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ANOTACIJA

ST darba mérkis bija izpétit Staphylococcus epidermidis un Pseudomonas aeruginosa
adhézijas un kolonizacijas intensitati uz Latvija originali sintez&tu biomaterialu virsmas in
Vvitro pétijuma, ka ari izvertét So baktériju kolonizacijas intensitati in vivo un izpétit to ietekmi
uz iekaisuma citokinu (II-10, TNF-a) un antimikrobo peptidu (B defensins-2) ekspresiju
audos.

Zinot, ka normalas mikrofloras parstavjiem piemit sp&ja kolonizé organisma
implantétos objektus, izraisot ar implantiem saistitas infekcijas, pé&tijuma gaita bija
nepiecieSams noskaidrot, kuriem biomaterialiem péc to sastava un iegiiSanas tehnologijas ir
mazaka spéja piesaistit bakterijas, [idz ar to — ar1 lielaka praktiskas izmantoSanas perspektiva.

Petijuma tika izmantoti 32 originali ar dazadu kimisko sastavu sintez&ti un pec
atSkirigam tehnologijam iegtiti biomaterialu veidi.

HAp/TiO, un HAp/Ag biomaterialu virsmai baktérijas piesaistijas un to kolonizgja
ievérojami mazak intensivi, Iidz ar to $adus materialus biitu nepiecieSams attistit talak un
rekomendg@t praktiskai pielietosanai. In vivo pétijumos ar stikla keramikas biomaterialiem tika
noteikts, ka, salidzinot ar S. epidermidis, P. aeruginosa biomaterialus kolonizg intensivak.
Savukart pseidomonam ir tendence izraisit 3 defensina-2 produkcijas izsikumu audos, bet
pargjo eksperimenta noteikto citokinu ekspresijas intensitates samazinajumu noveérojam audu

paraugos tikai p&c 3 ménesu ekspozicijas.



ANNOTATION

Aim of this work was to investigate in vitro the adhesion and colonization intensity of
the Staphylococcus epidermidis and Pseudomonas aeruginosa on surfaces of biomaterials
originally synthesized in Latvia, as well as to assess bacterial colonization intensity in vivo,
and to study its effects on expression of inflammatory cytokines (IL-10, TNF-a) and
antimicrobial peptides (beta-defensin-2) in tissues.

The normal microflora representatives have the ability to colonize the implanted objects
which can cause implant-related infections; therefore during the research it was necessary to
clarify biomaterials according to their chemical composition, manufacturing, and with ability
to resist bacteria. Considering these features the most prospective biomaterials were chosen.

In this study we used 32 originally synthesized biomaterials with different chemical
compositions and different types of manufacturing.

In vitro research showed that bacterial adhesion and colonization of HAp/TiO, and
HAp/Ag containing biomaterials was much less intense. Therefore these biomaterials were
recommended for further development and practical application.

The in vivo study discovered that ceramic biomaterials were colonized more intensely
by P. aeruginosa than by S. epidermidis. Studies also showed that Pseudomonas tend to cause
the depletion of B-defensin-2 production in the tissue, while after 3 months of exposure the
expression of all cytokines was decreased in tissue samples only.



IZMANTOTIE SAISINAJUMI

ATCC — Amerikas tirkulttru kolekcija

BCP — bifaziskais kalcija fosfats

EPS — ekstracelulara poliméra substance
HAp — hidroksiapatits

| — interleikins

KvV — koloniju veidojosas vienibas

MHC — galvenais audu saderibas komplekss
P. acnes — Propionibacterium acnes

PGE — prostaglandins

PIA — polisaharidu intracelularie adhezini
P. aeruginosa  — Pseudomonas aeruginosa

PSA — kapsularie polisaharidu adhezini

S. epidermidis  — Staphylococcus epidermidis

SEM — skengjosa elektronmikroskopija
TSA — triptikazes sojas agars

TCP — trikalcijfosfats

Th — T lidz&tajstnas subpopulacija (angl. T helper)
TiO, — titana dioksids

TNF — tumora nekrozes faktors

TSB — triptikazes sojas buljons
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1. IEVADS

Pédgjos gados Latvija praktiskaja medicina bojatu kaulaudu regeneracijai (Bérzina-
Cimdina et al., 2011; Pavlova et al., 2011; Salms et al., 2002) aizvien plasak sak izmantot
originali sintez&tu biokeramiku, kas satur hidroksiapatitu un bioaktivos stiklus uz silikatu
bazes. Hidroksiapatits ka galvenais dabiga kaula minerals veido tieSu saiti ar audiem, bez
fibrozas kapsulas starpslana, un tas mazak piesaista mikroorganismus. Tomé&r hav
apmierinosa hidroksiapatita Iéna biodegradacija un maza bioaktivitate, tade] turpinas citu —
biologiski aktivaku — materialu mekléSana un sintéze, modificjot apatita struktiiru vai
pilnveidojot bioaktivo stiklu materialus (Pavlova et al., 2011; Hench et al., 1997).

Misdienas jaunu vielu radiSanai izmanto ari dazadu materialu kombinéSanu, veidojot
kompozitmaterialus. Ta sauc saliktus materialus, kas sastav no diviem vai vairakiem
komponentiem vai fazém, kas p&c 1pasibam ir loti atSkirigas, savstarp&ji neskistosas vai maz
SkistoSas un atdalitas ar labi izteiktu robezvirsmu. Kompozitu pielietojums medicina ir relativi
jauns atklajums, daudzi no Siem materialiem vél atrodas izpétes stadija. Tacu jau tagad to
izmantoSana implantu un medicinas iericu, piem&ram, katetru, izgatavoSana ir daudz plasaka,
ja salidzina ar vienkar$iem, homogéniem materialiem. Saja gadijuma svarigi ievérot, lai katrs
komponents un biomaterials kopuma bitu biosaderigs un lai tas mijiedarbotos ar cilvéka
organisma audiem (Salms et al., 2011). Tadu ar mikroorganismiem kontamingtiem
implantiem ir aprakstitas blakusparadibas. Ta ir bitiska probléma, jo veicina biopléves jeb
biofilmas veidosanos. Lidz ar to tikpat svarigi, ka pétit biofilmas un biosaderibu, ir pétit ari
mikrobu adh&ziju un kolonizaciju, ka arT ar tiem saistito implantu infekcijas risku (Sharma,
2014; Hidron, 2008; James et al., 2001).

Saskana ar vairakiem pétijumiem (Sharma, 2014 un Trampuz, 2008) svarigi ir noteikt
baktériju adh&zijas un kolonizacijas intensitati In vitro un in vivo. Implantacija
izmantojamiem biomaterialiem piemit reaktogenitate — sp&ja izraisit dazadas intensitates
makroorganisma atbildes reakciju (Crnyyxuii JI., Bempa A., 2001). Pati atbildes reakcija pec
kvalitativam pazim@m vienmer ir vienada — iekaisums un sveSkermena ierobezoSana ar
saistaudu kapsulu, ja nav iesp€jams to degradét vai izstumt lauka (Cayyxuu JI., Bempa .,
2001). Reaktogenitati var ietekmé&t daudzi faktori, piem&ram, biomateriala struktiira,
makroorganisma pasibas, ka arT “treSais” speks — mikroorganismi.

Pédéjo desmit gadu laika plasi izmanto metalisko implantu parklasanu ar bioaktivo
HAp/TiO; slani, lai uzlabotu fiksaciju starp dzivo kaulu un implantu, lai nodro$inatu jaunu
kaulu Stinu veidoSanos, ka arT lai noveérstu metala koroziju. Visbiezak parklati tiek titana (T1)

un titana sakaus€juma implanti, kas ir bioinerti materiali (Pavlova et al., 2011; Harle et al.,



2006; Xiao et al., 2006; Heiman et al., 2004). HAp/TiO, kompozitkeramikas parklajumam ir
liclaka sasaistes stipriba ar metalu, salidzinot ar HAp bez piemaisijumiem. Palielinot TiO,
daudzumu kompozita, palielinas ari stipriba (Kim et al., 2005), turklat TiO, piedeva var
samazinat baktériju saistiSanos pie biomateriala (Pavlova et al., 2011), tad¢jadi samazinot ari
iesp€jamo implanta kontaminacijas risku. Tomér infekcijas risks ap TiO, saturoSu implantu
joprojam ir aktuala probléma medicina (Renz et al., 2015; Zhou et al., 2009).

Biomaterialu parbaudi reglamentg vairaki 1ISO standarti (1ISO-10993-1-14), bet tajos nav
akcentétas mikrobiologiskas testéSanas metodes wun virzieni, lai gan daudziem
mikroorganismiem, biezi normalas floras parstavjiem, piemit afinitate pret organisma
implantétiem maksligiem objektiem. Ka piem&rus var minét adas mikrofloras stafilokokus,
piem&ram, Staphylococcus epidermidis (Renz et al., 2015; Trampuz et al., 2005; James et al.,
2001), slimnicas vidé izplatito Pseudomonas aeruginosa (Renz et al., 2015; Trampuz et al.,
2005) u.c. baktérijas. Lidz ar to $is baktérijas ir vienas no nozimigakajiem ar implantiem un
biomaterialiem saistito infekciju ierosinatajiem. So baktériju sp&ja veidot biofilmu, kas
koloniju pasargatu no organisma nespecifiskas rezistences mehanismiem, ka ari dazadie
rezistences mehanismi pret antibiotiskajam vielam var vél vairak apgrutinat infekcijas
arstesanu.
kontaminacijas celi:

1. TieSa implantata kontaminacija (Gregory et al., 2015; Trampuz et al., 2005;
Yuehuei, Friedman, 2000), kas ir visbieZzakais cels. Bakterijas noklist uz
biomateriala virsmas kirurgiskas operacijas laika un to kolonizé. Bakteriala
piesarnojuma avots var€tu biit pacienta adas vai glotadu mikroflora, gaisa,
medicinas personala mikroflora utt.

2. Implantata kontaminacija baktériju hematogénas vai limfogénas diseminacijas cela
(Gregory et al., 2015; Trampuz et al., 2005; Yuehuei, Friedman, 2000) no
bakterialas kontaminacijas avota — adas un glotadas mikrofloras un pereklveida
infekcijas.

Lai gan tiek izmantotas efektivas aseptikas un antiseptikas metodes, mikroorganismu
sp€ja kontamin&t un koloniz&t implant€to biomaterialu vai katetru, maksligo varstuli, locitavu
u.c. joprojam ir aktuala un ta ir hospitalo infekciju attistibas riska faktors (Gregory et al.,
2015; Hetrick et al., 2006).

Tapéc arvien aktualaki klust petijumi, kuros tiek izvertéta adhézijas un kolonizacijas
intensitate uz biomaterialiem, lai palidz&tu izprast infekcijas procesa ietekmi uz iekaisuma

reakciju audos ap implantéto biomaterialu.



1.1. Darba meérkis

Darba meérkis ir pétit mikroorganismu adh@zijas un kolonizacijas intensitati uz
10 originali sintezétiem biomaterialiem un tas ietekmi uz iekaisuma reakciju in vivo un

citokinu produkciju audos.

1.2. Darba uzdevumi

1. Noteikt Staphylococcus epidermidis un Pseudomonas aeruginosa adhézijas intenstitati
uz 10 originali sintez&tu biomaterialu virsmas in vitro pétijuma.

2. Noteikt Staphylococcus epidermidis un Pseudomonas aeruginosa kolonizacijas
intenstitati uz 10 originali sintez&tu biomaterialu virsmas in vitro p&tijjuma.

3. Noteikt Staphylococcus epidermidis un Pseudomonas aeruginosa kolonizaciju uz 10
originali sintez&tu biomaterialu virsmas in vivo pétijuma.

4. lIzvertét iekaisuma citokinu ekspresiju audos péc kontaminétu biomaterialu

implant&Sanas in vivo pétijuma.

1.3. Darba hipotézes

1. Biomateriala virsmas TpaSibas, izgatavoSanas tehnologija un kimiskais satavs var
biitiski ietekmét mikroorganismu adh€zijas un kolonizacijas spgjas.
2. Mikroorganismu kolonizacija uz biomateriala ietekmé ta reaktogenitates elementu —

iekaisuma citokinu — ekspresiju.

1.4. Darba novitate

Darba tika pétiti 32 dazadi, originali sintez&ti biomateriali ar atskirigu virsmas struktiiru,
29 no tiem tika izmantoti in vitro testéSana, bet 3 — in vitro un in vivo testé$ana. Izpétita So
biomaterialu spgja piesaistit bakterijas, ka arT bakterialas kolonizacijas intensitate un tas
ietekme uz iekaisuma mediatoru ekspresiju audos. Virsmas Tpasibas tika mérktiecigi mainitas,
lai samazinatu baktériju adh€zijas un kolonizacijas intensitati un bakteriju kolonizacijas
ietekmi uz iekaisuma mediatoru ekspresiju audos. In vivo pétijumu veikSanai tika sanemta
Partikas un veterinara dienesta izm&ginajuma projekta atlauja Nr. 24 dzivnieka izmantoSanai

procediira.

10



Pirmo reizi Latvija pétamo baktériju atdaliSanai no biomateriala parauga tika ieviesta
sonikacijas metode, kas jau daudzus gadus ir populara Rietumeiropa. Pirmo reizi Latvija
uzsakti pétijumi, lai noskaidrotu, ka mikroorganismi varétu ietekmét citokinu ekspresiju

audos ap implanteto biomateriala paraugu, kas bijis kontamin€ts ar mikroorganismiem.

1.5. Personigais ieguldijums

Autors pats ir veicis visus in vitro un in vivo pétijumus: kontaming&jis biomaterialu
paraugus un praktiski veicis baktériju adh&zijas un kolonizacijas bakteriologiskos
izmekl&jumus (1700 analizes); asist&jis laboratorijas dzivnieku kirurgiskajas operacijas;
asist€jis iminhistokimisko preparatu pagatavoSanas procesa, personigi veicis to
mikroskopisko analizi iekaisuma citokinu ekspresijas noteikSanai (162 mikroskopisko

preparatu analizes).

11



2.1. Biomateriali un ar tiem saistitais hospitalas infekcijas risks

2. LITERATURAS APSKATS

2.1.1. Etiologiskie agenti un patogenéze

Biomaterialus praktiskaja medicina izmanto Joti plasi: maksligo locitavu, kaulaudu

aizvietoSanai, zobu implantiem, maksligajiem sirds varstuliem u.c. Piem&ram, maksligo

locitavu protezéSana musdienas kliist aizvien aktualaka, jo sabiedriba noveco. Tiek uzskatits,

ka turpmakajos 20 gados ta klus vél aktualaka (Kurtz et al., 2007). Protézu infekcija nav loti

izplatita (1-3% gadijumu), tomér to komplikacijas var biit smagas (Ong et al., 2009;

Kurtz et al., 2007). Biezak ar implantétam iericém saistitas infekcijas veidojas, ja tiek lietoti

katetri, liizumu fiksacijas ierices, zobu implanti un maksligas locitavas (Darouiche et al.,

2001)
(2.1. tabula).

2.1. tabula

Biezakas ar implantétam iericém saistitas infekcijas un iespéjamais
mirstibas risks (adaptéta no Darouiche RO. CID 2001;33:1567)

Terice Pielietojumu skaits Infekcijas biezums, | lesp&jamais mirstibas

gada laika ASV, n % risks

Urinpiis]a katetri > 30 000 000 10-30 zems

Centralie venozie 5 000 000 3-8 vidgjs

katetri

Lozumus —fiksgjosas 2 000 000 5-10 zems

1erices

Zobu implanti 1 000 000 5-10 zems

Locitavu protézes 600 000 1-3 zems

Asinsvadu implanti 450 000 15 vidgjs

Sirdsdarbibas 300 000 17 vidgjs

stimulatori

Krii$u implanti 130 000 1-2 zems

Maksligie sirds 85 000 1-3 augsts

varstuli

Dzimumloceklu 15 000 1-3 zems

implanti

Ir zinami divi galvenie celi, ka implant&tie objekti kliist par bakteriju merki:

1) implanta tieSa kontaminacija ar baktérijam kirurgiskas procediiras laika. Baktérijas

noklist uz biomateriala virsmas Kkirurgiskas operacijas laika un to kolonizg.

Bakteriala piesarpojuma avots varétu bt pacienta adas vai glotadas mikroflora,

gaisa, medicinas personala mikroflora utt. (Zimmerli, Trampuz, Ochsner, 2004);

12



2) baktérijas nok]aSana Iidz implantam hematogénas diseminacijas cela, izraisot
velinu implantu infekciju. Bakterialas kontaminacijas avots — adas un glotadas
mikroflora, ka art fokalie infekcijas perékli (Zimmerli, Trampuz, Ochsner, 2004).

Péc mikroorganisma piesaistiSanas implantétajam biomaterialam taja notiek
fenotipiskas izmainas un baktérija no planktoniskas (brivi eksist&joSas) fazes klust par pie
virsmas saistito fazi. Pie implantéta biomateriala virsmas piesaistitas bakterijas sak sekretét
ekstracelularas glotas, kas klajas aizvien biezaka slani un veido matriksu — glikokaliksu.
Bakteérijam savairojoties, glikokalikss satur kopa baktériju koloniju uz implanta, veidojot
biofilmu (Costerton, 1999).

No biofilmu veidojoSiem ierosinatajiem ka nozimigakie jamin stafilokoki — gan
koagulazes pozitivie Staphylococcus aureus, gan koagulazes negativie stafilokoki, piem&ram,
S. epidermidis. Stafilokoki ka etiologiskie agenti ierosina apméram 25% gadijumu no visam
implantu infekcijam. Gramnegativie mikroorganismi, pieméram, Pseudomonas aeruginosa, ir
otrs ar biomaterialiem saistitajam infekcijam nozimigakais etiologiskais agents (Peel et al.,
2012). Ir pieradita arT daudzu citu mikroorganismu, pieméram, enterokoku, streptokoku un
patogéno sénu, loma implantu infekciju ierosinasana. Savukart Propionibacterium acnes ir
adas rezidentas mikrofloras parstavis, un 40% gadijumu tas tiek saistits ar pleca locitavas
protézes infekciju (Piper et al., 2009; Zeller et al., 2007).

Tatad ar biofilmu parklata mikroorganismu kolonija, atrodoties uz biomateriala, var
ierosinat ar implantiem saistito infekciju, kuras patogenézes izpratnei tiek piedavata Sada
klasifikacija (Trampuz, 2008; Zimmerli, 2005; Murdoch, 2001):

1) agrina infekcija, kas veidojas pirmo 3 ménesu laika péc implantacijas — parasti tiek
ieglita implantéSanas procediiras laika vai pirmo 2—4 dienu laika. To ierosina tadi
virulenti mikroorganismi ka S. aureus un vairakas gramnegativas nijinas;

2) aizkavgjusies (subakita, novélota) zemas intensitates infekcija, kas arT iegita implan-
teSanas procediiras laika, bet to ierosina mikroorganismi ar zemu virulenci, adas
mikrofloras parstavji, pieméram, koagulazes negativie stafilokoki (S. epidermidis) un
Propionibacterium acnes. Infekcija attistas vidgji 1eni, 3-24 ménesu laika;

3) velina infekcija, kas veidojusies hematogeénas vai limfogénas diseminacijas rezultata,
var attistities vairaku gadu laika. Pacientam nav stidzibu, kas saistitas ar implantu, bet

attistas bakteriemija un pat sepse.
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2.1.2. Diagnostikas metodes

Ar biomaterialiem saistito infekciju noteikSana ir griiti izveleties pilniba idealu
diagnostikas metodi ar augstu specifitati un jutibu. Lidz ar to zinatnieki iesaka kombinét
laboratoriskos, histopatologiskos, mikrobiologiskos un attélveidoSanas izmekl&umus
(Trampuz et al., 2013, 2007, 2003). Vislabakais variants, protams, biitu diagnosticét un lidz ar
to arT izslégt infekciju pirms implantacijas operacijas veiksanas, jo, zinot konkréto patogéno
agentu, iesp&jams sakt vispareizako preoperativo antibakterialo terapiju un izplanot pareizu
operacijas vadibu.

Mikrobiologiska izmekléSana ietver sevi $adus diagnostiskos virzienus (Trampuz et al.,
2013, 2010, 2007, 2003):

1. Preoperativa parauga izmekleéSana — Saja gadijjuma ka uzs€jums var€tu kalpot
materials, kas panemts no adas apkart operacijas briicei, bet ir janem véra, ka uzs€jums var
uzradit maldinos$us rezultatus, jo pastav risks, ka parsvara gadijumu tiks izaudz&ta adas
normala mikroflora.

