
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Pateicoties ciprofloksacina efektivitatei gan pret grampozitivam, gan
gramnegativam bakterijam, tas tiek izmantots daudzos pétijumos, lai
nodro§inatu biomaterialu antibakterialas 1pasibas un samazinatu BAI risku.

In vitro pétijumi liecina, ka ciprofloksacins spgj labi darboties, adsorbéts
uz biomaterialiem. P&tijumos (pieméram, Parwe et al., 2014) ari konstatgts, ka
ar ciprofloksacinu parklatas PLLA nanoskiedras uzrada antibakterialo aktivitati
pret S. aureus jau péc 24 h inkubacijas 37 °C temperatiira, un, lai pret S. aureus
sasniegtu I1dzigu efektivitati, tira ciprofloksacina koncentracijai ir jabut 8 reizes
augstakai neka tad, ja tas ir adsorbéts uz PLLA nanoskiedram. Labakas
antibakterialas Ipasibas pret E. coli ir uzradijusas PLLA nanoskiedras, kas
parklatas ar ciprofloksacinu (Parwe et al., 2014).

Kohlearais implants ar ciprofloksacinu 5 ned€las saglaba antibakterialas
Ipasibas pret S. pneumoniae in vitro apstaklos 23 °C un 37 °C temperatiira.
Savukart in vivo pétijumos ir Kkonstatéts, ka kohlearais implants ar
ciprofloksacinu pasarga zurkas no S. pneumoniae meningita, kas varétu but
ieglits hematogéna cela. Kontamingjot $o implantu ar bakterijam tiesi vidusausi,
meningits attistijas péc garaka inkubacijas perioda (Wei et al., 2006).

Polimerizétas nanosferiskas kontaktlécas ar ciprofloksacinu lidz pat
96 stundam spgj inhib&t S. aureus un P. aeruginosa augsanu (Garhwal et al.,
2012).

Ciklodekstrina kombinacija ar ciprofloksacinu paildzina biomaterialu
antibakterialas Tpasibas pret S. aureus, S. epidermidis un E. coli (Laurent et al.,
2011).

Gentamicina teicamas antibakterialas Ipasibas pret gramnegativajam
baktérijam ir iemesls, kap&c §T antibiotiska viela tiek plasi lietota biomaterialos.

Izmantojot gentamicinu antibakterialo biomateralu izveide, ir svarigi
noteikt ta termostabilitati. Kaula rekonstrukcija izmantojamo biomaterialu, kas
parklats ar gentamicinu, pirms kaulu rekonstrukcijas iesp&jams uzglabat

sasaldéta veida. Saskana ar pétijumu (pieméram, Cora¢a-Huber et al., 2013)
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datiem, gentamicina atbrivoSanas no protézes —20 °C un —80 °C temperatura
bija saméra lidziga. Gentamicina Skidumu paklaujot 50 °C iedarbibai
30 minttes, 77,91% gentamicina tiek degradéts, un tas liecina par zemu
termostabilitati un ierobezo ta izmantoSanu. Gentamicinu plasi lieto
antibakterialo biomaterialu izveid€, jo tam ir plass darbibas spektrs, turklat
cilveéka organisma temperatiira ir optimala gentamicina darbibai (Naveed et al.,
2014).

Ar gentamicinu klats sint€tiskais triices tiklins$ in vitro p&tijjumos uzrada
augstas antibakterialas IpaSibas pret S. aureus, tadgjadi pasargajot pacientu no
iesp&jamas postoperativas infekcijas (Wiegering et al., 2014). Tapat p&tjjumos
konstatéts, ka pec asinsvadu implantu ievietoSanas aptuveni 20% pacientu
attistas ar operaciju saistita infekcija, tacu asinsvadu kolagéna implants, kas
klats ar gentamicinu, p&c operacijas nodrosina pilnigu antibakterialo aktivitati.
Pacientiem, kuriem izmantots implants ar gentamicinu, novérots Tsaks
hospitalizacijas laiks (Costa Almeida et al., 2014).

Izteiktu antibakterialo efektivitati gentamicins uzrada ari ortop&disko
biomaterialu sastava. Ar gentamicinu parklatam kaula cementam ir izteikti
ilgakas antibakterialas 1pasibas pret S. aureus, MRSA, koagulazes negativajiem
stafilokokiem, E. coli, P. aeruginosa un Klebsiella spp. neka cementam, kas
klats ar citam antibiotiskam vielam, piem&ram, vankomicinu, piperacilinu vai
imipenemu (Chang et al., 2013). Pap&za kaula hroniska osteomielita arsté$ana,
izmantojot ar gentamicinu piesticinatu kalcija fosfata cementu, ir sekmiga ari
diabéta slimniekiem (lwakura et al., 2014). Pacientiem, kuriem izmantoja
gentamicina polimetilmetakrilata cementu kaula regeneracijai, novéroja

gentamicina izdaliSanos urina vidgji no 43 1idz 71 dienai (Webb et al., 2013).
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3.2. Tekaisumu citokinu ekspresija in vivo

Pétijuma in vivo sadala tika noteikta iekaisuma citokinu (TNF-o un
IL-10) un antibakterialo peptidu (B-defensins-2) ekspresija apkart€jos audos
péc cCetru nedeélu HAp/PLLA+cipro, HAp/PLLA/+genta, HAp+cipro,
HAp+genta un HAp/PLLA zemadas implantacijas un implanta kontaminacijas
ar S. epidermidis vai P. aeruginosa.