2. Intraoperativa parauga izmekléSana — to uzskata par visefektivako, jo paraugos, kas
nemti no audiem, kuri aptvers implantu, visprecizak var noteikt potencialo, ar implantiem
saistito infekciju ierosinataju (Pandey et al., 2000; Spangehl et al., 1999; Atkins et al., 1998).
Sakara ar to, ka uztriepju mikroskopija ir orientgjosa metode ar zemu diagnostisko jutibu,
iesaka panemt vismaz 3 paraugus (Trampuz et al., 2013, 2010, 2007, 2003; Atkins et al.,
1998). Gadijuma, ja pirms operacijas ir bijusi ilgstosa terapija ar antibiotiskajiem lidzekliem,
ir ieteicams to partraukt vismaz divas ned€las pirms parauga panemsanas (Trampuz et al.,
2013, 2010, 2007, 2003; Spangehl et al., 1999). Savukart, ja nepiecieSama perioperativa
profilakse, to vargtu uzsakt tikai péc tam, kad ir savakti paraugi mikrobiologiskajam
uzs€jumam (Widmer, 2001).

3. Iznemta implanta vai ta dalu parauga izmeklé$ana — izmeklé$anas ieguvums ir tas, ka
paraugs tiek papemts tieSi no infekcijas procesa vietas. Tomeér tas neizsléedz parauga
kontaminacijas risku. Ka metode, kas var paaugstinat izmekl€Sanas jutibu, tiek ieteikta
sonikacija. Sonikacija palidz atdalit mikroorganismus no eksplantétas ierices vai implanta
virsmas, kam seko vai nu tieSa molekulara izmeklésana (Levy, Fenollar, 2012), vai ari
parauga kultivésana, lai iegtitu un identificétu tirkultaru (Trampuz, 2010; Tunney et al., 1999;
Narumi Ueda 2013; Dapnut 2014). (3. attels)

Kapéc sonikacija?

Implantu infekcijas gadijuma mikrobiologiskaja diagnostika iesaka izmantot sonikacijas

metodi (jutiba ~ 80%), jo ta vislabak iesp&jams no biomateriala parauga atdalit biofilmu, lai
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péc tam varétu kvantitativi noteikt parauga eso$os mikroorganismus (Trampuz, Piper, 2007).
Pétnieki liecina, ka ar sonikacijas metodi var izdalit arT tadus vid€ un pret barotném prasigus
mikroorganismus ka P. acnes (Schafer P et al., 2008).

Vibracijas frekvenci, kas parsniedz 18 kHz (18 000 vibracijas sekundg€), sauc par
ultraskanu. Vibraciju rezultata Skidra vidé veidojas miljoniem vakuuma burbulu. Augst-
spiediena fazé tie uzspragst, izveidojot loti efektivu spiediena vilni. So procesu sauc par
kavitaciju, kuras efektu var izmantot dazadu dalinu atdali$anai no objektu virsmas. Zemakas
frekvences (apméram 20 kHz) tiek lietotas Stinu sagrausanai, jo tiek veidoti lielaka diametra
burbuli ar spécigaka spiediena vilnpiem neka augstakas frekvences (apm. 35 kHz) vilpu
gadijuma, kas tiek izmantoti, lai tikai atdalitu SGnas vai citu organismu piesarnpojumu no
virsmas.

Ieprieck§ minéta sonikacijas tehnologija tiek izmantota, pieméram, BactoSonic®
sonikatora, ko kompanija piedava, lai no implantiem atdalitu biofilma saistitas bakterijas
(efektivitate 99,9%), lai talak tas identificétu ar kultivéSanas vai citam diagnostikas metodém

(http://monmouthscientific.co.uk/ultrasonic-baths; 2.1., 2.2. un 2.3. attéls).

2.1. attels. Eksplantétu biomaterialu mikrobiologiskajai izmekleSanai paredzétais
BactoSonic® sonikators (augsa) un autora izmantotais (apaksa)
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2.2. attels. BactoSonic® sonikatora efektivitate
(P&c sonifikacijas 99,9% no biofilma esosajiem mikroorganismiem ir atdaliti
no biomateriala virsmas)

Molekularas

. ) Kultivesana tirkultiiras
diagnostikas metodes

izdaliSanai un identificéSanai

Sonikacija ~ 1 min.

g Vorteksésana pie
‘\ maksimaliem apgriezieniem

~1 min.

Transportésanas apstakli: t°, ilgums u.c.

Eksplantgtais paraugs
un transporta vide

2.3. attels. Eksplantéto biomaterialu mikrobiologiskas izmekléSanas shema
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Lai gan plasi tick izmantotas aseptikas un antiseptikas metodes, mikroorganismu spé&ja
kontaminét un kolonizét implantéto biomaterialu vai kadu ierici joprojam ir aktuala probléma
un hospitalo infekciju attistibas riska faktors (Hetrick, Schoenfisch, 2006). Tapéc likum-
sakarigi klust pétijumi, lai noteiktu vienu no bitiskakajam biomaterialu ipasibam — to

mikrobialo kontaminacijas risku.
2.2. Biokeramikas un bioaktiva stikla biomaterialu veidi un izmanto$ana

Bioaktiva stikla materialu izstrade 20. gs. 60. gados bija atklajums un iedvesmoja
jaunam un lidz $im neizmantotam iesp&jam medicina. Sakotngji bioaktiva stikla materiali tika
raditi, lai aizstatu kaulaudus. Vélak atklajas to terapeitiskas ipasibas, jo materiali izdalija Ca®",
Na*, Zn2+, Sr2+, PO3* jonus cilvéka organisma, kas uzlaboja dziSanas procesu. Misdienas var
izveidot Ag® parklajumus uz bioaktiva stikla, lai pieskirtu biomateridlam antibakterialas
ipasibas (Wern et al., 2012).

Bioaktivie stikli ir daudzu pé&tijumu objekts, tapéc ir labi dokumentétas to ipasibas.
Pieméram, 45S5 bioaktivajam stiklam piemit tadas ipasibas ka biologiska aktivitate,
degradacijas spg&ja, osteokonduktivitate un kaulu sadziedéSanas sp&ja. Bioaktivajam stiklam
45S5 mijiedarbojoties ar fosfata skidumu, kas ir 1idzigs kermena skidrumiem, uz ta izveidojas
hidroaksiapatitam Iidziga kartina, kas nosaka ta biologisko aktivitati un kaula sadziedésanas
sp&jas. Tomér pétnieki apgalvo, ka 45S5 bioaktivais stikls parveidojas par hidroksiapatitu 1&ni
un nepilnigi (Fu et al., 2012; Rahaman et al., 2011).

Bioaktivais stikls tiek izmantots ortop&dija gan ka kaulu aizstajéjs, gan ka parklajums uz
metala protézém, lai veicinatu osteoindukciju, gan ari ka stikla / keramikas pamatne, kas
atvieglo stinu augSanu un proliferaciju péc implantésanas (Ochoa et al., 2009). Bioaktivais
stikls Si02-CaO-P205 parada labas osteokonduktivas un osteoinduktivas ipasibas. Tas var
but veidots kompozitmaterials ar izteikti Ipatn&u un specifisku virsmu, lai batu
biodegradéjami (Valerio et al., 2005).

Veidojot medicina izmantojamus implantus, ierices un materialus, ir svarigi padomat
par biomaterialiem vai biomaterialu parklajumiem, kuri var reducét piesaistijusos baktériju
daudzumu uz biomaterialiem, lai samazinatu ar biofilmam saistitas infekcijas risku. Kirurgija
lietotie diegi ir bieZzs iemesls baktériju kolonizacijai un infekcijas ierosinasanai, tapéc ir
svarigi arl kirurgiskos diegus izveidot “drosakus”. Lidzsingjos pétijumos saistiba ar
kirurgiskajiem diegiem tiek izmantotas deponétas sudraba dalinas ar bioaktivo stikla pulveri.

Sudrabam piemit labas antibakterialas ipaSibas, turklat tas ir gandriz nekaitigs cilvéka un
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dzivnieka audiem. Bioaktiva stikla parklajums ar deponétam sudraba dalinam parada daudz
labakas antibakterialas Tpasibas salidzinajuma ar citiem parklajumiem (Pratten et al., 2004).

Biokeramikai, pieméram, bioaktivajam stiklam un Kkalcija fosfatam, piemit
osteokonduktivas ipasibas, tad&jadi ta var efektivi paatrinat kaulu audu sadzisanu. Bioaktiva
stikla biomaterialu var izmantot, lai izveidotu bioaktivu materialu ar labam uzsitkSanas un
biodegradacijas sp&jam, pieméram, izmantojot poli-L-pienskabes (PLLA) un bioaktivo stiklu
(Zhou et al., 2007).

2.3. Hidroksiapatitu un trikalcija fosfatu biomateriala veidi un izmantojums

Hidroksiapatits (HAp) un bifaziska kalcija fosfata (BCP) biomateriali tiek plasi
izmantoti ka kaulu implanti to porainibas un osteokonduktivo 1pasibu dél. BCP, kur§ sastav
no HAp un B-TCP, parada labakas kaulu aizvietojosa implanta ipasibas neka HAp, jo B-TCP
komponents ir vairak $kisto§s un taja ir vairak Ca’* un PO jonu neka HAp biomaterialos
(Kinnari et al., 2009).

HAp biezi tiek izmantots titana (Ti) biomaterialu parklajumos. Tie var biit vienkarsi
HAp parklajumi vai HAp parklajumi kombinacija ar citam vielam, visbiezak §is vielas ir ar
antibakterialam ipasibam. Viena no $adam vielam ir sudrabs (Ag), kuram piemit plass
antibakterialo ipasibu spektrs un kas jau sen tiek izmantots bracu dzisana. Tomér Ag
izmantoSana biomaterialu izraisitu infekciju novér$ana tadas jomas ka zobu protezé$ana un
ortop&dija ir maz pétita. (Chen et al., 2007).

Kops$ pagajusa gadsimta devindesmitajiem gadiem notiek aktiva fosfatu biomaterialu
biosaderibas un bioaktivitates izp€te, lai izveidotu biomaterialu, kuru var€tu plasi izmantot un
kur§ varétu noveérst ar biomaterialiem saistitas infekcijas. Vieni no plasak izmantotajiem
biomaterialiem ir HAp un TCP. Ir zinams, ka TCP savas divas sastopamajas formas (a-TCP
vai B-TCP) fiziologiska pH videé skist vairak neka HAp. Tapéc, kad v€lama strauja kaulu
remodelacija, labak ir izmantot bifazisku kalcija fosfatu (BCP). Tiek izmantoti dazada veida
keramiskie materiali, kuri sastav no HAp, B-TCP vai BCP. To sastava ir 60 vai 70% HAp un
30 vai 40% B-TCP. Sadas kombinacijas ir vienas no popularakajam, ko izmanto kliniskam
vajadzibam (Santos et al., 2008).

Kalcija fosfats un ta atvasinajumi, tadi ka HAp ar kimisko formulu (Ca5(PO4)30H), ir
biosaderigi un bioaktivi materiali. HAp pirmo reizi tika lietots 1985. gada, kad Osborns
(Capello, 2007; Osborn, 1985) kliniskajos pétijumos novéroja, ka HAp 10 dienas péc

implanta operacijas piemit labaka osteointegracija. Kop$ ta laika HAp mijiedarbiba ar
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kaulaudiem tiek plasi pétita in vivo pétijumos, izmantojot dazadus dzivniekus (Yang et al.,
2005).

HAp (Cal0(PO4)6(OH)2) ir galvenais zobu un kaulu mineralu komponents. Tas tiek
plasi lietots medicina granulu un porainu pamatpu veida kaulu aizstaSana, jo ir lidzigs
dabiskai kaulu struktiirai, nav toksisks, ir osteokonduktivs, biosaderigs, bioaktivs un neizsauc
imiino atbildes reakciju. Sis Tpasibas ir atkarigas no HAp tiribas pakapes, dimensijas un poru
morfologijas. HAp piemit daudzas priekSrocibas attieciba pret citiem biomaterialiem,
pieméram, tas samazina baktériju un séniSu adhézijas spéjas, tapéc biezi vien HAp tiek
izmantots parklajumiem, pieméram, metaliskiem biomaterialiem (Belcarz et al., 2008).

HAp/TiO; ir viens no parklajumu veidiem, ko var izmantot biomaterialu, visbiezak Ti,
parklajumam. Sads parklajums vajadzigs, lai uzlabotu Ti biosaderibu ar apkart&jiem audiem
(Lee et al., 2006).

Biomateriala izvéle un pielietojums biezi ie pamatots ar ta saderibu ar S$tnam
(citosaderiba) un saderibu ar audiem, organismu kopuma (biosaderibu). Piem&ram, nazalas
septas operacijam biezak izvélas BCP vai HAp, jo Sie biomateriali parada labaku biosaderibu
ar nazalo elpcelu epitéliju un citiem audiem (Gabory et al., 2010).

Ti implantu parklasanai var izmantot ne tikai HAp, bet, lai uzlabotu to implantu
saderibu ar audiem, Sos biomaterialus biezi parklaj ar kalcija fosfata parklajumu.

TCP kimiska formula ir Caz(POy)2, un to raksturo ar Ca/P attiecibu 1,5. TCP pastav
divos veidos: B-TCP zemas temperattiras ir polimorfa viela, kas savukart augsta temperatiira,
11258 °C, parveidojas a-TCP forma, jo ta ir nestabila tident, kur 3-TCP nevar iegiit. Tomer to
var iegut, termiski apstradajot bez kalcija HAp virs 700 °C. HAp sauc par bezkalcija HAp,
kad Ca/P molara attieciba ir zemaka par 1,67 (Narayanan et al., 2007).

2.4. Titana oksidu (TiO,) saturo$o biomaterialu veidi un to izmantojums

Lai arT titans un titana sakaus€jumi ir galvenie un noteicoSie biomateriali, kurus izmanto
medicina, jo tiem ir labas biosaderibas un mehaniskas pasSibas, tomer pastav saméra augsts
infekcijas risks audos ap $iem implantétajiem biomaterialiem. Sis infekcijas vienmér ir grati
arst€jamas, Un nereti nepiecieSama implanta nomaina. Tapéc ir svarigi atrast un sintezét tadus
parklajumus, kas var noverst vai samazinat biomaterialu izraisitu infekciju risku
(Zhao L et al., 2009).

Titana implanti un to sakaus€jumi tiek plasi lietoti ka kirurgiskie implanti ortop&dija un
zobarstnieciba, jo tiem raksturiga mehaniska izturiba un bioafinitate. Lai uzlabotu

Ti implantu osteointegraciju, implantu virsma tiek parklata ar bioaktiviem parklajumiem.
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Titana oksids (TiOy) ir izraisijis lielu interesi ka parklajums Ti implantiem.
Ti biosaderiba ir saistama ar to, ka mitros apstak]os viegli veidojas vairakus nanometrus plana
TiO; karta. Lai TiO; slanis efektivi kalpotu cilvéka kermena Skidrumu klatbiitng, TiO; slanim
jabut pictickami biezam, lai novérstu koroziju uz Ti virsmas. Tapéc tiek izmantotas vairakas
atSkirigas metodes, lai izveidotu TiO, slani uz Ti biomateriala virsmas (Lee et al., 2006).

Viens no veidiem, ka ietekmét metala biomaterialu implantu vaditsp&ju, ir parklat
implanta virsmu ar parklajumu. Parklajumi no titana, skabekla un slapekla var mainit
biomaterialu ipasibas ta, ka tie ieglist nepiecieSamas ipasibas, kas lauj tiem pildit paredzétas
funkcijas. Sadi parklajumi ir izplatiti saules apkures sistémas, jo tie efektivi absorbé saules
energiju. Pieméram, TINOX parklajums samazina ari bakteriju adh@zijas sp€jas uz
biomateriala virsmas, Iidz ar to samazina biomateriala infekcijas attistibas risku
(Koerner et al., 2002).

Titana nitrita (TiN) parklajumu bieZi izmanto titana biomateriala modifikacijai. Sim
parklajumam nepiemit alergiskas TpaSibas, un tas palielina metalisko biomaterialu implantu
biologisko saderibu un nodilumizturibu, bet neuzlabo vajas antibakterialas ipasibas. So
trikumu var mazinat, par TiN uzklajot keramikas nanoparklajumu (Belcarz et al., 2010).
Viens no veidiem, ka Ti virsma tiek parveidota, lai vienlaikus uzlabotu kaulu §tnu saderibu ar
biomaterialu un antibakterialo aktivitati, ir anodizéSana natrija fluorida un sérskabes skiduma,
lai uzlabotu biomateriala virsmas biosaderibu. Lai ieglitu biomaterialam nepiecieSamas
antibakterialas Ipasibas, vélak tika elektroizgulsnétas sudraba dalinas uz virsmas. Sadi
apstradatam Ti biomaterialam piemit lielakas antibakterialas ipaSibas salidzinajuma ar
parastiem Ti biomaterialiem (Das et al., 2008).

Ortopédisko protézu infekcija ir nevélama un samazina implanta kalpoSanas laiku.
Samazinot plasa spektra bakteriju adh@ziju uz biomaterialiem, ir iesp&jams samazinat
biomaterialu izraisitas infekcijas, tadgjadi sekméjot biomateriala integraciju cilvéka audos. Ti
dalinu nanometriskie topografiskie izmé&ri Uz biomateriala virsmas uzlabo selektivu
olbaltumvielu adsorbciju un vé&lak osteoblastu funkcijas, ka ari samazina baktériju adhézijas
sp&jas (Puckett et al., 2010).
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2.5. Dazadu bakteriju adhezijas un kolonizacijas mehanismi
uz biomaterialu virsmas in vitro un in vivo modelos

2.5.1. S. epidermidis adhézijas un kolonizacijas mehanismi

Staphylococcus epidermidis ir koagulazes negativi stafilokoki, kuri ir vieni no
biezakajiem nozokomialo infekciju izraisitajiem, un ipa$i to infekciju, kuras ir saistitas ar
implantétam medicinas iericem. No koagulazes negativajiem stafilokokiem S. epidermidis ir
viens no biezak izolétajiem mikroorganismiem, kas izraisa nozokomialo infekciju un ar
biomaterialiem saistito infekciju attistibu. Pirms daudziem gadiem koagulazes negativie
stafilokoki tika uzskatiti par nepatogénam baktérijam, un, ja baktérijas tika izol&tas
laboratoriskos apstaklos pacienta izmekl&jama materiala, tad $0 materialu uzskatija par
kontamin&tu ar bakterijam no mikrofloras vai apkartgjas vides nepareizi savakta un
transportéta materiala dél. S. epidermidis mikroorganismi biezi vien kontaminé dazadus
kliniskos pacienta materialus un paraugus, lidz ar to apgriitina laboratorisko diagnostiku; pasi
tas rada grutibas atSkirt isto infekcijas ierosinataju no viltus ierosinataja, kas radies
biomateriala parauga kontaminacijas de] ar adas mikrofloras parstavjiem, piemeram,
S. epidermidis. S. epidermidis ir adas un glotadas normalas mikrofloras parstavji, kuriem
piemit unikala un specifiska pasiba izdalit glotas, lai izveidotu biofilmu uz implantétajiem
biomaterialiem.

S. epidermidis sp&ja kolonizét un veidot biofilmu uz biomaterialu implantiem ir atkariga
no biomateriala sastava un virmas pasibam, ka arT no mikroorganisma sp&jas producét
adhezinus. Lai novérotu bakteriju veidotas biofilmas, var izmantot skengjoso elektron-
mikroskopijas metodi. ST metode parada, ka S. epidermidis biofilma uz biomateriala virsmas
novietojas daudzas kartas, un $is daudzslanainas bakteriju kartas ir parklatas ar amorfu glotu
slani (Gara, Humphryes, 2001).

Biofilmas attistiba sakas, kad bakterijas ar adh&zijas faktoriem piesaistas pie
biomateriala virsmas un sak producét glotainu un limei lidzigu substanci, kas kalpo ka
bakteriju enkurs uz biomateriala virsmas.

Daudzi pettjumi liecina, ka S. epidermidis biofilmas veidoSanas process sastav no divam
fazém, kuras nodrosina bioktmiskie un molekulari celularie mehanismi. Biokimiska Itmeni
baktériju ekstraceluarie polisaharidu adhezini ienem primaro lomu bakteriju sakotngja
adhézija un intercelularaja adhézija jeb baktériju savstarpéja adhézija. Divi nozimigakie
polisaharidi, kurus producg S. epidermidis, ir kapsularie polisaharidu adhezini (PSA) un
polisaharidu intercelularie adhezini (PIA). Par sakotngjo jeb primaro adh€ziju ir atbildigs PSA

un viens vai vairaki baktériju proteini, savukart §tinu akumulaciju ietekmé PIA (Voung et al.,
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2004). S. epidermidis gan sintezé PIA, gan tam ir fibrinogénu saistosie adhezini un piemit
kolagénu saistoSa aktivitate. Lidz ar to tas sp€ piesaistities pie biomateriala un izveidot
biofilmu (Aricola et al., 2004).

PIA produkciju baktérija kodé ica operons. Tomér nesenos pétijumos ir pieradits, ka Sis
ica operons kodé gan PIA, gan PSA veidoSanos, un PIA un PSA ir kimiski lidzigi.
S. epidermidis producétie PIA un PSA sastav no N-acetilglikozamina ar -1,6 saiteém. Ica
geénu klasteros ietilpst visi géni, kuri nepiecieSami 22 oligosaharidu adhezinu producésanai un
biofilmas veidoSanai, un tie ir icaADBC. IcaA géna produkts ir transmembranals proteins,
kas ir homologs N-acetilglukozaminiltransferazei. Tiek uzskatits, ka normalai N-acetil-
glikozamiltransferazes darbibai pietiek ar mazu icaD geéna ekspresiju. IcaB un IcaD génu
funkcijas ir mazak definétas un nav atbildigas par biofimas veidoSanos (Mack et al., 2004;
2.4.un 2.5. attels).

o
°°°° °
(o}
°© 5o 02902000 00 o,0°
° o0 000 0,/
°o°8 °0 (] g o°o °°
.. (4] (<)
Adhézija %o o0 %o : °°°°
) %0 0,
(4] °° 0009 )
20000 00000000
Akumulacija un Bakteériju intercelulara
nobriesana jeb savstarp&ja adhézija
biofilma

2.4. attels. Stafilokoku biofilmas veidoS$anas stadijas
(Avots: http://www.uke.de/institute/infektionsmedizin/index_34896.php)

Adhézija pie Adhézija pie Kolonizacija, biofilmas nobriesana
poliméra poliméra un baktériju «izsg$anas» no tas
virsmas — virsmas, ko
nozime parklajusi
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spékiem un proteini —
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faktoriem adhézijas
faktoriem

2.5. attels. Stafilokoku biofilmas veidoSanas stadijas un iespéjamais rezultats
(Avots: http://www.nature.com/nrmicro/journal/v7/n8/fig_tab/nrmicro2182_F1.html)
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2.5.2. P. aeruginosa adhézijas un kolonizacijas mehanismi

Viena no svarigakajam biofilmas sastavdalam ir ekstracelulara poliméra substance, kas
darbojas ka matrice un satur kopa baktériju $tnas. P. aeruginosa biofilmas ir loti izplatitas
gan argja vide, gan klinikas, kas padara tiesi $is biofilmas par lielu un nozimigu pétjjumu
objektu. Biofilmu bakterijas ir mazak jutigas pret antibakterialajiem Iidzekliem un ir
pasargatas no saimniekorganisma imiinas sistémas (fagocitozes, antivielam u. c.), kas rada
labveligus apstaklus hronisku un griiti arstéjamu infekciju attistibai (Tolker-Nelsen, 2000).

Viena no svarigakajam biofilmas sastavdalam ir ekstracelulara polim&ra substance
(EPS), kas darbojas ka matrice, kas saista kopa baktériju Stinas. P. aeruginosa var veidot
biofilmas uz dazadam virsmam, pieméram, plausu glotadas pacientiem ar cistisko fibrozi, uz
kontaminétiem Kkatetriem un acu kontaktlecam. P. aeruginosa biofilmas izveidojas
piecpakapju multicelularos ciklos, kas sakas ar brivas planktonu S$iinas piesaistiS$anos pie
virsmas / adhéziju, kam seko mikrokoloniju veidosanas, un beidzas ar “izséSanos” jeb
izplatiSanos arpus kolonijas, Kuras laika no mikrokolonijam iznaku$as $tinas piesaistas pie
jaunas un neaizpemtas virsmas. P. aeruginosa biofilmas sastava ir komplekss, kas sastav no
polisaharidiem, nukleinskabém un olbaltumvielam. Augu un dzivnieku audu ekstracelularas
matrices galvenais komponents ir eksopolisaharidi, kas arT ir svariga sastavdala bakteriju
biofilmas attistibai. Ir nepiecieSami vismaz tris eksopolisaharidi — Psl, Pel, un alginats —, kas
sekmé P. aeruginosa biofilmas attistibu (Ma et al., 2009; Ryder C et al., 2007).

Psl eksopolisaharids ir nepiecieSams, lai bakt€rija varltu piesaistities pie virsmas
pamata un uzturétu biofilmas struktiiru. Psl kodé polisaharidu sintézes lokuss (PA2231-2245).
Papildus Psl eksopolisaharidam nozimigs P. aeruginosa biofilmas matrices komponents ir ari
ekstracelularais DNS (eDNS). Tas ir hromosomalas DNS derivats, kura funkcija ir savstarpgjo
Sunu kontakta “Stna-Suna” nodroSinaSana biofilma, turklat tas biofilmas matrice veicina
katjonu gradientu, genoma DNS izdaliSanu no mirusajam baktérijam un induc€ baktériju un
biofilmas rezistenci pret antibiotikam (Barken et al., 2008; Yang et al., 2007).

P. aeruginosa veidotas biofilmas ir kluvusas par popularu biofilmu izpétes modeli.
P. aeruginosa izveidotam biofilmam ir sénei lidziga forma ar kajinu (katinu) un cepuri, starp
kuram ir Skidruma kanali. ZinaSanas par biofilmas struktiiru, veidoSanos un attistibu var biit
noderigas, lai izstradatu pasakumu kopumu un vadlinijas biofilmu veidosanas kontrolei
(Harmsen et al., 2010).

P. aeruginosa producétajam biosurfaktantam (kodéts ar RhlA génu) ir liela nozime
Skidruma kanalu uzturéSana starp multicelularajam struktiram biofilma, tas ari veicina

virsmas asociéto baktériju migraciju, veidojot sénei lidzigo struktiiru. P&tjjumos pieradits, ka
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biosurfaktanta sint€ze notieck mikrokolonijas agrina biofilmas veidoSanas faze
(Balasubramanian et al., 2013), savukart citos pétijumos uzsvérts, ka biosurfaktantam ir
nozime bakterialo $tinu izplatiSanai ara no biofilmas (Pamp,Tolker-Nielsen, 2007).

Sénei lidziga biofilmas forma un galvenokart tikai tas cepure ir iesp&jama, pateicoties
IV tipa piliem, vicinu mediétai kustibai un hemotakses sistémai, ka ari ekstracelularajai DNS,
kas tiek sintez&ta no sénes kajinas (Klausen et al., 2003).

P. aeruginosa biofilmas attistiba un veido$ana nozime ir ari tas lektiniem — LecA un
LecB —, it 1pasi LecB, kur§ galvenokart atrodams planktonisko $tnu citoplazma. Izmantojot
divas P. aeruginosa kultiiras, no kuram viena bija ar LecB deficitu un otra — savvalas tipa ar
LecB, autori pieradija lektina LecB nozimi biofilmas attistiba, jo rezultati liecinaja, ka
savvalas tipa kultiras veido biezakas biofilmas neka LecB deficitas kultiras (Tielker D et al.,
2005).

Var izskirt 5 biofilmas attistibas fazes ar katrai piemitosam specifiskam un unikalam
TpaSibam:

1. faze — atgriezeniska piesaiste;
2. faze — neatgriezeniska piesaiste;
3. faze — 1. nobriesSana;

4. faze — 2. nobrieSana;

5. faze — dispersija.

Pirmaja attistibas (atgriezeniskas piesaistes) fazé planktoniskas bakteriju Stinas
piesaistas stikla (biomateriala) virsmai ar $tinas polu, bet sakotngji 1 adhézija ir atgriezeniska,
JO ir novérots, ka dazas no baktériju $tinam $aja biofilmas attistibas fazé ari atdalas no
biomateriala virsmas. Saja fazé iesaistas arT bakteriju vicinas, ar kuru palidzibu baktérijas
piesaistas biomateriala virsmai. Baktériju vicinu piesaistiSanas efektivitate ir pieradita
pétijumos ar kustigiem un nekustigiem P. aeruginosa celmiem (ir flgk géna mutacija), kur
kustigie baktériju celmi uzrada daudz lielakas piesaistiSanas sp&jas neka nekustigie baktériju
celmi (Klausen et al., 2003; Toole, Kolter, 1998).

Otra biofilmas attistibas (neatgriezeniskas piesaistes) faze sakas tad, kad notiek multipla
baktériju $tnu savstarpgja adhézija, ka art adhézija pie biomateriala virsmas. Mikroskopiski
var noverot, ka pie biomateriala piesaistijusas baktérijas partrauc savu vicinu nodroSinato
kustibu. Visi baktériju $tnu sakopojumi, kas veidojas Saja biofilmas attistibas fazg,
neatgriezeniski piesaistas pie biomateriala un paliek tur Iidz pat pedgjai biofilmas attistibas
fazei (Sauer et al., 2002).

Progres¢josa bakteriju noslanoSanas kartinas tiek uzskatita par biofilmas attistibas tresas

fazes (1. nobriesana) sakumu, kas tiek noteikts ka bridis, kad Stinu grupas ir biezakas par 10
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um. Saja attistibas faze, pateicoties RhlA géna aktivitatei, tiek aktivéta ari Rhl quorum-
sensing sistéma. Sistémas nozime ir saistama ar bakt€riju $tinu kopu struktiiru un savstarp&jo
baktériju adhézijas pastiprinasanos (Patriquin et al., 2008; Kim et al., 2005).

Biofilma savu maksimalo biezumu sasniedz biofilmas ceturtaja attistibas (2. nobriesana)
faze, kad biofilma ir apméram 100 pm bieza. Izmantojot mikroskopijas metodi, tika novérots
un secinats, ka baktériju Stinas biofilma ir nekustigas un S§tnu grupas sasniegus$as savu
maksimalo izméru.

Apméram devitaja biofilmas attistibas diena sakas 5. biofilmas attistibas (dispersijas)
faze, kad novéro $tnu grupu struktiiras izmainas — baktériju dispersiju no iek$gjam biofilmas
dalam uz aru. Veidojas gliemezvakam lidziga struktiira ar dobu centru un nekustigu bakteriju
apvalku. Sis process nodrosina labaku baribas vielu piekluvi bakteriju §anam, kas dispersijas
rezultata izk]ast no biofilmas, ka ari tam baktérijam, kas paliek biofilma (Sauer et al., 2002;
2.6. un 2.7. attels).

% Bakterijas planktoniskajs fize -

I

! {&# J Thors
Atoriezemska - . . Biofilinas nobriefana
. Neatgriezeniska
adh&zija =
adhézija

2.6. attels. Pseidomonu biofilmas veido§anas
(Avots: http://archimede.bibl.ulaval.ca/archimede/fichiers/24237/ch01.html)
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2.7. att€ls. P. aeruginosa biofilma SEM attéla
(Avots: http://carambola.usc.edu/research/biophysics/Biofilms4Web.html)

2.6. Iekaisuma citokini un antimikrobie peptidi

2.6.1. Tumora nekrozes faktora a (TNF-a) raksturojums

Tumora nekrozes faktors o (TNF-a) ir iekaisuma citokins, kuru 1975. gada pirmo reizi
izolgja Carswell et al. Min&tajam citokinam ir atklatas vairakas funkcijas, lai ari tas lidz
galam V&l nav izprastas. Citokinam ir gan stimul&josas, gan nomacosas ipasSibas, piem&ram,
TNF-o izraisa gan neitrofilo leikocitu proliferaciju iekaisuma laika, gan ari to apoptozi,
citokinam saistoties ar receptoru TNF-R55 (Murray et al., 1997). Citokinu producé dazadas
Stinas, Tpasi — makrofagi (Perala et al., 1992). Loti licla TNF-a nozime ir saistita ar imno
atbildi pret bakterijam, sénit€ém, virusiem, ka arT1 dazu parazitu invazijas un audzg&ju
gadijumos. TNF-a piedalas lokali iekaisuma procesa, jo pieder pie akiitds fazes proteiniem,
kuri inici€ pargjo iekaisuma citokinu produkciju, ka ari palielina asinsvadu caurlaidibu,
tadéjadi nodrosinot makrofagu un neitrofilo leikocitu migraciju uz iekaisuma vietu. TNF-a
veicina kaulaudu sabruksanu, stimulé prostaglandina E2 (PGE2) atbrivoSanos no monocitu un
fibroblastu $tnam, izraisa matrices metaloproteinazu (MMP) izdaliSanos, ierosinot
ekstracelulara matriksa degradaciju. Kombingjoties minétas iekaisuma citokinu molekulas var

bit iemesls ievérojamiem audu sabrukSanas procesiem (Janeway et al., 1999). Makrofagu
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sekretétais TNF-o izraisa arT asins sarecéSanu ieckaisuma perékli, tadéjadi apturot infekcijas
izplatiSanos.

TNF-a produkciju stimulé bakteriju, virusu un parazitu eksogénie un endogénie faktori.
Gramnegativo bakt@riju, pieméram, pseidomonu, $tnas sienas lipopolisaharidi it pasi aktivi
stimulé TNF-o izdali mikroorganismu izraisita ickaisuma procesa gadijuma (Tracey, Cerami,
1993). lekaisuma procesam turpinoties, TNF-a produkcija kltst sisteémiska, kas var novest
lidz septiskajam Sokam, hipotensijai, hipoproteinémijai, neitropénijai un pat neitrofilijai
(Janeway et al., 1999). Lidz ar to aktuali klast pétijumi, kuros, izmantojot TNF-a inhibitorus,
pétnieki mégina samazinat monocitu S$tnu apoptozi (Shive et al., 2002). P&tijumos ar
dzivniekiem pieradits, ka arT antibakteriala terapija var samazinat citokinu produkciju un
tadgjadi pildit ickaisumu ietekm&josu faktoru funkcijas. (Lozano et al., 2002).

Ta ka biomaterialu implanté$ana ir traumatisks process, ipasi, ja implant&to objektu ir
kontaming&jusas bakt€rijas, tas var izraisit ievérojamu iekaisuma citokinu produkciju, vai ari —
tieSi pret€ji — nomakt to. lekaisuma citokini (TNF-o, II-6 un prokalcitonins) var biit
perspektivi ka laboratorie markieri iekaisuma intensitates noteikSanai (Bottner, Wegner et al.,
2007). Dazi autori asinsvadu endoprotézu gadijuma iesaka izmantot ickaisuma citokinu TNF-
a, 11-1, 1I-8 noteikSanu, lai spriestu par iekaisuma veidoSanas dinamiku p&c implantacijas.
Ja 7 dienas p&c operacijas ickaisuma citokinu daudzumam joprojam nav tendence
samazinaties, tas varétu liecinat par implanta infekciju (Shindo et al., 2003).

Gul ar lidzautoriem (Gul et al., 2010) savos pétijumos apgalvo, ka no visiem iekaisuma
citokiniem TNF-a ir visprecizakais citokins, péc kura var spriest par iekaisuma intensitati un
dinamiku. Gollwitzer un kolegi (Gollwitzer et al., 2013) norada, ka TNF-a atrade sinovialaja
Skidruma var liecinat par implanta infekciju.

McGee ar Iidzautoriem (McGee et al., 2007) stasta par TNF-o hiperprodukciju
eksperimenta dzivniekiem agrina p&coperacijas perioda un vélaku ta limena samazinasanos,

kas liecina par sist€misku §1 citokina supresiju, kuras mehanisms vél nav 1sti skaidrs.

2.6.2. Beta defensins-2, -3 un to raksturojums

Beta defensini ir mazas katjonu proteinu molekulas, kuram piemit plasa spektra
aktivitate pret daudzam grampozitivam un gramnegativam bakterijam, sénit€ém un daZiem
virusiem (Lehrer et al., 1993; Ganz et al., 1990). Ziditajiem izskir a un B defensinu
apaksgrupas. Cilvekam papildus izskir Cetrus B defensina veidus. Beta defensins-2 ir atrasts
uz adas, un to ar1 producé glotadu epitelija Stinas, ka ari granulociti, NK S$iinas un

T citotoksiskie limfociti (Garcia et al., 2001; Harder et al, 2001; Bensch et al., 1995).
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Beta defensina-2 izdali stimulé iekaisuma citokini TNF-o un II-1, ka ari P. aeruginosa
baktérijas (Harder et al., 2000).

Beta defensins-2 parsvara darbojas pret gramnegativam baktérijam, bet B defensins-3 —
gan pret grampozitivam (Streptococcus pyogenes, S. aureus, Enterococcus faecium), gan pret
gramnegativam baktérijam (P. aeruginosa) (Sawamura et al., 2005). Ipasi svarigi to ir zinat
tapec, ka adas floras parstavji var kontaminét implantus, izraisot ar tiem saistitas infekcijas.
Tiek uzsverts ari, ka antimikrobie peptidi (B defensini) ir nozimigi iedzimtas imunitates jeb
nespecifiskas rezistences faktori, kas darbojas pret stafilokokiem (Zanger et al., 2010). Sakara
ar to, ka adas mikrofloras parstavis S. epidermidis var ierosinat ar biomaterialiem saistitas
infekcijas, butiska ta Tpasiba ir ierosinat B defensina produkciju, jo min&tas bakterijas
sabruksSanas produkti sp&j saistities ar toll receptoru-2 (TLR-2) (Lai et al., 2010). Atseviskos
pétijumos (Song et al., 2009) uzsverts, ka rekombinantais B defensins-3 varétu biit perspektivs
antimikrobais lidzeklis dazadu baktériju un séniSu izraisitu mutes dobuma iekaisumu
novérSanai, jo uzrada lidz 98% efektivitati pret Fusobacterium nucleatum, Prevotella
melaninogenica, Peptostreptococcus anaerobius, Streptococcus mutans, Actinomyces
naeslundii, Enterococcus faecalis un Candida albicans.

Beta defensinus ka dabigos antimikrobos peptidus saka izmantot parklajuma veida uz
TiO, saturoSiem biomaterialiem, lai samazinatu bakterialas kolonizacijas izraisitas infekcijas
un to sekas; tika noverota 60—100% antibakteriala efektivitate (Pfeufer, 2011). Beta defensins-
3 kopa ar antibakterialam vielam tiek izmantots biomaterialos, lai samazinatu stafilokoku
biofilmu veidoSanos uz implantiem. Turklat B defensins-3 uzrada lielaku efektivitati neka
klindamicins un vankomicins (Huang et al., 2012). Dazi autori savos p&tijumos norada, ka
B defensina-2 atrade sinovialaja skidruma var liecinat par implanta infekciju (Gollwitzer et al.,
2013).

2.6.3. Interleikina-10 (11-10) raksturojums

Interleikins-10 pieder pie aktivéto makrofagu un dendritisko Stnu inhibitoriem un
tadgjadi ir iesaistits celularas imunitates kontroles mehanismos. 11-10 tiek uzskatits par tieso
v-IFN inhibitoru. II-10 producé gan makrofagi, gan Th2 efektorStnas, gan T regulatorie
limfociti, ka arT dazas nelimfoidas izcelsmes $tinas, pieméram, Keratinociti. Lidz galam vél
nav izpéetits, kadel viena gadijuma makrofagi producé regulatoro citokinu II-10, bet citos —
stimul&josos iekaisuma citokinus, pieméram, TNF-a un 11-12 (Charo, Ransohoff, 2006).

Galvenie 11-10 biologiskie efekti ir saistiti ar celularas imunitates kavésanu, jo tiek

nomakta I1-12 produkcija, ka rezultata ir kavéta Th1 populacijas veidoSanas un y-IFN sintéze.
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Tapat I1-10 kavé ar1 kostimul§joSo molekulu un MHC 1I klases molekulu ekspresiju
makrofagu un dendritisko Stnu virsma, tadgjadi kavgjot ari T IidzEtajstnu aktivacijas
uzsaksanos (Alexander, Hilton, 2004).