Iekaisuma citokinu produkcija ir organisma atbildes reakcija pret
implanteto biomaterialu vai biomateriala bakterialo kontaminaciju. Palielinata
iekaisuma citokinu daudzuma atrade var kalpot par diagnostisko krit€riju
biomaterialu infekcijas gadijuma (Franz et al., 2011).

HAp/PLLA+cipro, HAp/PLLA/+genta, HAp+cipro un HAp+genta
implantacijas un tai sekojosas bakterialas kontaminacijas (neatkarigi no ta, kada
bakteriju kultiira tika izmantota) apkart€jos audos ap biomaterialu netika
novérotas TNF-q, IL-10 un B-defensina-2 ekspresijas izmainas. Neatkarigi no
ta, vai PLLA bija vai nebija biomateriala, audos netika atrastas izmainas,
salidzinot ar kontroles grupu. Normalais iekaisuma citokinu un antibakterialo
peptidu daudzums liecina par to, ka péc $o kompozitmaterialu implantacijas un
kontaminacijas nav veidojies ickaisuma process, kas saistams ar antibiotisko
vielu izdali no biomateriala un bakt€riju iznicinasanu. Baktériju daudzums, kas
tika izmantots in vivo pétijuma, bija pietickami mazs, lai kompozitmateriali ar
un bez poliméra spétu baktérijas iznicinat pilniba, ko pierada in vitro p&tijuma
sadala.

Pret&ja situacija ir HAp/PLLA implantacijas un bakteriju kontaminacijas
gadfjuma. P&c cetru ned€lu implantacijas apkart€jos audos ekspresgjas
palielinats TNF-a, IL-10 un p-defensina-2 daudzums, kas skaidri liecina par
iekaisuma procesu. Nemot veéra, ka §is kompozitmaterials nav pieslicinats ar
antibiotiskam vielam, izmantotais bakteriju daudzums ir pietieckams, lai

attistitos iekaisuma process.
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Vairaki autori implantu infekciju gadijuma audos ap implantu ir
noverojusi palielinatu IL-10 un TNF-a Iimeni, salidzinot ar implantiem bez
infekcijas (Duarte et al., 2009). Sos rezultatus apstiprina citu autoru p&tijumi,
kuros petiti audi ap dentaliem implantiem iekaisuma gadijuma, salidzinot ar
veseliem audiem ap dentalo implantu (Ata-Ali et al., 2015).

Staphylocuccus spp. ierosinato locitavu implantu infekciju gadijuma
locttavu sominas Skidruma ir atklats paaugstinats TNF-o un B-defensina-2
limenis, ka arT paaugstinats vél cita antibakteriala peptida — B-defensina-3 —
lIimenis (Gollwitzer et al., 2013).

Intensivaka TNF-a, pB-defensina-2 un IL-10 produkcija audos ap
biomaterialu ir novérota péc kompozitmaterialu zemadas implantacijas un
kontaminacijas ar P. aeruginosa vai S. epidermidis (Reinis et al., 2011).
Biomateriali, kas tiku$i izmantoti p&tjjuma, ir bez antibiotiskajam vielam un
kontamingéti ar mazaku baktériju daudzumu neka miisu pétijuma, bet arT Sada
baktériju koncentracija ir pietickama, lai stimulétu ickaisuma citokinu un
antibakterialo peptidu produkciju ap biomateriala audiem.

Neizmainits TNF-a Iimenis, salidzinot ar kontroles grupu, tick noverots
gadijumos, kad lokals vaskulars implants ar vankomicinu tiek kontamingts ar
MRSA. Sads pats implants bez vankomicina, bet kontaminéts ar baktériju

kultiiru, izraisa palielinatu TNF-a produkciju (Gul et al., 2011).
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4, SECINAJUMI

1. Biomaterialiem ar antibiotiskam vielam un ar bionoardo$o polim&ru
parklajumu, piemit izteiktas antibakterialas Tpasibas; antibiotiskas vielas izdalas
pakapeniski un saglabajas ilgak neka biomaterialiem bez bionoardosa poliméra
parklajuma, kuri antibiotiskas vielas izdala Tslaicigi.

2. Visu pétijuma ieklauto biomaterialu (ar un bez poliméru parklajuma)
antibakterialas darbibas laiks pret S. epidermidis ir ilgaks neka tadiem paSiem
biomaterialiem pret P. aeruginosa; konstatéts, izmantojot divas dazadas
antibakterialas testeéSanas metodes.

3. Biomaterialiem ar antibiotiskajam vielam un PCL poliméru
savienojumu antibakterialas IpaSibas ir ilgstoSakas neka tadiem paSiem
biomaterialiem ar PLLA (neatkarigi no antibiotisko vielu veida vai bakteriju
kultiiras).

4. Ar antibiotiskajam vielam un ar poliméru savienotu zemas
porainibas biomaterialu antibakterialais laiks pret S. epidermidis un P.
aeruginosa ir 1saks neka identiskiem biomaterialiem ar lielaku porainibu.

5. lIekaisuma citokinu un antibakterialo peptidu ekspresija audos ap
biomaterialu ar antibiotiskajam vielam, kas kontaminéts ar S. epidermidis un P.
aeruginosa, péc implantacijas neatkarigi no antibiotiskas vielas nemainas.

6. Palielinata ickaisuma citokinu un antibakterialo peptidu izdales
intensitate ir novérojama audos ap kontaminétu, bet antibiotiskas vielas

nesaturoSu biomaterialu.
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