Augsta I1-10 Iimena ekspresija ir audos ap implantéto biomaterialu un saglabajas pat 21
dienu péc implantacijas (Gretzer et al., 2006). Turklat nav pieradita atSkiriba starp I1-10
produkciju audos ap implantu gadijumos, kad tiek lietots maztoksisks materials, pieméram,
TiO, saturo$s biomaterials, vai toksisks, piem&ram, varu saturo$s, biomaterials. AbOS
gadijumos I1-10 produkcijas dinamika ir lidziga (Suska et al., 2005). Atskiriba gan tiek
noverota starp biomaterialu paraugiem ar un bez infekcijas — ap paraugu, kura infekcijas nav,

11-10 ekspresija ir mazaka (Duarte et al., 2009).
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3. MATERIALS UN METODES

3.1. Pétijuma izmantotie biomateriali

3.1.1. Stikla keramikas biomateriali

Saja pétijuma izmantoti Rigas Tehniskaja universitate originali sintez&ti biomateriali —
kalcija fosfata bazei tika pievienots niobija oksids mehaniskas izturibas paaugstinasSanai un
natrija oksids — $kidibas un bioaktivitates uzlabosanai. Jau ieprieksgjos petijumos ir konstateta
lidziga sastava keramikas biosaderiba. Stikla keramika tika izgatavota klasiska divpakapju
procesa: vispirms iegistot stikla pulveri, tad to presgjot forma, un, veicot termisko apstradi,
tas tika salipinats wun kristalizets. Kristalizacijas temperatiira tika noteikta ar
diferencialtermisko analizatoru BAHR-DTA 703.

Lai arT niobija oksids ir plasi zinams stiklu kristalizacijas veicinatajs, tomér $aja
pétijuma izmantotais stikls saka kristaliz&ties no virsmas vai no mikroplaisam. Tadgl, lai
iegiitu daudzveidigaku stikla keramikas mikrostruktiiru, par izejvielu tika izmantots
polidisperss stikla pulveris. Kristalisko fazu un mikrostruktiiras analizei tika izmantots
skengjosais elektronmikroskops Tescan (Mira/LMU, High Resolution Schottky FE SEM) un
rentgendifraktometrs PANalytical X Pert Pro ar 2005. gada ICDD datubazi.

Visi stikla pulveri bija ieglti no analoga sastava Sihtam minimali atSkirigos iegliSanas
apstaklos. Ta ka niobijs ka parejas elements ir samera nestabils un fosfatu stikli ir gaistosi, tad
dazadas nianses kaus€juma laika var iespaidot iegiito stikla pulveri. No vairaku stikla pulveru
sérijam tika izveleti 3 pulveri, kas veidoja pec sastava un mikrostruktiras dazadas kristaliskas
fazes. Paraugi tika apziméti ar burtiem no A Iidz E. Paraugs A bija no izejvielas, kas jau pirms
sakepinasanas bija kristalizéta. Paraugs B un C bija no izejvielas, kas sakotngji bija amorfa,
bet salipinasanas laika tika kristalizéta. Ar DTA tika noteikts, ka kristaliz€$anas temperatiira
bija 712—720 °C, tapec B tika iegiits 760 °C temperattira, lai produkts btu izteikti kristalisks,
bet C tika iegtits 700 °C temperatura, lai butu vairak amorfas fazes, tacu, ta ka sastavs bija ar
lielu kristalizacijas tendenci, tad iegitais produkts péc XRD spektriem bija loti lidzigs B
parauga spektram (3.1. att.). Paraugi D un E tika iegiti no izejvielas, kas bija Iidziga ka B un
C paraugiem, un ari Sie paraugi atskiras ar kristaliskuma pakapém. Paraugs D tika iegiits,
izejvielu sakepinot augstaka temperatiira (760 °C), kas veicina kristalizaciju, bet paraugs E
tika salipinats e 700 °C temperattra un bija izteikti amorfs.

XRD analizé tika konstatéts, ka paraugs, kas apziméts ar burtu A, saturéja
NasNbgP4O3,, CazP207 un NaNbO3, paraugi B un C saturéja NasNbgP,O3,, CasP207, NaNbO;
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un Caz(POy),, bet D un E paraugiem tomeér kristaliskas fazes neizdevas identificét, kaut gan

XRD spektra maksimumi bija pietickami labi izteikti (3.1. attels.).
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3.1. attels. Paraugu A, B, C, D, E XRD spektri

Dazi no iegitajiem stikla keramikas variantiem tika modificéti, kodinot (paraugi B+, D+
un E+) ar mérki, lai samazinatu amorfas fazes daudzumu uz virsmas un palielinatu virsmas
raupjumu. Kodinasana tika veikta ar H,O,, HF un HNO3 maistjumu.

P&ttjuma ieklavam un analizei izmantojam 8 originali sintez&tus biomaterialus ar dazadu
kristalizacijas pakapi un virsmas modifikaciju, kas tika iegtti péc iepriek§ aprakstitas
metodes:

A — izejviela un produkts ir kristaliski, maksimala apdedzinaSanas temperatiira —
1005 °C 30 min.

B — izejviela amorfa, produkts kristalisks, 760 °C 60 min.

B+ — B kodinats (30 h, H,O,, HF, HNO3), uz virsmas mazak viegli $kistoSas amorfas
fazes.

C —izejviela amorfa, produkts kristalisks, apstradats 700 °C 30 min.

D — izejviela amorfa, produkts dalgji kristalisks, apstradats 760 °C 60 min.

D+ — D kodinats (30 h, H,0,, HF, HNO3), apstradats 760 °C 60 min., uz virsmas mazak
Skistosas amorfas fazes.

E —izejviela amorfa, produkts amorfs, apstradats 700 °C 30 min.

E+ — E kodinats (30 h, H,O,, HF, HNO3), vieglak $kistosas amorfas fazes uz virsmas

bija mazak.
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3.1.2. Kompozitmateriali HAp/TiO-

Pedgjo desmit gadu laika plasi tiek izmantota metalisko implantu parklasana ar
bioaktivo HAp/TiO; slani, lai uzlabotu fiksaciju starp dzivo kaulu un implantu un jaunu kaulu
Stunu veidoSanos, ka ar1 lai noveérstu metalu koroziju. Visbiezak parklati tiek titana (Ti) un
titana sakaus€juma implanti, kas ir bioinerti materiali. HAp/TiO, kompozitkeramikas
parklajumam ir liclaka sasaistes stipriba ar metalu, salidzinot ar tiru HAp. Palielinot TiO;
daudzumu kompozita, palielinas ari stipriba, turklat TiO, piedeva var samazinat bakteriju
piesaistiSanos pie biomateriala, tadejadi samazinot iesp&jamo implanta infekcijas risku, tomér
infekcijas risks ap TiO; saturo$u implantu joprojam ir aktuala probléma medicina.

P&tijuma izmantotos kompozitmaterialus apzim&jam, izmantojot numeraciju no 1 lidz
10; galvenas to atSkiribas ir saistitas ar HAp un TiO, proporciju un sakepinasanas temperatiiru
—1000 °C un 1200 °C (3.2. un 3.2. attels):

100% HAp — apdedzinats 1000 °C
50% HAp un 50% TiO, — apdedzinats 1000 °C
80% HAp un 20% TiO, — apdedzinats 1000 °C
100% TiO, — apdedzinats 1000 °C
20% HAp un 80% TiO, — apdedzinats 1000 °C
100% TiO, — apdedzinats 1200 °C
20% HAp un 80% TiO, — apdedzinats 1200 °C
80% HAp un 20% TiO, — apdedzinats 1200 °C
50% HAp un 50% TiO, — apdedzinats 1200 °C
10. 100% HAp — apdedzinats 1200 °C

© © N o g bk~ w DN PE

1000°C : =
Ap-20%TiO2 BHApP-50%TiO2 " 1. 5> HAp-80%TiO2
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3.2. attels. Paraugi péc termiskas apstrades 1000 °C
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1200°C
HAp-50%TiO2 [HAp-20%TiO2

HAp-802%TiO2
— —— =

3.3. attéls. Paraugi péc termiskas apstrades 1200 °C

RTU Rigas Biomaterialu inovaciju un attistibas centra sintezétais HAp péc termiskas
apstrades augstakas temperatiiras klist zilgans, bet maisijuma ar TiO; — gai$aks. Sadu nokrasu
paraugam dod Mg?* joni, kuri var aizvietot Ca?* jonus HAp struktiira. Zinams, ka TiO, var

izmantot ari ka baltu pigmentu, tadél maisijuma tas samazina zilgano nokrasu.

3.1.3. Sintétiskie kalcija fosfatu saturoSie biomateriali

Sintetiskie kalcija fosfata (CaP) biomateriali ir kimiski [1dzigi cilvéka kaula mineraliem,
tapéc tos labi var izmantot ka kaula aizvietoSanas materialu. Osteokonduktivitate un
biosaderiba ir galvenas prieksrocibas CaP biomaterialiem. Parsvara CaP biokeramika tiek
lietota hidroksilapatita (HAp, Caio(PO4)s(OH),), PB-trikalcijfosfata (TCP, Caz(PO,)) vai
bifaziska kalcija fosfata (BCP) veida, kuras sastava ir HAp un TCP maisijums. BCP
lietoSanas pamata ir taja esoSais optimalais balanss starp vairak stabilo fazi (HAp) un vairak
Skistoso fazi (TCP). Mainot HAp un TCP attiecibu, tiek kontroléta BCP biomateriala
bioaktivitate un reabsorbcijas sp&jas. BCP var pagatavot, vai nu mehaniski samaisot HAp un
TCP (A metode, A paraugi), vai ari maksligi sintez&jot apatitu bez kalcija (B metode,
B paraugi). Apatita un apatita ar kalcija deficttu, kura ir atSkiriga Ca/P attieciba ar koeficientu
no 1,5 lidz 1,67, paraugi tika sintezéti ar slapjo precipitacijas metodi. Sausais precipitats tika
noslipéts, lai iegttu smalku pulveri.

Bifaziskas keramikas kompozits tika iegiits, izmantojot divas metodes:

1) A metode — kalcija deficita apatitu kalciné$ana un sakepinasana (sintering);

2) B metode — kalcing$ana un sakepinasana no mehaniski samaisitiem apatitiem ar Ca/P

attiecibu koeficientu no 1,5 lidz 1,67.
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Pirms sakepinaSanas pulvera paraugi tika uniaksiali saspiesti. Paraugu apdedzinasana
notika 2 h ilgi 1150 °C temperatara. legitic paraugi bija ar $adam HAp/TCP attiecibam:
100/0, 90/10, 60/40, 50/50 un 0/100.

3.1.4. HAp/Ag saturoSie biomateriali

HAp un HAp/Ag paraugi tika sintez&ti, izmantojot slapjo kimisko metodi. Prekursori,
kuri tika izmantoto HAp sintézei, bija kalcija oksids ( > 97%, FLUKA), fosforskabe (85,5%,
Sigma Aldrich), sudraba nitrats ( > 99%, Sigma Aldrich) un dejonizéts tdens, kas tika
izmantots visiem eksperimentiem. Ca(OH), tika pagatavots, slipgjot CaO 200 ml tdens.
Nepieciesamo AgNO3 daudzumu iz8kidinaja Gideni, pievienoja kalcija hidroksida suspensijai
un uzkarsgja lidz 90 °C, nepartraukti maisot. Fosforskabe tika pievienota pa pilnienam. Visa
sintéze tika veikta [Ca+Ag] = 0,25 mol apjoma un ar noteiktu atomu attiecibu (Ca+Ag)/P —
1,67. Sudraba nitrats tika pievienots attieciga apmera un ar attiecigu atomu attiecibu —
Ag/(Ag+Ca) = 0 (HAp); 0,002 (HAp/Agl) un 0,012 (HAp/Ag2). Materiala suspensija tika
noturéta 15 h, tad filtréta un zavéta 100 °C temperatiira. Paraugi tika sakauséti ka pulveri un
skafoldi, lai noteiktu fazu sastava izmainas péc apdedzinasanas. Pirms apdedzinasanas pulveri

tika uniaksiali saspiesti 2 mm bieza skafolda ar diametru 10 mm. Paraugu sakepinasana notika

2 h laika 1000 °C un 1150 °C temperatira.

3.2. Pétijjuma izmantotie mikroorganismi

Pétijuma tika izmantoti no Amerikas Mikroorganismu kultiru Kkolekcijas iegtie
mikroorganismi — P. aeruginosa ATCC 27853 un S. epidermidis ATCC 12228.

Sie mikroorganismu celmi ir vieni no nozimigakajiem etiologiskajiem agentiem ar
biomaterialiem saistito infekciju izcelsm&, jo tiem ir raksturiga glotu veidoSanas un

glikokaliksa izdale baktériju kolonijas virsma, ka rezultata veidojas biofilmas.

3.3. Mikroorganismu adhézijas noteik$ana in vitro

No baktériju tirkultiram tika gatavotas baktériju suspensijas 1 ml TSB (Triptycase soy
broth, Oxoid, UK) tilpuma ar koncentraciju 10, 10> un 10° KVV/ml. Paraugus kultivéja 37 °C
temperatiira 2 h adh&zijas intensitates noteikSanai. P&c inkub&Sanas tika noskaloti
nepiesaistitiec mikroorganismi. Lai atdalitu pie biomaterialu virsmas piesaistijusas bakterijas,

diskus 1 min. apstradaja ultraskanas vanna (45 kHz frekvencé) un 1 min. maksimalos
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apgriezienos Vortex centrifiga. No katra parauga gatavoja vismaz 5 uzs€jumus uz TSA
barotnes, kultivéja 24 stundas 37 °C temperatiird, lai noteiktu kop&o mikroorganismu

daudzumu (Schafer et al., 2008; Trampuz, Piper, 2007).
3.4. Mikroorganismu kolonizacijas noteik§ana in vitro

No bakteriju tirkultiram tika gatavotas baktériju suspensijas 1 ml TSB tilpuma ar
koncentraciju 10, 10° un 10° KVV/ml. Paraugus kultivéja 37 °C temperatira 24-48-72 h
kolonizacijas intensitates noteikSanai. P&c inkub&Sanas tika noskaloti nepiesaistitie
mikroorganismi. Lai atdalitu pie biomaterialu virsmas piesaistijusas bakterijas, diskus 1 min.
apstradaja ultraskanas vanna (45 kHz frekvencé) un 1 min. maksimalos apgriezienos Vortex
centrifiiga. No katra parauga gatavoja vismaz 5 uzs€jumus uz TSA barotnes, kultivéja
24 stundas 37 °C temperatiira, lai noteiktu kop&jo mikroorganismu daudzumu (Schafer et al.,
2008; Trampuz, Piper, 2007).

3.5. Mikrorganismu kolonizacijas noteikSana in vivo

No pétijuma izmantotajam bakteriju tirkultiiram gatavoja bakteriju suspensijas 1 ml
TSB tilpuma ar koncentraciju 10% un 10 KVV/ml, paraugus kultivéja 37 °C temperattira 2 h,
noskaloja nepiesaistitas baktérijas un implantgja eksperimenta dzivniekiem. Eksperimenta
izmantoja SinSilas trusus, kuriem kombinéta vispargja un lokala anestézija tika veikts 2 cm
gar§ adas iegriezums uz muguras starp lapstinam, atslanoti zemadas audi un zemada tika
implantéts biomaterials — bez bakterialas kontaminacijas kontroles grupai un ar baktérijam
kontaminéts pétijjuma grupai, veikta hemostaze un briice slégta ar atseviskam Suvém (3.4.
attels). Péc 2 un 4 nedelu ekspozicijas laika truSiem veica eitanaziju, iznpéma biomaterialu
paraugus, kurus 1 min. apstradaja sonikatora un ari vortekséja 1 min., lai atdalitu paraugu
kolonizgjusas baktérijas. NO ieglita materiala veica vismaz 5 uzsgjumus uz TSA barotnes,
kultivgja 24-48 h 37 °C temperatiira, saskaitfja izaugusas kolonijas un parrékinaja baktériju
daudzuma uz 1 mm? biomateridla parauga virsmas atbilstigi literatira plasi aprakstitai
metodikai (Renz et al., 2015; Gregory et al., 2014; Schafer et al., 2008; Trampuz, Piper,
2007).
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3.6. Iekaisuma citokinu ekspresijas noteikSana in vivo

Ap biomateriala paraugu esos$os audos ar imiinhistokimijas metodém tika noteikta Il-
10, B defensina-2 un TNF-o ekspresija, izmantojot EnVision metodi: paraugu 30 min.
apstradaja ar primaro antivielu pret mekl&jamo citokinu, tad 5 min. skaloja, tad sekoja 30 min.

EnVision saistoSais posms, 10 min. mazgasana, sekundaras antivielas pievienoSana, 5 min.

skalo$ana, 2 min. kontrastkrasoSana.

T T
e
o

S B 2 h/37°C
10° 10° 10°

Tests 1 — ievietoti biomateriali ar piesaistitam bakterijam (S. epidermidis); kreisaja pusé eksponéti
10° KVV/ml, labaja pusé — 10° K\VV/ml koncentracija
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Tests 2 — ievietoti biomateriali ar piesaistitam bakterijam (P. aeruginosa); kreisaja pusé ekspongeti
10? KVV/ml, labaja pusé — 10° K\VV/ml koncentracija

3.4. attels. In vivo pétijjuma shéma
(Ekspozicija trusos: 2 ned€las; 4 nedélas; 3 ménesus)

3.7. Statistikas metodes
Statistisko rezultatu apstradei un rezultatu iegiianai tikai izmantotas Ecxel un SPSS 21

programmas. Lai salidzinatu sava starpa divas neatkarigas vid€jas vértibas, izmantoja divu

neatkarigu izlasu t testu (Levena tests). Par statistiski ticamu tika izvéléts, ja p < 0,05.
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4, REZULTATI

4.1. Stikla keramikas biomateriali — in vitro un in vivo izpéte

Pétijuma izvertgjam 8 stikla keramikas originali sintez&tus biomaterialus ar dazadu
kristalizacijas pakapi un virsmas modifikaciju, kuri tika apziméti ar latinu alfabéta burtiem no
A lidz E, no kuriem B, D un E paraugi papildus tika kodinati, lai samazinatu amorfas fazes
daudzumu uz virsmas un palielinatu virsmas raupjumu. Kodinatie paraugi tika apziméti ar B+,
D+ un E+. Visi min&tie paraugi tika pétiti in vitro apstaklos, bet A, B, B+ — ari in vivo.
Adhézija tika noteikta, inkubgjot paraugus 2 h / 37 °C 10° KVV/ml bakteriju koncentracija,
bet kolonizacija — 48-72 h / 37 °C 10° KVV/ml baktgriju koncentracija.

4.1.1. Bakteriju adhézija in vitro uz stikla keramikas biomaterialu
paraugiem

Baktériju adhézija in vitro uz stikla keramikas biomaterialu
A parauga

Izmantojot sonifikacijas un uzsg§jumu metodi, atradam, ka abiem pétjjuma izman-
totajiem mikroorganismiem — P. aeruginosa un S. epidermidis — adh&zija visintensivak notika
uz A biomateriala virsmas, kas bija izteikti kristalisks.

Uz A biomateriala S. epidermidis vidéja adh&zijas intensitate bija 0,05 + SD 0,003
KVV/mm?, maksimala — 0,055 KVV/mm?, minimala — 0,046 KVV/mm? P. aeruginosa
videja adheézijas intensitate bija 0,048 = SD 0,0029 KVV/mmZ, maksimala — 0,052 KVV/mm?
un minimala — 0,044 KVV/mm? (4.1. tabula un 4.1. attgls).

Baktériju adhézija in vitro uz stikla keramikas biomaterialu
B parauga

B biomaterials uzradija loti zemu sp&ju piesaistit abas petamas bakterijas.

Uz B biomateriala abu p&tijuma izmantoto mikroorganismu — gan S. epidermidis, gan P.
aeruginosa — videja adhézijas intensitate bija 0,005 + SD 0,0003 KVV/mm?. S. epidermidis
maksimala adhézijas intensitate bija 0,0055 KVV/mm? minimala — 0,0045 KVV/mmZ
P. aeruginosa maksimala adhézijas intensitate bija 0,0055 KVV/mm? un minimala — 0,0047
KVV/mm? (4.1. tabula un 4.1. attgls).
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Baktériju adhézija in vitro uz stikla keramikas biomaterialu
B+ parauga

Uz kodinata B+ biomateriala pétijjuma rezultata atradam, ka S. epidermidis piesaistas
gandriz tikpat maza daudzuma ka uz nekodinata parauga — S. epidermidis vidéja adhézijas
intensitate bija 0,004 + SD 0,0003 KVV/mm?, maksimala — 0,0055 KVV /mm?un minimala —
0,0045 KVV/mm?,

Rezultati ar1 paradija, ka kodinasana var padarit biomateriala virsmu “draudzigaku”
pseidomonam, jo uz B+ biomateriala P. aeruginosa vidéja adh&zijas intensitate bija
0,016 + SD 0,004 KVV /mm? Kas ir par pusi vairak, neka salidzinot ar nekodinato
biomateriala versiju. Maksimala adhézijas intensitate bija 0,02 KVV /mm?un minimala — 0,01

KVV /mm? (4.1. tabula un 4.1. attgls).

Baktériju adhézija in vitro uz stikla keramikas biomaterialu
C parauga

Pétijuma konstatéjam, ka S. epidermidis uzrada vidéju adhézijas intensitati uz
C biomateriala virsmas, kas bija 0,026 + SD 0,0007 KVV /mm?, un ta ir par pusi mazaka neka
P. aeruginosa vidgja adhézijas intensitate — 0,05 + SD 0,0021 KVV /mm? Maksimala
S. epidermidis adhézijas intensitate uz C biomateriala bija 0,027 KVV /mm? minimala —
0,025 KVV /mm? Maksimala P. aeruginosa adhézijas intensitate uz C biomateridla bija
0,053 KVV /mm?un minimala — 0,047 KVV /mm?.

leglitie rezultati varétu liecinat, ka C biomateriala pagatavo$anas tehnologija

nesamazina bakteriju adh&zijas intensitati uz biomaterialu virsmas (4.1. tabula un 4.1. attgls).

Baktériju adhézija in vitro uz stikla keramikas biomaterialu
D parauga

Ar1 biomateriala D paraugi uzradija zemu sp€ju piesaistit abas pétamas baktérijas.

S. epidermidis vidgja adhézijas intensitate uz D biomateriala virsmas bija 0,01 £ SD
0,0022 KVV /mm?, maksimala — 0,014 KVV /mm? un minimala — 0,008 KVV /mm?,

P. aeruginosa vidéja adhézijas intensitate uz D biomateriala virsmas bija 0,026 + SD
0,0037 KVV /mm? maksimala — 0,03 KVV /mm?un minimala — 0,02 KVV /mm? (4.1. tabula
un 4.1. attels).
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Baktériju adhézija in vitro uz stikla keramikas biomaterialu
D+ parauga

P&tot D+ parauga sp&ju piesaistit bakterijas, tika konstatets, ka arT Saja gadijuma
kodinatajiem paraugiem virsma labak piesaista p&tijuma izmantotos mikroorganismus neka
nekodinatajiem. Salidzinot ar D biomaterialu, augstaka sp&ja piesaistities abiem mikroorga-
nismiem bija novérojama uz D+ biomateriala: vidéja adhézijas intensitate S. epidermidis bija
0,048 + SD 0,0021 KVV/mm? P. aeruginosa — 0,05 + SD 0,001 KVV/mm?. Maksimala
S. epidermidis adhézijas intensitate uz D+ biomateriala bija 0,052 KVV/mm? minimala —
0,045 KVV/mm?. Maksimala P. aeruginosa adhézijas intensitate uz D+ biomateridla bija
0,051 KVV/mm?, minimala — 0,048 KVV/mm? (4.1. tabula un 4.1. attels).

Baktériju adhézija in vitro uz stikla keramikas biomaterialu
E un E+ paraugiem

Biomateriali E un E+ uzradija zemu sp&ju piesaistit abas petamas bakterijas.

S. epidermidis vid¢ja adhézijas intensitate uz E biomateriala bija 0,005 + SD 0,0004
KVV/mm? bet uz E+ biomateriala — 0,01 = SD 0,001 KVV/mm?. Maksimala S. epidermidis
adheézijas intensitate uz E biomateriala bija 0,0056 KVV/mm? un uz E+ biomateriala — 0,012
KVV/mmZ, minimala uz E biomateriala — 0,0044 KVV /mm? un uz E+ biomaterila — 0,009
KVV/mm?,

P. aeruginosa vidgja adhézijas intensitate uz E biomateriala virsmas bija 0,01 + SD
0,001 KVV/mm? un uz E+ biomateriala — 0,032 + SD 0,002 KVV/mm? Maksimala
P. aeruginosa adh@zijas intensitite uz E biomateriala bija 0,013 KVV/mm® un uz
E+ biomateriala — 0,035 KVV/mm?. Minimala adh€zijas intensitate uz E biomateriala bija
0,008 K\VV/mm? un uz E+ biomateriala — 0,030 (4.1. tabula un 4.1. attéls).

4.1. tabula

S. epidermidis un P. aeruginosa adhézijas intensitate (KVV/mm?) uz biomaterialu paraugu
virsmas péc 2 h kultivésanas (p < 0,05)

Baktgrijas A B B+ C D D+ E E+
S. epidermidis 0,05 0,005 0,004 0,026 0,01 0,048 0,005 0,01
+0,003 | +0,0003 | +0,0003 | +0,0007 | £0,0022 | +0,0021 +0,0004 | +0,001
P. aeruginosa | 0,048 0,005 0,016 0,05 0,026 0,05 0,01 0,032
+0,0029 | +0,0003 +0,004 +0,0021 | +0,0037 +0,001 +0,001 +0,002
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4.1. attels. S. epidermidis un P. aeruginosa adhézijas intensitate (KVV/mm?)
uz biomaterialu paraugu virsmas péc 2 h kultivésanas (p < 0,05)

4.1.2. Bakteriju kolonizacija in vitro uz stikla keramikas biomaterialu
paraugiem

Baktériju kolonizacija in vitro uz stikla keramikas biomaterialu
A parauga

S. epidermidis un P. aeruginosa kolonizacijas intensitate péc 48 un 72 stundu
kultivéSanas uz petamo biomaterialu virsmas tika pétita ar uzs€jumu metodi un izvertéSana
veikta ar skengjoso elektronmikroskopu.

S. epidermidis vidgja kolonizacijas intensitate Uz A biomateriala péc 48 h kultivé$anas
bija 186 + SD 3,67 KVV/mm?, maksimala — 190 KVV/mm? un minimala 180 KVV/mm?,
Savukart p&c 72 h kultivésanas S. epidermidis vidgja kolonizacijas intensitate bija 1255 + SD
22,9 KVV/mm?, maksimala — 1290 KVV/mm?®un minimala — 1230 KVV/mm?,

P. aeruginosa vid&ja kolonizacijas intensitate uz A biomateriala péc 48 h kultivé$anas
sasniedza 394 + SD 3,67 KVV/mmZ, maksimala kolonizacijas intensitate bija 400 KVV/mm?
un minimala — 390 KVV/mm?. Péc 72 h kultivesanas P. aeruginosa videja kolonizacijas
intensitate pieauga lidz 2926 + SD 9,9 KVV/mm?, maksimala kolonizacijas intensitate bija
2936 KVV /mm?un minimala — 2916 KVV/mm? (4.2. un 4.3. tabula, 4.2. un 4.3. attzls).

No iegitajiem rezultatiem var secinat, ka A biomateriala virsmas pasibas nav 1pasi
labveligas petijuma izmantoto bakteriju augsanai un to bakterijas kolonizé samera neizteikti,

kas var€tu bt labs rezultats, ja §$ada veida biomaterialu izmantotu implantu gatavoSanai.
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Baktériju kolonizacija in vitro uz stikla keramikas biomaterialu
B un B+ paraugiem

B un B+ biomaterialiem virsma tika koloniz&ta vidgji intensivi.

Uz B biomateriala p&c 48 h kultivésanas S. epidermidis vid€ja kolonizacijas intensitate
bija 132 + SD 2,73 KVV/mm? maksimala — 400 KVV /mm? un minimala 390 KVV/mm?.
Péc 72 h kultivésanas S. epidermidis vidéja kolonizacijas intensitate bija 835 + SD 7,9
KVV/mm?, maksimala — 845 KVV/mm?un minimala 825 KVV/mm?.

P. aeruginosa vidgja kolonizacijas intensitate Uz B biomateriala péc 48 h kultivéSanas
bija vél izteiktaka — 239 + SD 3,3 KVV/mm?, maksimala kolonizacijas intensitate bija 244
KVV/mm® un minimala — 236 KVV/mm® P& 72 h kultivésanas P. aeruginosa vidgja
kolonizacijas intensitate sasniedza 2505 + SD 6 KVV/mm?, maksimala intensitate bija 2512
KVV/mm?un minimala — 2498 KVV/mm?.

Uz B+ biomateriala péc 48 h kultivéSanas S. epidermidis vidgja kolonizacijas
intensitate bija 106 = SD 1,8 KVV/mmz, maksimala intensitate — 109 KVV/mm? un minimala
— 104 KVV/mm? P& 72 h kultivésanas S. epidermidis vidgja kolonizacijas intensitate
pieauga Iidz 1042 + SD 8,6 KVV/mm? maksimala intensitate bija 1056 KVV/mm? un
minimala — 1034 KVV/mm?,

B+ biomaterials péc 48 h kultivésanas piesaistija P. aeruginosa ar vidgjo kolonizacijas
intensitati 186 + SD 2,2 KVV/mm?. Maksimala kolonizacijas intensitate bija 189 KVV /mm?
un minimala — 183 KVV/mm? Péc 72 h kultive§anas P. aeruginosa vidgja kolonizacijas
intensitate izteikti pieauga — lidz 2090 + SD 8,6 KVV/mm? Maksimala kolonizacijas
intensitate bija 2099 KVV/mm? un minimala — 2081 KVV/mm? (4.2. un 4.3. tabula, 4.2. un
4.3, attgls).

Baktériju kolonizacija in vitro uz stikla keramikas biomaterialu
C parauga

Uz C biomaterialu virsmas abu bakteriju kolonizacija notika intensivi.

S. epidermidis vidgja kolonizacijas intensitate uz C biomateriala péc 48 h kultivésanas
bija 196 + SD 2,5 KVV/mm?, maksimala — 199 KVV/mm? un minimala — 192 KVV/mm?.
P&c 72 h kultivésanasS. epidermidis vidgja kolonizacijas intensitate palielinajas lidz 1245 +
SD 4,6 KVV/mm?. Maksimiala kolonizacijas intensitate bija 1252 KVV /mm?un minimala —
1240 KVV/mm?,

P. aeruginosa vidéja kolonizacijas intensitate uz C biomateriala péc 48 h kultivéSanas

bija lieldka neka stafilokoka gadijuma — 399 + SD 3,3 KVV/mm?. Maksimala kolonizacijas

42



intensitate bija 404 KVV /mm? un minimala — 395 KVV/mm? P&c 72 h kultivésanas
P. aeruginosa vidgja kolonizacijas intensitate sasniedza pat 3340 + SD7,9 KVV/mm?.
Maksimala kolonizacijas intensitate bija 3350 KVV/mm? un minimala — 3330 KVV/mm?
(4.2. un 4.3. tabula, 4.2. un 4.3. attgls).

Bakteriju kolonizacija in vitro uz stikla keramikas biomaterialu
D un D+ paraugiem

Uz D un D+ biomaterialiem tika noverota zema kolonizacijas intensitate.

S. epidermidis vid&ja kolonizacijas intensitate péc 48 h kultivésanas bija tikai 79 + SD
2,9 KVV/mm? (D biomaterials) un 96 + SD 2,5 KVV/mm? (D+ biomaterials), bet pec 72 h
kultivésanas S. epidermidis vidéja kolonizacijas intensitate palielinajas lidz 835 + SD 3,9
KVV/mm? (D biomaterials) un 607 = SD 2,5 KVV /mm? (D+ biomaterials).

P. aeruginosa vidgja kolonizacijas intensitate péc 48 h kultivésanas bija nedaudz lielaka
— 106 + SD 1,7 KVV/mm? (D biomaterials) un 122 + SD 18 KVV/mm?
(D+ biomaterials), bet p&c 72 h kultivésanas P. aeruginosa vidgja kolonizacijas intensitate uz
D un D+ biomateriala piecauga stipri vairak par stafilokokiem — attiecigi 1670 + SD7,9
KVV/mm?un 1255 + SD7,0 KVV/mm? (4.2. un 4.3. tabula, 4.2. un 4.3. attgls).

Bakteriju kolonizacija in vitro uz stikla keramikas biomaterialu
E un E+ paraugiem

Uz E un E+ biomaterialiem p&c 48 h kultivésanas S. epidermidis vidéja kolonizacijas
intensitate bija saméra zema, salidzinot ar citiem biomaterialiem — 53 = SD 3,6 KVV/mm?
(E biomaterials) un 117 + SD 2,5 KVV/mm? (E+ biomaterials), bet pec 72 h kultivésanas
S. epidermidis vid&ja kolonizacijas intensitate uz E un E+ biomateriala bija attiecigi 422 +
SD4 KVV/mm?®un 1265 + SD7,6 KVV/mm?.

Uz E un E+ biomaterialiem p&c 48 h kultivésanas P. aeruginosa vidgja kolonizacijas
intensitate nebija augsta — tikai 80 + SD 1,6 KVV/mm? (E biomaterials) un 186 + SD 2,7
KVV/mm? (E+ biomaterials), bet péc 72 h kultivéSanas P. aeruginosa vidgja kolonizacijas
intensitate uz E un E+ biomateridla bija attiecigi 835 + SD14 KVV/mm? un 2505 + SD7,9
KVV/mm? (4.2. un 4.3. tabula, 4.2. un 4.3. attgls).
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4.2. tabula

S. epidermidis un P. aeruginosa kolonizacijas intensitate péc 48 h kultivesanas, KVV/mm?

4.3. tabula

(p<0,05)
Bakterija A B B+ C D D+ E E+
. ... | 186 132 106 | 196 |79 96 53 117
S-epidermidis |\ 367 | 1073 | 218|225 |29 | £25]£36 |25
. 394 239 186 | 399 | 106 | 122 | 80 186
P.aeruginosa | 567|533 |+22|+33|+17|+18|=16]+27
S. epidermidis un P. aeruginosa kolonizacijas intensitate péc
72 h KultiveSanas, KVV/mm? (p < 0,05)
Baktérija A B B+ C D D+ E E+
S. epidermidis | 1255 | 835 | 1042 | 1245 | 835 | 607 | 422 | 1265
+229|£79|+86|+£46|+39|£25| 4 |£7,6
P. aeruginosa | 2926 | 2505 | 2090 | 3340 | 1670 | 1255 | 835 | 2505
+99 | +6 |+86|+79|+79|+70|+14|+79
@ S epidermidis ™ P. aeruginosa
400
200
0
A B B+ C D D+ E E+

4.2. attels. S. epidermidis un P. aeruginosa kolonizacijas intensitate (KVV/mm?)
uz biomaterialu paraugu virsmas péc 48 h kultivéSanas (p < 0,05)
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4.3. attels. S. epidermidis un P. aeruginosa kolonizacijas intensitate (KVV/mm?)
uz biomaterialu paraugu virsmas péc 72 h kultivésanas (p < 0,05)

4.1.3. Stikla keramikas biomaterialu izmekléSanas rezultati ar
skengjoso elektronmikroskopiju

Analizgjot attelus, kas iegiiti, izmantojot skengjoSo elektronmikroskopu, loti labi vargja
noverot atskirigo P. aeruginosa un S. epidermidis kolonizacijas raksturu uz pé&tamajiem
biomaterialiem. Tika novérots, ka P. aeruginosa bija tendence koloniz&t visu biomateriala
virsmu, veidojot vairak vai mazak biezu biofilmu ar to caurvijoSiem kanaliem. P& 72 h
kolonizacijas var€ja novérot glikokaliksu, kas pilnigi parklaja koloniju, nosedzot arT kanalus.
P. aeruginosa uzradija labaku kolonizacijas tendenci arl uz kristaliskiem un kodinatiem
biomaterialiem, ja salidzina ar biomaterialiem ar amorfaku virsmu. Lidzigi ka P. aeruginosa
ar1 S. epidermidis uzradija tendenci labak kolonizét kristaliskos un kodinatos biomaterialus.
Savukart P. aeruginosa kolonizacija atskiriba no S. epidermidis kolonizacijas notika, veidojot
retas un kompaktas kolonijas.

Noveérojam, ka uz amorfas virsmas biomaterialiem (D biomaterials) P. aeruginosa
neveido tik biezu biofilmu ka uz kristaliskajiem (B biomaterials), un uz tiem, lai ar1 tiek
kolonizgta visa virsma, biofilma ir planaka un nav tik izteikti klata ar glikokaliksu (4.4., 4.5.,
4.6. un 4.7. attels) ka kristaliska B biomateriala gadijuma (4.8. un 4.9. att€ls). Tas liek domat,
ka biomateriali ar amorfaku virsmu nav tik labveligi baktériju kolonizacijai ka biomateriali ar

kristalisko virsmu. Piem&ram, S. epidermidis kolonizacija 48 un 72 stundu laika uz kristaliska
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B biomateriala ir att€lota 4.8. un 4.9. att€la, kur ir redzama biomateriala virsma, respektivi,
stafilokoks to koloniz€ atseviskos punktos, neveidojot vienmerigu parklajumu un izklaidus
novietotas kolonijas ka P. aeruginosa. So atskirigo P. aeruginosa un S. epidermidis
kolonizacijas raksturu uz p&tamajiem biomaterialiem var novérot 4.4., 4.5., 4.8. un 4.9. attela,
kur ka piemérs paradits kristaliskais B biomaterials un var redzét P. aeruginosa biofilmas
veidoSanas dinamiku uz B biomateriala virsmas. P& 48 stundam bija nov€rojama ar
glikokaliksu parklata biofilma, ko caurvij kanali, caur kuriem vél redzama biomateriala
kristaliska virsma (4.4. att€ls), bet péc 72 stundam biomateriala virsmu jau sedza pilnigi
kompakta, ar glikokaliksu noklata biofilma (4.5. attéls).

Raksturiga amorfa virsma ir D biomaterialam (4.10. attéls), uz kura stafilokoks
izteiktakas kolonijas veido tikai vélakas kolonizacijas stadijas — péc 72 stundam (4.11. attgls),
kad S. epidermidis koloniju parklaj glikokaliksa slanis. Savukart uz §1 pasa D biomateriala
novérojam gandriz pilnigu virsmas kolonizaciju ar P. aeruginosa (4.6. un 4.7. attels).

Run3jot par kodinatajiem biomaterialiem, jaakcente, ka kodinasanu veica ar mérki uz
virsmas samazinat vieglak SkistoSo amorfo fazi, un ir labi redzamas B+ kodinata biomateriala
(4.12. attels) virsmas atSkiribas, salidzinot ar nekodinato B biomaterialu (4.4. attéls). Tapat
labi saskatamas ari biomateriala D+ kodinata biomateriala virsmas (4.13. attéls) atskiribas,
salidzinot ar D biomateriala virsmu (4.10. attgls).

Tatad ir jadoma, ka biomaterialiem ar izteiktu amorfo fazi piemit lielaka sp€ja piesaistit
pie savas virsmas mikroorganismus, 1idz ar to, kodinasanas procesa samazinot amorfo fazi uz
biomateriala virsmas, varétu panakt, ka biomaterials klust mikrobiologiski “nedrosaks” — tas

vairak sp€j piesaistit baktérijas.
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SEM MAG: 10.00 kx  Vac: HiVac
SEM HV: 15.00 kV WD: 8.1373 mm 10 ym MIRA\ TESCAN gy
Date(m/d/y): 12/06/08 Det: SE Detector Riga Technical University

4.4. attels. P. aeruginosa kolonizacijas intensitate uz
B biomateriala virsmas pec 48 stundam

SEM MAG: 10.00 kx  Vac: H‘i‘Vac
SEM HV: 15.00 kV WD: 7.8815 mm 10 um MIRA\ TESCAN g’
Date(m/d/y): 12/06/08 Det: SE Detector Riga Technical University

4.5. attels. P. aeruginosa kolonizacijas intensitate uz
B biomateriala virsmas péc 72 stundam
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SEM MAG: 10.00 kx  Vac: HivVac
SEM HV: 15.00 kV WD: 8.1432 mm 10 ym MIRA\ TESCAN g/
Date(m/d/y): 12/11/08 Det: SE Detector Riga Technical University

4.6. attels. P. aeruginosa kolonizacijas intensitate uz D biomateriala
ar amorfu virsmu péc 48 stundam

SEM MAG: 10.00 kx ~ Vac: Hivac A T T I T O N
SEM HV: 15.00 kV WD: 8.0043 mm 10 um MIRA\ TESCAN g’
Date(m/d/y): 12/06/08 Det: SE Detector Riga Technical University

4.7. attels. P. aeruginosa kolonizacijas intensitate uz D biomateriala
ar amorfu virsmu péc 72 stundam
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SEM MAG: 20.00 kx  Vac: Hivac
SEM HV: 15.00 kV WD: 8.4484 mm 5um MIRA\ TESCAN gy,
Date(m/d/y): 06/12/09 Det: SE Detector Riga Technical University

4.8. attels. S. epidermidis kolonizacijas intensitate
uz B biomateriala virsmas péc 48 stundam

w4

\ ~ic ':;.
3 Vac: Hivac
SEM HV: 15.00 kV WD: 8.3413 mm 10 ym MIRA\ TESCAN gw{
Date(m/d/y): 06/12/09 Det: SE Detector Riga Technical University

4.9. attels. S. epidermidis kolonizacijas intensitate
uz B biomateriala virsmas péc 72 stundam
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SEM MAG: 10.00 kx ~ Vac: HiVac
SEM HV: 15.00 kV WD: 8.3547 mm 10 um MIRA\ TESCAN g’
Date(m/d/y): 06/11/09 Det: SE Detector Riga Technical University

4.10. attels. S. epidermidis kolonizacijas intensitate uz D biomateriala
ar amorfu virsmu péc 48 stundam

SEM MAG: 5.00 kx Vac: Hivac
SEM HV: 15.00 kv WD: 8.0984 mm 20 um MIRA\ TESCAN g/
Date(m/d/y): 11/20/08 Det: SE Detector Riga Technical University

4.11. attéls. S. epidermidis kolonizacijas intensitate uz D biomateriala
ar amorfu virsmu péc 72 stundam
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# Y AS
SEM MAG: 20.

&

00 Kx

SEM HV: 15.00 kV WD: 10.4240 mm 5um MIRA\ TESCAN g/
Date(m/d/y). 06/08/09 Det: SE Detector Riga Technical University

4.12. attéls. Kodinats B+ biomaterials ar S. epidermidis kolonizaciju
pec 48 stundam

4

¢4 y » O,

SEM MAG: 20.00 kx  Vac: Hivac

SEM HV: 15.00 kV WD: 8.4328 mm 5pum MIRA\ TESCAN g/
Date(m/d/y). 06/08/09 Det: SE Detector Riga Technical University

4.13. attels. Kodinats D+ biomaterials ar S. epidermidis kolonizaciju
péc 48 stundam
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4.1.4. Stikla keramikas biomaterialu kolonizacija in vivo

Stikla keramikas biomaterialu mikrobiala kolonizacija in vivo pétijuma tika izvértéta
pec 2 un 4 nedélu, ka arT 3 ménesu ekspozicijas trusa organisma.

Tika novérots, ka S. epidermidis Joti minimali koloniz&é biomaterialu in vivo vidé
(4.4. tabula). Trusa audu paraugu uzs€umi péc 2 ned€lu in vivo ekspozicijas gan abu
biomaterialu (A un B), gan abu bakteridlo koncentraciju gadijumos (10% un 10° KVV/ml) bija
negativi.

Savukart uz biomaterialu paraugiem B+ pe&c 2 ned€lu ekspozicijas no 10° un 10°
KVV/ml novéroja vienadi nelielu kolonizacijas intensitati — 0,01 = SD 0,0001 KVV/mm?
(p <0,001).

Pac 4 nedelu ekspozicijas 102 KVV/mI S. epidermidis kolonizacijas intensitate uz
biomateriala A bija negativa, tacu uz visiem atlikuSajiem biomaterialu paraugiem, kas tika
eksponati 10? un 10° KVV/ml, kolonizacijas intensitate bija gandriz vienada.

Atskirtba bija v€rojama uzs€jumos no paraugiem, kuri bija kontamin&ti ar
P. aeruginosa (4.5. tabula). Péc 2 nedélu ekspozicijas vismazako kolonizacijas intensitati
novéroja uz biomateriala B, kur§ bija kontamingts 10? KVV/ml koncentracija. Kolonizacijas
intensitate §im paraugam bija 0,21 + SD 0,01 KVV/mm? (p < 0,001), bet augstaka intensitate
bija B+ biomaterialam — 8,01 + SD 0,008 KVV/mm? (p < 0,001). Biomaterialam A, kurs tika
kontamingts 10° KVV/ml koncentracija, péc 2 nedélu ekspozicijas bija vismazaka koloni-
zacijas intensitate — 1,65 + SD 0,01 KVV/mm? (p < 0,001), bet augstaka intensitate bija B+
biomaterialam — 8,7 + SD 0,11 KVV/mm? (p < 0,001).

Pec 4 nedélu ekspozicijas vismazaka kolonizacijas intensitate 10° KVV/ml koncen-
tracija tika konstatéta B+ biomaterialam, kas bija 0,42 = SD 0,01 KVV/mm? (p < 0,001), bet
augstaku intensitati atradam A biomaterialam — 2,23 + SD 0,02 KVV/mm? (p < 0,001). Péc
4 nedelu ekspozicijas vismazako kolonizacijas intensitati 10® KVV/ml koncentracija uzradija
B+ biomaterials ar kolonizacijas intensitati 2,18 + SD 0,008 KVV/mm? (p < 0,001), bet
augstako intensitati uzradija B biomaterials — 3,13 + SD 0,01 KVV/ mm? (p < 0,001).

Analizgjot in vivo paraugu mikrobiologisko uzs€jumu rezultatus péc 3 ménesu in vivo
ekspozicijas trusa organisma (4.4. tabula), redzams, ka S. epidermidis kolonizé A, B un B+
biomaterialu paraugus in vivo vidé tikai 10> KVV/ml koncentracija. Visos trijos gadijumos
kolonizacijas intensitate bija Iidziga. Uz A biomateriala vidgja kolonizacijas intensitate bija
0,015 + SD 0,001 KVV/mm? (p < 0,001), maksimala — 0,017 KVV/mm? un minimala — 0,013
KVV/mm?. Uz B biomateriala kolonizacijas intensitate bija 0,015 + SD 0,002 KVV/mm?
(p < 0,001), maksimala — 0,017 KVV/mm? un minimala — 0,012 KVV/mm?. Tiei tapat bija
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uz B+ biomateridla — kolonizacijas intensitate bija 0,015 + SD 0,002 KVV/mm? (p < 0,001),

maksimala intensitate — 0,017 K\VV/mm? un minimala — 0,013 KVV/mm?.

P&c 3 ménedu P. aeruginosa uzséjuma tikai uz 10° KVV/ml koncentracija eksponéta A

biomateriala tika novérota kolonizacija (4.5. tabula); kolonizacijas intensitate bija 0,11 + SD
0,02 KVV/mm? (p = 0,02), maksimala kolonizacijas intensitate — 0,13 KVV/mm? un

minimala kolonizacijas intensitate — 0,08 KVV/mm?,

legiitie rezultati varétu liecinat par to, ka, izmantojot A, B, B+ biomaterialus praksg, ar

implantiem saistito infekciju riska attistiba ilgsto$a perioda péc kirurgiskas manipulacijas

veikSanas ir saméra zema.

4.4, tabula

S. epidermidis kolonizacijas intensitate (KVV/mm?) uz biomaterialu virsmas

péc 2 un 4 ned€lu un 3 ménesu ekspozicijas (p < 0,05)

Biomaterials,

Kontamingts ar 2 nedglas 4 nedelas 3 ménesi
A—10°KvV/ml negativs™* negativs negativs
A-10° KvV/ml negativs 0,005 + 0,0004 0,015 + 0,001
B — 10° KVV/ml negativs 0,005 + 0,0003 negativs
B — 10° KVV/ml negativs 0,005 + 0,00029 0,015 + 0,002
B+ — 10° KVV/ml 0,01 £ 0,0001 0,005 + 0,0003 negativs
B+ — 10° KVV/ml 0,01+ 0,0001 0,005 + 0,0004 0,005 + 0,0003
* Uzsgjums negativs.
4.5. tabula

P. aeruginosa kolonizacijas intensitate (KVV/mm?) uz biomaterialu virsmas

péc 2 un 4 ned€élu un 3 ménesu ekspozicijas (p < 0,05)

Blomatfzrl_éls, 2 nedélas 4 nedélas 3 ménesi
kontaminets ar > >

A —10° KVV/ml 1,17 + 0,008 2,23+ 0,02 negativs
A-10° KvV/ml 1,65+ 0,01 2,34+ 0,008 0,11+0,02
B — 10> KVV/mlI 0,21+0,01 0,9+0,14 negativs™
B - 10° KVV/mI 1,8+ 0,05 3,13+0,014 negativs
B+ — 10> KVV/ml 8,01 + 0,008 0,42 +£0,01 negativs
B+ —10° KVV/ml 8,7+0,11 2,18 +£ 0,008 negativs

* Uzs€jums negativs.
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4.1.5. Stikla keramikas biomaterialu imtinhistokimisko pétijumu atrade

4.1.5.1. Citokinu ekspresija audos ap kontroles grupas paraugiem

In vivo pétijuma tris kontroles stikla keramikas paraugi A, B un B+ tika implant&ti bez
ieprieksgjas bakterialas kontaminacijas. Ar imiinhistokimisko metozu palidzibu apkartgjos
audos noteica citokinu ekspresiju (4.14., 4.15., 4.16. attéls un 4.6. tabula).

P&c 2 nedelu ekspozicijas audos ap A biomateriala paraugu, kas kalpoja ka kontroles
paraugs un nebija pirms implantacijas procediiras kontaminéts ar kadu no pétijuma
izmantotajiem mikroorganismiem, novéroja vidg€jas intensitates TNF-o un mazas intensitates
B-defensina-2 ekspresiju makrofagos un fibroblastos. P&tijjuma noteikto citokinu ekspresija
paraugos péc 4 nedelu ekspozicijas truSa organisma bija nedaudz samazinajusies. Gandriz
nevargja novérot atSkiribu TNF-o ekspresija audu paraugos ap B un B+ biomaterialiem —
noveroja vidéju TNF-o ekspresiju makrofagos un fibroblastos. Turklat B+ biomateriala
gadijuma novéroja loti intensivu TNF-a ekspresiju fibroblastos saistaudu kapsula ap pasu
biomaterialu. Audu paraugos péc 4 nedélam minéta citokina ekspresija nedaudz samazinajas.

B defensina-2 eskpresija makrofagos un fibroblastos ap B biomaterialu bija vaja gan
péc 2 ned€lu, gan péc 4 ned€lu un 3 ménesu ekspozicijas trusa audos. Izteiktakas izmainas
B defensina-2 ekspresijas atSkiriba starp 2 un 4 ned€lu paraugiem var€ja noveérot ap
B+ paraugu — paraugos péc 2 ned€lu ekspozicijas $o citokinu novéro vidgjas ekspresijas
intensitate, bet péc 4 nedélam un 3 ménesiem — noveroja tikai retas pozitivas strukturas.

II-10 ekspresija ap visiem trim paraugiem bija augsta gan péc 2 ned€lu, gan péc
4 nedelu ekspozicijas, bet péc 4 ned€lu ekspozicijas novéroja nelielu tendenci min&tajam
citokinam paraugos samazinaties. P& 3 méneSu ekspozicijas I1-10 ekspresija bija
samazinajusies un kluvusi maz izteikta audos ap B un B+ biomaterialiem. Ap A biomaterialu
11-10 ekspresija saglabaja videju intensitati.

legiitie iekaisuma citokinu un antimikrobo peptidu ekspresijas rezultati varétu liecinat
par in vivo pétjjuma izmantoto stikla keramikas biomaterialu sp&ju pasiem ierosinat izteiktu

iekaisuma reakciju — t. sk. augstu reaktogenitates sp&ju.
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4.14. attels. TNF-a ekspresija audos 2 nedélas péc sterila stikla keramikas
biomateriala parauga A implantacijas, palielinajums 400x

4.15. attéls. 11-10 ekspresija audos 2 nedélas péc sterila stikla keramikas
biomateriala parauga A implantacijas, palielinajums 250x
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4.16. attels. B defensina-2 ekspresija audos 2 nedélas péc sterila stikla
keramikas biomateriala parauga A implantacijas, palielinajums 250x

4.6. tabula

Puskvantitativie iekaisuma citokinu un antimikrobo peptidu ekspresijas rezultati* audos ap

steriliem kontroles A, B, B+ biomaterialu paraugiem

.K ontrol_es.parau.gu Paraugs TNF-a 11-10 B defensins-2
implantacijas laiks
A ++ +++ +
2 nedglas B ++ ++++ +
B+ ++ +++ +
A + ++ +
4 nedélas B + + ++ +
B+ +++ ++++ +
A + ++ +
3 ménesi B + + +
B+ + + +

* Citokinu ekspresija izteikta “Getru krustu” sistéma, kur atrade apziméta $adi:

[33K13

— negativa, “+” — loti vaji

pozitiva “+” — vaji pozitiva, “+ +” — vidgji pozitiva, “+ + +” — izteikti pozitiva, “+ + + +” — |oti izteikti pozitiva.

4.1.5.2. Citokinu ekspresija audos ap ar S. epidermidis kontaminétiem

stikla keramikas paraugiem

Audu paraugos ap A biomaterialu (4.17., 4.18., 4.19. attels un 4.7. tabula), kuri bija

kontamingti ar S. epidermidis suspensiju 10> KVV/ml koncentracija, péc 2 nedglam novéroja

vidgji izteiktu TNF-a, Joti izteiktu I1-10 un vaji izteiktu B defensina-2 ekspresiju makrofagos

un fibroblastos, bet audos ap B un B+ biomaterialiem minéto TNF-a un B defensina-2

ekspresija bija vél augstaka. Ar S. epidermidis kontamingtos paraugos 10° KVV/ml
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koncentracija visu pétljuma izmantoto biomaterialu gadijumos loti augstu TNF-o un 11-10
ekspresiju parsvara noveroja saistaudu kapsula ap biomaterialu, savukart p defensina-2
ekspresija bija salidzinosi zema Itment.

Paraugos péc 4 nedelu ekspozicijas, izmantojot abas baktériju koncentracijas
(10 KVV/ml un 10° KVV/ml), novéroja vidéju TNF-o ekspresiju audos ap visiem pétijuma
izmantotajiem biomaterialu paraugiem. Il1-10 ekspresija visos paraugos abas koncentracijas
bija Joti augsta gan makrofagos, gan fibroblastos. B defensina-2 eskpresija makrofagos un
fibroblastos bija maz izteikta — novéroja retas pozitivas $iinas.

Gan TNF-a, gan II-10 ekspresija péc 3 ménesu ekspozicijas trusa organisma ieverojami
samazinajas, kas liecina par iekaisuma procesa samazinasanos un to, ka S$aja gadijuma
nenotika hroniska iekaisuma procesa veidosanas. B defensina-2 eskpresija makrofagos un

fibroblastos bija loti maz izteikta — novéroja retas pozitivas $inas.

4.17. attels. TNF-a ekspresija audos 2 nedélas péc ar S. epidermidis (10> KVV/ml)
kontaminéta stikla keramikas parauga A implantacijas, palielinajums 200x
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4.18. attels. 11-10 ekspresija audos 2 nedélas péc ar S. epidermidis (10° K\VV/ml)
kontaminéta stikla keramikas parauga A implantacijas, palielinajums 200x

L% - A

4.19. attgls. B defensina-2 ekspresija audos 2 nedélas péc ar S. epidermidis (10> KVV/ml)
kontamingeta stikla keramikas parauga A implantacijas, palielinajums 250x
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Puskvantitativie iekaisuma citokinu un antimikrobo peptidu
ekspresijas rezultati* audos ap ar S. epidermidis kontaminétiem
stikla keramikas biomaterialu paraugiem A, B, B+

Implantacijas | Paraugs 10° KvV/ml 10° KvV/ml
laiks
TNF-a
A ++ +
(kapsula ++++)
B +++ +
2 nedglas (izteikta (kapsula + + + +)
ekspresija
kapsula)
B+ ++++ +
(izteikta (kapsula + + +)
ekspresija
kapsula)
A ++ ++
- B ++ +
4 nedglas (kapsula + + +)
B+ + + + +
(kapsula + + + +)
3 ménesi A + +
B + +
B+ + +
11-10
2 nedglas A T B
’ B ++++ ++++
B+ ++++ ++++
4 nedgelas A A T
B +++ ++++
B+ +++ ++++
- A + +
3 ménesi
B + +
B+ + ++
B defensins-2
2 nedélas A - i
’ B ++ +
B+ ++ +
4 nedgelas A = =
’ B + +
B+ + +
. A + +
3 ménesi
B + +
B+ + +

* Citokinu ekspresija izteikta “Cetru krustu” sisteéma, kur atrade apziméta $adi:

4.7. tabula

[T3R13

negativa, “+t” — loti vaji pozitiva “+” — vaji pozitiva, “+ +” — vidgji pozitiva, “+ ++” —

izteikti pozitiva, “+ + + +” — |oti izteikti pozitiva.
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4.1.5.3. Citokinu ekspresija audos ap ar P. aeruginosa kontaminétiem
stikla keramikas paraugiem

Audu paraugos ap A biomaterialu (4.20., 4.21., 4.22. att€ls un 4.8. tabula), kontamin&tu
baktériju 10 KVV/ml koncentracija, péc 2 nedglam novéroja vidgji izteiktu TNF-q, augstu
11-10 un vaji izteiktu B defensina-2 ekspresiju makrofagos un fibroblastos, bet audos ap B un
B+ biomaterialiem novéroja augstu TNF-o un 1l-10 ekspresiju, savukart p defensina-2
ekspresija bija vaji izteikta. Audos ap visiem biomaterialu paraugiem, kuri bija kontamingti
10° KVV/ml koncentracija, novéroja augstu TNF-a, loti izteiktu I1-10 un zemu P defensina-2
ekspresiju.

Audos péc 4 ned€lu ekspozicijas visos paraugos novéroja loti augstu TNF-o, kas
novérojams kapsula ap biomaterialu, loti augstu I1-10 un zemu B defensina-2 ekspresiju.

Savukart péc 3 ménesu ekspozicijas tika noteikts, ka TNF-a ekspresija bija ievérojami
Kritusies, un novéroja tikai atseviskas pozitivas struktiiras.  defensina-2 ekspresija joprojam
bija zema. Citokina II-10 gadijuma ekspresija bija samazinajusies tikai audos ap B veida

biomaterialu, bet ap A un B+ novéroja vidg€jas intensitates ekspresiju.

4.20. attéls. TNF-a ekspresija audos 2 nedélas péc ar P. aeruginosa (10° KVV/ml)
kontamingeta stikla keramikas parauga A implantacijas, palielinajums 200x

60



VS el N TN e i EV R B e

4.21. attels. 11-10 ekspresija audos 2 nedélas péc ar P. aeruginosa (10° KVV/ml)
kontaminéta stikla keramikas parauga A implantacijas, palielinajums 250x

¥ (7
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4.22. attls. B defensins-2 ekspresija audos 2 nedélas péc ar P. aeruginosa (10° KVV/ml)

kontaminéta stikla keramikas parauga A implantacijas, palielinajums 200x
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Puskvantitativie iekaisuma citokinu un antimikrobo peptidu

ekspresijas rezultati* audos ap ar P. aeruginosa kontaminétiem

stikla keramikas biomaterialu paraugiem A, B, B+

Implantacijas | Paraugs 10° KvV/ml 10° KvV/ml
laiks
TNF-a

2 nedglas A + + +++
B ++ + +++
B+ ++ + +++

4 nedgelas A ++++ ++++
B ++++ ++++
B+ +4+++ +4+++

3 ménesi A + +
B + +
B+ + +

11-10

2 nedélas A ++++ ++++
B ++++ ++++
B+ ++++ ++++

4 nedglas A ++++ ++++
B ++++ ++++
B+ ++++ ++++

3 menesi A ++ ++
B + +
B+ ++ ++

B defensins-2

2 nedélas A + +
B + +
B+ + +

4 nedélas A + +
B + +
B+ + +

3 ménesi A + +
B + +
B+ + +

* Citokinu ekspresija izteikta “Cetru krustu” sistéma, kur atrade apziméta $adi:

[N T3

4.8. tabula

—negativa,

“+” _ Joti vaji pozitiva “+” — vaji pozitiva, “+ +” — vidgji pozitiva, “+ + + — izteikti pozitiva, “+
++ 47 — loti izteikti pozitiva.

4.2. Bakteriju adhézijas un kolonizacijas izvértéSana
uz TiOx/HAp kompozitmaterialiem

Lai varétu izvertéet

gan kimiska

sastava, gan pagatavoSanas

tehnologijas

(apdedzinasanas temperatiiras) ietekmi uz baktériju sp&ju piesaistities un koloniz&t Sos

biomaterialus, veicam in vitro S. epidermidis un P. aeruginosa adhé&zijas un kolonizacijas

noteikSanu Uz titana dioksida un hidroksiapatita kompozitmaterialu (TiO2/HAp) virsmas.
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4.2.1. Izmantotie paraugi

Peétijuma izmantotaja biomaterialu partija kompozitmaterialus apzim&jam ar numeraciju
no 1 Iidz 10, galvenas to atSkiribas balstijas uz HAp un TiO; proporciju un apdedzinasanas
temperattiru (1000 °C vai 1200 °C).

Izmantotie paraugi:
100% HAp — apdedzinats 1000 °C
50% HAp un 50% TiO, — apdedzinats 1000 °C
80% HAp un 20% TiO, — apdedzinats 1000 °C
100% TiO, — apdedzinats 1000 °C
20% HAp un 80% TiO, — apdedzinats 1000 °C
100% TiO; — apdedzinats 1200 °C
20% HAp un 80% TiO, — apdedzinats 1200 °C
80% HAp un 20% TiO, — apdedzinats 1200 °C
50% HAp un 50% TiO, — apdedzinats 1200 °C
10. 100% HAp — apdedzinats 1200 °C

© 0 N o g b~ w0 DR

4.2.2. S. epidermidis in vitro adhézijas izvertéjums uz TiO,/HAp
kompozitmaterialu virsmas

Kopuma adhézijas intensitate uz HAp un TiO, kompozitmaterialu virsmas nav liela.
No biomaterialiem, kuru apdedzinasanas temperatiira bija 1000 °C, S. epidermidis adhézija
sakas 10 KVV/ml / 2h / 37 °C ekspozicija tikai uz:

+ 2. biomateriala, kur HAp un TiO, bija vienadas proporcijas, adh&zijas intensitate
0,0027 + SD 0,0008 KVV/mm?;

* 3. biomateriala, kas saturgja lielaku HAp dalu (80%), adh&zijas intensitate 0,003 + SD
0,0008 KVV/mm?;

* 4. biomateriala, kas saturja tiru TiO,, adhézijas intensitate 0,003 + SD 0,001
KVV/mm?,

Uz biomaterialiem, kuri pagatavosana tika apdedzinati 1200 °C, adh&zija 10 KvVV/ml/
2h / 37 °C ekspozicija nenotiek vispar.

10? KVV/ml / 2h / 37 °C ekspozicija lielaka adhézija novérojama uz:

+ 3. biomateriala ar adh&zijas intensitati 0,009 = SD 0,0008 KVV/mm?;

* 4. biomateriala ar adh&zijas intensitati 0,009 = SD 0,0008 KVV/mm?,

Mazaka adhézija bija uz biomaterialiem, kuri tika apdedzinati 1200 °C:

* 6. biomaterialam (100% TiO,), adhé&zijas intensitate 0,018 + SD 0,0008 KVV/mm?;
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7. biomaterialam, kas saturéja mazaku Hap un lieclaku TiO, daudzumu, adhézijas
intensitate 0,07 + SD 0,008 KVV/mm?;
« 8. biomaterialam (prevalgja HAp), adhézijas intensitate 0,13 + SD 0,008 KVV/mm?,

10° KVV/ml / 2h / 37 °C ekspozicija vislielako adhézijas intensitati novéro uz:
* 3. biomateriala (apdedzinasanas temperatiira 1000 °C) virsmas, adh&zijas intensitate

0,093 + SD 0,01 KVV/mm?
* 10. biomateriala (apdedzinasanas temperatira 1200 °C un sastav no 100% Hap)

virsmas, adhézijas intensitate 0,009 + SD 0,01 KVV/mm? (4.9. tabula, 4.23. attzls).

4.2.3. P. aeruginosa in vitro adhézijas izvertéjums uz TiO,/HAp
kompozitmaterialu virsmas

P. aeruginosa adhézijas intensitate uz TiO,/HAp biomaterialu virsmas kopuma bija
zemaka neka S. epidermidis un 10 KVV/mI/2h/37°C ekspozicija notika tikai uz 1.
biomateriala, kas bija HAp biomaterials, iegiits 1000 °C apdedzinasanas temperatiira, virsmas
ar adh&zijas intensitati 0,003 £ SD 0,007 KVV/mm? un uz 4. biomateriala (apdedzinasanas
temperatiira 1000 °C, sastav no TiO,) virsmas ar adh&zijas intensitati 0,001 = SD 0,00001
KVV/mm?, Adhéziju nenoveéroja ne uz viena biomateriala, kuram apdedzinasanas temperatiira
bija 1200 °C.

Ar 10 KVV/mI/2h/37°C ekspozicija bija zems adhézijas limenis un no 1000 °C
temperatlira apdedzinatajiem biomaterialiem adh&zija tika novérota uz 1. biomateriala virsmas
ar adhézijas intensitati 0,08 + SD 0,0009 KVV/mmZ, uz 2. biomateriala virsmas ar adhézijas
intensitati 0,009 = SD 0,008 KVV/mmZ, uz 4. biomateriala virsmas ar adh&zijas intensitati
0,0013 + SD 0,0008 KVV/mm?. No biomaterialiem, kuri tika apdedzinati 1200 °C
temperatiira, adh&ziju noveroja tikal uz 8. biomateriala virsmas ar adhé&zijas intensitati 0,0016
+ SD 0,0008 KVV/mm?.

10° KVV/mI/2h/37°C ekspozicija viszemako adhgzijas intensitati uzradija 3. bio-
materials ar adh&zijas intensitati 0,0055 = SD 0,008 KVV/mm?, 6. biomaterials ar adhézijas
intensitati 0,05 £ SD 0,008 KVV/mmZ, 9. biomaterials ar adhé&zijas intensitati 0,0042 + SD
0,0017 KVV/mm? un 10. biomaterials ar adh&zijas intensitati 0,0056 + SD 0,001 KVV/mmZ,
bet vislielako adhéziju uzradija 1. biomateriala virsma ar adh&zijas intensitati 0,34 = SD 0,09
KVV/mm? (4.9. tabula, 4.24. attéls).

Kopuma var secinat, ka miisu pétijumi paradija TiO,/HAp kompozitmaterialu zemo
sp&ju piesaistit eksperimenta izmantotas bakterijas, ka arT pagatavosanas tehnologijas nozimi
mingto biomaterialu gadijuma, proti, biomateriali, kuri tika apdedzinati 1200 °C, mazak

piesaista P. aeruginosa.
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S. epidermidis un P. aeruginosa adhézijas intensitate uz TiO,/HAp
kompozitmateriilu virsmas KVV/mm? péc 2 h ekspozicijas 37 °C (p < 0,05)

4.9. tabula

Adhézijas intensitate, K\VV/mm?
§ S. epidermidis P. aeruginosa
@
S 10" 10° 10° 10" 107 10°
1. Nenovaro™ 0,03 0,08 0,003 0,08 0,34
+0,0008 +0,017 + 0,007 + 0,0009 + 0,09
2. 0,0027 0,006 0,06 Nenovero 0,009 0,12
+ 0,0008 + 0,0008 + 0,011 + 0,008 +0,014
3. 0,003 0,009 0,093 Nenovaro Nenovaro 0,0055
+0,0008 +0,0008 +0,01 + 0,008
4, 0,003 0,009 0,14 0,001 0,0013 0,06
+ 0,001 + 0,0008 + 0,0008 + 0,00001 + 0,0008 + 0,016
5. nenovero 0,008 0,07 nenovero Nnenovero 0,103
+0,0008 + 0,008 + 0,001
6. nenovero 0,002 0,018 Nenovero nenovero 0,05
+ 0,0008 + 0,0008 + 0,008
[£ nenovero 0,003 0,07 nenovero Nnenovero 0,036
+ 0,001 + 0,008 + 0,001
8. Nenovaro 0,005 0,13 Nenovaro 0,0016 0,064
+ 0,001 + 0,008 + 0,0008 + 0,0008
9. nenovero 0,004 0,07 nenovero Nenovero 0,0042
+0,0008 + 0,008 +0,0017
10. nenovero 0,014 0,09 Nenovero nenovero 0,0056
+ 0,0008 +0,01 + 0,001
* Adhéziju nenovero.
1000 °C KVV/mm? 1200 °C
2
KVV/mm 014 .10
0,14 01 |
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4.23. attels. S. epidermidis adhézijas intensitate uz paraugu virsmam, kas iegiiti,
termiski apstradajot: a) 1000 °C un b) 1200 °C temperatiira (p < 0,05)
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4.24. attels. P. aeruginosa adhézijas intensitate uz paraugu virsmam,
kas iegiiti, termiski apstradajot:
a) 1000 °C un b) 1200 °C temperatiira (p < 0,05)

4.2.4. In vitro S. epidermidis un P. aeruginosa kolonizacijas izvertéjums uz
TiO2/HAp kompozitmaterialu virsmas

Bakteriju kolonizacijas intensitate uz pétijuma izmantotajiem kompozitmaterialiem ir
loti dazada. Loti maza kolonizacijas intensitate tika novérota uz HAp materiala, Kkas
apdedzinats 1000 °C temperatiira, bet loti liela — uz HAp materiala, kas apdedzinats 1200 °C.
Dazada kolonizacijas intensitate bija uz materialiem ar dazadu HAp un TiO; sastavu un
pagatavoS$anas tehnologiju.

Uz 1. biomateriala, kur§ saturgja 100% HAp un bija apdedzinats 1000 °C, S.
epidermidis un P. aeruginosa kolonizacijas intensitate batiski atSkiras. S. epidermidis vidéja
kolonizacijas intensitate bija 1,6 + SD 0,1 KVV/mm? savukart P. aeruginosa vidgja
kolonizacijas intensitate bija 627 + 2,44 KVV/mm? S. epidermidis maksimala intensitate
sasniedza 1,7 KVV/mm? un minimala intensitate bija 1,4 KVV/mm? P. aeruginosa
maksimala intensitate bija 630 KVV/mm? un minimala kolonizacijas intensitate bija 624
KVV/mm?,

Lidz ar to misu pétijuma tika pieradits, ka, lai gan uz TiOx/HAp kompozitmaterialu

virsmas stafilokoki piesaistas nedaudz labak neka P. aeruginosa, tomér kopuma biomateriala
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virsma nav labvéliga ne stafilokoku, ne pseidomonu kolonizacijai, kas lautu 1. biomaterialu
uzskatit par “mikrobiologiski drosaku” praktiskam pielietojumam medicina.

P&étot 2. biomaterialu, kura sastava ietilpa 50% HAp un 50% TiO, un kur$ bija
apdedzinats 1000 °C, atklajam, ka S. epidermidis vid&ja kolonizacijas intensitate bija 2168 =
SD 21,1 KVV/mm?, maksimala — 2198 KVV/mm? un minimala — 2148 KVV/mm?. Savukart
uz 2. biomateriala P. aeruginosa vidgéja kolonizacijas intensitate bija mazaka neka
S. epidermidis — 487 + SD 16,3 KVV/mm? maksimala — 507 KVV/mm? un minimala —
467 KVV/mm?,

Zemaka P. aeruginosa kolonizacijas intensitate bija novérojama uz 3. biomateriala, kas
sastavéja no 80% HAp un 20% TiO, un bija apdedzinats 1000 °C, ta bija 61 + SD 2,94
KVV/mm?2. Maksimala kolonizacijas intensitate uz § biomateriala virsmas bija 65 K\VV/mm?,
bet minimala — 58 KVV/mm? Tikmér S. epidermidis vidgja kolonizacijas intensitate bija
ievérojami augstaka — 10109 + SD 14,14 KVV/mmZ, maksimala — 10129 KVV/mm? un
minimala — 10099 KVV/mm?.

Uz 4. biomateriala, kas satur§ja 100% TiO, un bija apdedzinats 1000 °C,
S. epidermidis vidgja kolonizacijas intensitate bija 13223 + SD 23 KVV/mm?, maksimala —
13252 KVV/mm? un minimala — 13196 KVV/mm?. Savukart uz 4. biomateriala saglabajas
zema P. aeruginosa vidgja kolonizacijas intensitate — 356 + SD 2,7 KVV/mm?, maksimala
bija 364 KVV/mm?un minimala — 258 KVV/mm?.

Vidgja kolonizacijas intensitate uz 5. biomateriala, kura sastava parsvara bija TiO, un
kurs bija apdedzinats 1000 °C, ar S. epidermidis bija 13607 + SD 6,4 KVV/mm?, maksimala —
13613 KVV/mm? un minimala — 13598 KVV/mm?. P. aeruginosa vidgja kolonizacijas
intensitate uz 5. biomateriala ir zema — 270 + SD 4,96 KVV/mm? maksimala bija 275
KVV/mm?un minimala — 264 KVV/mm?.

Uz 6. biomateriala (100% TiO, — apdedzinats 1200 °C) S. epidermidis vidgja
kolonizacijas intensitate bija 3591 + SD 18,2 KVV/mm? maksimala — 3611 KVV/mm? un
minimala — 3571 KVV/mm?, bet P. aeruginosa vidéja kolonizacijas intensitate bija 1044 +
SD 9,27 KVV/mm?, maksimala — 1052 KVV/mm? un minimala — 1031 KVV/mm?®.

Augstaka P. aeruginosa kolonizacijas intensitate tiek novérota uz 7. biomateriala (20%
HAPp un 80% TiO, — apdedzinats 1200 °C) — vidgji 1266 + SD 7,4 KVV/mm?, maksimala
kolonizacijas intensitate bija 1276 KVV/mm? un minimala — 1258 KVV/mm? Uz &
biomateriala S. epidermidis vid&ja kolonizacijas intensitate bija 4459 + SD 18,1 KVV/mm?,
maksimala — 4480 KVV/mm?un minimala — 4436 KVV/mm?,

Uz 8. biomateriala, kas parsvara sastavéja no HAp un bija apdedzinats 1200 °C,

S. epidermidis videja kolonizacijas intensitate bija 5839 + SD 9,7 KVV/mm? maksimala
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intensitate bija 5847 KVV/mm? un minimala — 5826 KVV/mm?. P. aeruginosa vidgja
kolonizacijas intensitate bija 476 + SD 8,6 KVV/mm? maksimala — 487 KVV/mm? un
minimala — 466 KVV/mmZ.

Uz 9. biomateriala, kur HAp un TiO; bija vienada daudzuma un kur$ bija apdedzinats
1200 °C, S. epidermidis vidgja kolonizacijas intensitate bija 5362 + SD 19,4 KVV/mm?,
maksimala — 5383 KVV/mm? un minimala — 5345 KVV/mm? P. aeruginosa vidgja
kolonizacijas intensitate bija 780 + SD 11,9 KVV/mm?, maksimala — 794 KVV/mm? un
minimala — 465 KVV/mm?.

Augstaka S. epidermidis vid&ja kolonizacijas intensitate tika novérota uz 10. bio-
materiala (100% HAp — apdedzinats 1200 °C) — 18652 + SD 42 KVV/mm?, maksimala
kolonizacijas intensitate bija 18701 KVV/mm? un minimala — 18598 KVV/mm?. Savukart
P. aeruginosa vidgja kolonizacijas intensitate uz 10. biomateriala ar7 bija visaugstaka — 1677
+ SD 2,44 KVV/mm?, maksimala kolonizacijas intensitate bija 1680 KVV/mm? un minimala
— 1675 KVV/mm? (4.25. attéls).

KVV/imm? ' KVV/mm?
§200 2
e LT 6300
'Jlll il
=38 o5& ;:::: L o L =
$ :,S S r\§° ‘ §° § S
g £ é
S.epidermidis P. aeruginosa
a) b)

4.25. attéls. S. epidermidis un P. aeruginosa kolonizacijas intensitate uz
TiO,/HAp kompozitmaterialu paraugu virsmam, kuri iegiiti,
termiski apstradajot: a) 1000 °C un b) 1200 °C temperatara (p < 0,05)

4.2.5. Hidroksiapatita (TiO,/HAp) kompozitmaterialu izmekléSanas
ar skenéjoso elektronmikroskopiju rezultati

Analizgjot skengjosas elektronmikroskopijas (SEM) attelus, tika konstatéts, ka uz
1. biomateriala virsmas gandriz nenovéro S. epidermidis, bet uz pargjiem 1000 °C

apdedzinatajiem kompozitmaterialiem S. epidermidis neveido raksturigu biofilmu, kolonizgjot
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materiala virsmu izklaidus koloniju veida (4.26., 4.28., 4.29. att¢ls). Novérojam minimalu
glikokaliksa veidoSanos, kas vairak satur&ja kopa baktériju $tinas, nevis parklaja koloniju, ka
tas bija stikla keramikas materialu gadijuma.

Retas S. epidermidis veidotas kolonijas tika novérotas uz 100% TiO, saturoSa bio-
materiala, kas bija apdedzinats 1200 °C temperatiira (4.31. attéls). Nenovéroja tadu koloniju
un biofilmu veidosanos, ko klatu glikokalikss. Lidzigi ka S. epidermidis, arT P. aeruginosa
pétijuma izmantoto kompozitmaterialu virsma neveidoja biofilmu, bet kolonizgja to izklaidus
baktériju slanisa veida (4.27. attéls). Atseviskos gadijumos vargja noveérto glikokaliksu, kas
veido matriksu un sasaista bakterijas kolonija (4.30. attéls). Jaatzimé, ka tieSi kolonijas
veidoSanas un tas parklasanas ar glikokaliksu, kas padara koloniju rezistentu pret
antibakterialam vielam un arT saimniekorganisma nespecifiskas rezistences vai iminas

atbildes mehanismiem, ir nozimigs ar implantatiem saistito infekciju patogenézes mehanisms.

£

SEM MAG: 10.00 kx  Vac: Hivac
SEM HV: 7.00 kV WD: 8.1394 mm 10 ym MIRA\ TESCAN g/
Date(m/d/y): 06/13/11 Det: SE Detector Riga Technical University

4.26. attels. S. epidermidis uz 80% HAp un 20% TiO,,
apdedzinata 1200 °C, virsmas
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SEM HV: 7.00 kV WD: 8.6177 mm 50 pm MIRA\ TESCAN gy’
Date(m/d/y): 06/10/11 Det: SE Detector Riga Technical University

4.27. attéls. P. aeruginosa uz 50% HAp un 50% TiO,,
apdedzinata 1200 °C, virsmas

v

* A O R I,

SEM MAG: 10.00 kx :

SEM HV: 7.00 kV WD: 8.4057 mm 10 pm MIRA\ TESCAN g/
Date(m/d/y): 06/13/11 Det: SE Detector Riga Technical University

4.28. attéls. S. epidermidis baktériju kolonijas uz 100% TiO»,
apdedzinata 1000 °C, virsmas
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SEM MA
SEM HV: 7.00 kV WD: 8.4057 mm 20 um MIRA\ TESCAN g/
Date(m/d/y): 06/13/11 Det. SE Detector Riga Technical University

4.29. attels. S. epidermidis bakteriju kolonijas uz 100% TiO,,
apdedzinata 1000 °C, virsmas

< ’ Y .. . &2
SEM MAG: 10.00 kx ~ Vac: HiVac
SEM HV: 7.00 kV WD: 8.4057 mm 10 ym MIRA\ TESCAN g/’
Date(m/d/y): 06/13/11 Det: SE Detector Riga Technical University

4.30. attéls. S. epidermidis bakteriju kolonijas uz 100% TiO,,
apdedzinata 1000 °C, virsmas
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SEM MAG: 10.00 kx  Vac: Hivac
SEM HV: 7.00 kV WD: 9.1648 mm 10 ym MIRA\ TESCAN g/
Date(m/d/y): 06/13/11 Det: SE Detector Riga Technical University

4.31. attels. S. epidermidis retas bakterijas uz 100% TiO,,
apdedzinata 1200 °C, virsmas

4.3. Baktériju adhézijas un kolonizacijas intensitate in vitro
sintetisko kalcija fosfatu biomaterialu virsma

4.3.1. Bakteriju adhezijas intensitate uz sintéetisko
kalcija fosfatu biomaterialu virsmas

Pétijuma izmantojam hidroksiapatita un trikalcijfosfata (HAp/TCP) biomaterialu
paraugus ar §adam abu komponentu attiecibam: 100/0, 90/10, 60/40, 50/50 un 0/100. Paraugi
tika iegtti, vai nu mehaniski samaisot HAp un TCP (A metode, A paraugi), vai arT maksligi
sintez&jot apatitu bez kalcija (B metode, B paraugi). P&tfjuma rezultati atspoguloti
4.10. tabula.

P. aeruginosa adhézijas process sakas uz paraugiem, kuri bija inkubéti pétijjuma
izmantoto mikroorganismu koncentracija 10 KVV/mI/2h/37°C, un tikai uz viena parauga
(HAp/TCP (100/0) netika novérota adhé&zija. S. epidermidis adhézija 10 KVV/ml/2h/37°C
ekspozicija tika novérota tikai uz trijiem paraugiem — uz HAp/TCP (0/100), HAp/TCP
(50/50) B parauga un HAp/TCP (50/50) A parauga. Savukart par&jo paraugu virsma bakterijas

nesaistija.
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10? KVV/mI/2h/37°C ekspozicija S. epidermidis uz HAp/TCP (100/0) virsmas adhézija
netika novérota. Bet zemaka adh&zijas intensitate bija uz HAp/TCP (90/10) A parauga — 0,014
+ SD 0,0005 KVV/mm?, maksimala adh@zijas intensitate bija 0,017 KVV/mm? un minimala —
0,014 KVV/mm? Adhézijas intensitates amplitida — 0,003 KVV/mm? Uz pargjiem
biomaterialu paraugiem novéroja lidzigu adh&zijas intensitates pakapi.

P. aeruginosa zemaka adhézijas intensitate 10° K\VV/ml/2h/37°C ekspozicija bija uz
HAp/TCP (90/10), kas iegiits péc A un B metodes. Adh&zijas vid&ja intensitate HAp/TCP
(90/10) A paraugam bija 0,028 + SD 0,0002 KVV/mm? maksimala adhézijas intensitate —
0,032 KVV/mm® un minimala intensitate — 0,025 KVV /mm?® Adhézijas intensitates
amplitida 0,007 KVV/mm?. Videja adhézijas videja intensitite HAp/TCP (90/10) B
paraugam bija 0,028 + SD 0,00015 KVV/mm? maksimala intensitate — 0,033 KVV/mm? un
minimala intensitate — 0,023 KVV/mm?. Adhézijas intensitates amplitida — 0,01 KVV/m m?2.
Uz pargjiem izmekl&jamajiem paraugiem P. aeruginosa adhézijas intensitate tika novérota
vienadi augsta.

Palielinot baktériju koncentraciju lidz 10° KVV/ml, péc 2 h / 37°C inkub&sanas
augstaka P. aeruginosa adh&zijas intensitate tika novérota uz HAp/TCP (0/100) biomateriala
~ 1,127 + SD 0,005 KVV/mm?, maksimala adh@zijas intensitate bija 1,33 KVV/mm? un
minimala — 1,12 KVV/mmZ. Adhezijas intensitates amplitida — 0,21 KVV/mm?. Zemako
adhézijas intensitati P. aeruginosa 10° KVV/mI/2h/37°C ekspozicija uzrada uz HAp/TCP
(100/0) — 0,704 + SD 0,002 KVV/mm? maksimala intensitate bija 0,706 KVV/mm? un
minimala — 0,703 KVV/ mm?. Adhézijas intensitates amplitida — 0,003 KVV/m m?.

S. epidermidis koncentracija 10° KVV/mI/2h/37°C uz visiem biomaterialu paraugiem
uzrada daudz zemaku adh&zijas intensitati neka P. aeruginosa. Zemaka S. epidermidis
adhézijas intensitate bija uz HAp/TCP (100/0) — 0,028 + SD 0,0015 KVV/mm? maksimala
intensitate — 0,03 KVV/mm? un minimala — 0,025 KVV/mm?® Adhézijas intensitates
amplitada — 0,005 KVV/ mm?.

Augstaka S. epidermidis adhgzijas intensitate 103 KVV/mI/2h/37°C ekspozicija bija uz
HAp/TCP (0/100) — 0,084 + SD 0,002 KVV/mm?, maksimala intensitate — 0,086 KVV/mm?
un minimala — 0,082 KVV/ mm?. Adhégzijas intensitates amplitida — 0,004 KVV/ mm?.

Lidz ar to pétijuma rezultati paradija, ka test€Sana izmantotie Ca fosfatu saturoSie
biomaterialu paraugi nedaudz labak piesaista P. aeruginosa neka S. epidermidis. Kopuma
adh&zija pie pétitajiem biomaterialiem nebija liela, bet pie materialiem ar lielaku
trikalcijfosfata piedevu gan S. epidermidis, gan P. aeruginosa piesaistas un to virsmu

kolonizg vairak. Savukart pagatavoSnas tehnologija lielu ietekmi uz adh&ziju neatstaj.
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4.10. tabula

S. epidermidis un P. aeruginosa adhézijas intensitate uz Hap un TCP saturo$u biomaterialu
virsmas KVV/mm? pec ekspozicijas 37 °C 2h (p < 0,05)

Adhézijas intensitate, KVV/mm?®

Biomaterials Meiode S. epidermidis P. aeruginosa

10 10° 10° 10 10 10°
HAPITCP (10010 | - ldooms| | <ooos | 0002
HAp/TCP (90/10) A N i%%%)dtf)S i%%A(szm i%%](-)%G ioé(,)cz)gz ioc')?ggz
HAP/TCP (60/40) |~ A - i(()),,%%817 ioé(,)ggz i%%ZOSJ.S ioéc,)ggz io(,)?ég5
HAP/TCP (50/50) | A j:%,(())](-)%5 i%%%ie ioé(,)ggz i%,%20813 i%,(())d(r)zﬂ 13%705
HAPITCP(00) | B |~ | Goors | < o0t | = 00005 | 00015 | 0,002
HAP/TCP (60/40) | B - :l:%,%20813 ioé(,)ggz i%,%20813 i%,(())ﬁs 106?385
HAITCP (S050) | B | 0005 | 10,0015 | = 00021 | ~0002 | £00016 | + 0005
HAPITCP (0/100) 00005 | = 00012 | 0002 | £0.0015 | +00016 | - 01005

* A metode — biomaterials iegits, mehaniski samaisot HAp un TCP. B metode — biomaterials iegtits, maksligi
sintez&jot apatitu bez kalcija.
** Adh&ziju nenovero.

4.3.2. Bakteriju kolonizacijas intensitate uz sintetisko
kalcija fosfatu saturoso biomaterialu virsmas

Kolonizacijas intensitate uz bifaziskiem biomaterialiem, kuri iegiiti péc B metodes
(kalcinésana un sakepinasana no mehaniski samaisitiem apatitiem ar Ca/P attiecibu no 1,5—
1,67), ir nedaudz augstaka neka uz biomaterialiem, kas iegiiti péc A metodes (kalcija deficita
apatitu kalcingSana un sinteréSana — sakepinasana). P. aeruginosa kolonizacijas intensitate uz
tiem paSiem biomaterialu paraugiem ir augstaka neka S. epidermidis.

Péc A un B metodes iegitajiem paraugiem zemaka S. epidermidis kolonizacijas
intensitate bija uz HAp/TCP (90/10, A metode) — 26 + SD 2,8 KVV/mm? maksimala
intensitate — 28 KVV/mm? un minimala — 22 KVV/mm?. Kolonizacijas intensitates amplitida
— 6 KVV/mm?% Uz HAp/TCP (90/10, B metode) kolonizécijas intensitate bija 30 + SD 2,5
KVV/mm?, maksimala intensitate — 28 KVV/mm? un minimala intensitate — 22 KVV/mm?,
Kolonizacijas intensitates amplitida — 6 KVV/mm?. Abu grupu kolonizacijas intensitates
Iimenis statistiski ticami neatSkiras (p > 0,05).

Augstaka S. epidermidis kolonizacijas intensitate bija uz HAp/TCP (50/50, A metode) —

135+ SD 2,5 KVV/mmz, maksimala intensitate — 138 K\VV/mm? un minimala intensitate —
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132 KVV/mm?®. Kolonizacijas intensitates amplitida — 6 KVV/mm? Uz HAp/TCP (50/50,
B metode) kolonizacijas intensitate bija 120 + SD 1,9 KVV/mm?, maksimala kolonizacijas
intensitate — 122 KVV/mm? un minimala — 118 KVV/mm?. Kolonizacijas intensitates
amplituida — 4 KVV/mm? Abu grupu kolonizacijas intensitates Itmenis statistiski ticami
neatskiras (p > 0,05).

P. aeruginosa zemaka un augstaka kolonizacijas intensitate bija novérojama uz tiem
pasiem biomaterialu paraugiem ka S. epidermidis gadijuma.

Zemaka P. aeruginosa kolonizacijas intensitate bija uz HAp/TCP (90/10, A metode) —
48 + SD3,5 KVV/mm?, maksimala intensitate — 53 KVV/mm? un minimala intensitate —
45 KVV/mm? Kolonizacijas intensitates amplitida — 8 KVV/mm?% Uz HAp/TCP (90/10,
B metode) kolonizacijas intensitate bija 50 + SD 2,1 KVV/mm? maksimala intensitate —
52 KVV/mm? un minimala — 47 KVV/mm? Kolonizacijas intensitates amplitida —
5 KVV/mm?). Abu grupu kolonizacijas intensitates limenis statistiski ticami neatSkiras
(p > 0,05).

Augstaka P. aeruginosa kolonizacijas intensitate bija uz HAp/TCP (50/50, A metode) —
210 + SD 2,5 KVV/mm? maksimala intensitite bija 213 KVV/mm’ un minimala —
207 KVV/mmZ. Kolonizacijas intensitates amplitida — 6 KVV/mm?. Uz HAp/TCP (50/50,
B metode) kolonizacijas intensitate bija 200 + SD 2,1 KVV/mm?, maksimala kolonizacijas
intensitate — 203 KVV/mm? un minimala intensitate — 198 KVV/mm?. Kolonizacijas
intensitates amplitida — 5 KVV/mm?. Abu grupu kolonizacijas intensitates Iimenis statistiski

ticami neatskiras (p > 0,05) (4.32. attgls).
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Bakténja
S. epidermidis
4007 P. aeruginosa

300

KVVimm?®

200

100

HAp/TCP (100/0) HAP/TCP (60/40)-
HAP/TCP (901 0)-AHAP/TCP (S0/S0)-AHAP/TCP (60/40)-8 HApP/TCP (0/100)

Biomateridls

4.32. attéls. S. epidermidis un P. aeruginosa kolonizacijas intensitate uz HAp un
TCP saturofu biomaterialu virsmas KVV/mm? péc ekspozicijas 37°C 24 h (p > 0,05)

4.4. Baktériju adhézijas un kolonizacijas intensitate in vitro
hidroksiapatitu un sudrabu (HAp un Ag) saturo$o biomaterialu virsma

4.4.1. Baktériju adhézijas intensitate in vitro HAp un Ag saturo$o
biomaterialu virsma
P&tijuma izmantotajiem Hap un Ag saturoSajiem biomaterialiem pagatavoSanas laika,
lai uzlabotu to antibakterialas ipaSibas, tika pievienots sudraba nitrats noteikta apméra un ar
s$adu atomu attiecibu — Ag/(Ag+Ca) = 0 (HAp); 0,002 (HAp/Agl) un 0,012 (HAp/Ag2).
No dotas biomaterialu partijas p&tijam sadus biomaterialus:
1. HAp (iegits 1000 °C);
2. HAp/AgQL (iegiits 1000 °C);
3. HAp/Ag2 (ieguts 1000 °C);
4. HAp (iegits 1150 °C);
5. HAp/Agl (iegits 1150 °C);
6. HAp/AQ2 (iegiits 1150 °C).
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S. epidermidis un P. aeruginosa adhézija 10 KVV/mI/2h/37°C ekspozicija uz visiem
biomaterialu paraugiem netika noveérota.

P. aeruginosa adhézija 10° KVV/ml/2h/37°C ekspozicija tika novérota tikai uz tiriem
HAp biomaterialiem — bez Ag: uz 1. biomateriala (HAp 1000 °C) adhézijas intensitate bija
0,0120 + SD 0,0050 KVV/mm?, maksimala adhézijas intensitate — 0,0013 KVV/mm? un
minimala adh@zijas intensitate — 0,0011 KVV/mm? uz 4. biomateriala (HAp 1150 °C)
adh&zijas intensitate bija 0,0100 = SD 0,0020 KVV/mmZ, maksimala intensitate — 0,012
KVV/mm? un minimala intensitate — 0,009 K\VV/mm?.

S. epidermidis adhézija 10> KVV/mI/2h/37°C ekspozicija ari tika novérota uz tiriem
Hap biomaterialiem — bez Ag. Augstaka adh&zijas intensitate no Siem paraugiem bija uz
1. biomateriala (HAp 1000 °C) — 0,0190 + SD 0,0050 KVV/mm?, maksimala intensitate bija
0,022 KVV/mm? un minimala intensitite — 0,017 KVV/mm’. Savukart S. epidermidis
adhézija uz Ag saturoSiem paraugiem tika novérota tikai uz paraugiem, kas apstradati
1000 °C, bet uz paraugiem, kas saturéja Ag un bija apstradati 1150 °C, adh&ziju nenovéroja.
Uz 2. biomateriala (HAp/Agl 1000 °C) adhézijas intensitate bija 0,0120 + SD 0,0008
KVV/mm?, maksimala adhézijas intensitate — 0,0013 KVV/mm? un minimala intensitate —
0,0011 KVV/mm?. Uz 3. biomateriala (HAp/Ag2 1150 °C) adhézijas intensitate bija par pusi
mazaka — 0,0060 = SD 0,0002 KVV/mm?, maksimala intensitate — 0,007 KVV/mm? un
minimala - 0,005 KVV/mm?,

S. epidermidis adhéziju 10° KVV/mI/2h/37°C ekspozicija novéroja uz visiem
biomaterialu paraugiem. Vislielako adh@zijas intensitati novéroja uz 1. biomateriala (HAp
1000 °C): adhézijas intensitate bija 0,0910 + SD 0,0026 KVV/mm?, maksimala intensitate —
0,094 KVV/mm? un minimald intensitite — 0,089 KVV/mm? Savukart vismaziko
S. epidermidis adh&zijas intensitati novéroja Uz 6. biomateriala (HAp/Ag2 1150 °C): adhézijas
intensitate bija 0,0050 + SD 0,0002 KVV/mmZ, maksimala intensitate — 0,006 KVV /mm? un
minimala intensitate — 0,004 KVV/mm?.

Savukart P. aeruginosa adhézijas intensitate 10° KVV/mI/2h/37°C ekspozicija tika
noverota tikal uz 4. biomateriala parauga, un ta bija augstaka neka S. epidermidis adhézijas
intensitate. Adh&zija netika novérota uz 5. un 6. biomateriala — uz HAp, kas saturgja Ag un
bija apstradati 1150 °C. Augstaka P. aeruginosa adhézijas intensitate 10° KVV/ml/2h/37°C
ekspozicija notika uz 1. biomateriala (HAp 1000 °C): adh&zijas intensitate bija 0,3760 + SD
0,0350 KVV/mm?, maksimala intensitate bija 0,38 KVV/mm? un minimald intensitate —
0,37 KVV/mm?. Zemaka P. aeruginosa adhézijas intensitate bija uz 4. biomateriala (HAp
1150 °C): adhézijas intensitate bija 0,0700 + SD 0,0050 KVV/mmZ, maksimala intensitate —
0,08 KVV/mm? un minimala intensitate — 0,065 KVV/mm? (4.11. tabula).
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4.11. tabula

S. epidermidis un P. aeruginosa adhézijas intensitate uz HAp un Ag saturoSu biomaterialu
virsmas KVV/mm? péc ekspozicijas 37 °C 2 h (p > 0,05)

Adhézijas intensitate, KVV/mm?
Biomaterials S. epidermidis P. aeruginosa
10! 102 10° 10! 102 10°

HAp Nenovaro*® 0,0190 0,0910 Nenovero 0,0120 0,3760
1000 °C v +0,0050 | =+0,0026 v +0,0050 | +0,0350
HAD/Ag] Nenovero 0,0120 0,0480 Nenovero Nenovero 0,2730
1000 °C + 0,0050 +0,0016 +0,0300
HAD/AG2 Nenovero 0,0060 0,0180 Nenoveéro Nenoveéro 0,2420
1000 °C + 0,0002 + 0,0060 + 0,0300
HAp Nenovero 0,0050 0,0350 Nenovero 0,0100 0,0700
1150 °C v +0,0002 | +0,0018 v +0,0020 | +0,0050
HAp/Agl - Adhéziju 0,0150 _ _ _
1150 °C Nenovéro HENOVETo + 00050 Nenovero Nenovero Nenovero
HAp/Ag2 - Adhéziju 0,0050 _ _ _
1150 °C Nenoveéro HeNOVEro +0,0002 Nenovero Nenovero Nenoveéro

* Adh@ziju nenovero.

Izmantojot neatkarigo izlaSu T testu eksperimenta rezultatu apstrade, lai izvertétu
S. epidermidis adh&zijas intensitati, tika secinats, ka HAp/Agl 1000 °C un HAp/Ag2 1150 °C
ta statistiski ticami neatskiras (p > 0,05).

P. aeruginosa gadijuma, izmantojot neatkarigo izlaSu T testu, tika secinats, ka
HAp/Agl 1000 °C un HAp/Ag2 1150 °C biomaterialiem pseidomonu adh&zijas intensitate
statistiski ticami neatskiras (p = 0,06).

Lidz ar to iegutie rezultati lieck domat, ka sinteréSanas-sakepinasanas temperatura, kas
bija izmantota biomaterialu partijas testeSana, bitiski neietekmé adh@zijas intensitati.
Savukart Ag ka antibakteriala agenta piclietoSana vispar nopietni kavéja baktériju

piesaistiSanos pie petijuma izmantotajiem paraugiem.

4.4.2. Bakteriju kolonizacijas intensitate in vitro
HAp un Ag saturo$o biomaterialu virsma

Petot kolonizacijas intensitati uz HAp un Ag saturoSiem biomaterialiem, konstatgjam,
ka visvajak So biomaterialu paraugu virsma tiek koloniz&ta gadijumos, kad sinteréSanas-
sakepinasanas temperatiira bija 1150 °C (4.12. tabula un 4.33., 4.34., 4.36., 4.37. attgls). Ari
uz Ag nesaturo$o HAp biomaterialu virsmas, kuru sakepinasanas temperattra bija 1150 °C,
S. epidermidis kolonizacija nebija tik ievérojama ka uz HAp, kas tika sakepinati 1000 °C.
P. aeruginosa kolonizacijas intensitati uz bezsudraba HAp virsmas sakepinasanas temperatiira

nebija seviski ietekméjusi — ta bija samera augsta.
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Izmantojot SEM, tika atrasts, ka P. aeruginosa uz 1000 °C temperatiira sakepinata
biomateriala aug homogéna slana veida, ko neklaj glikokalikss (4.38. attgls).

Tapat ari SEM analizg tika novérots, ka S. epidermidis uz biomaterialiem, kuru sastava
nebija Ag, veidoja blivas kolonijas. Dazas no tas veidojosam stafilokoku Stinam bija
sasaistitas ar glikokaliksa pavedieniem. Uz biomaterialiem, kuru sastava bija Ag, stafilokoki
veidoja retas kolonijas bez glikokaliksa klatbiitnes. Izteikti retu stafilokoku kolonizaciju
novéroja uz biomaterialiem, kuru sakepinaSanas temperatiira pagatavosanas procesa bija

1150 °C (4.35. attzls).

4.12. tabula

S. epidermidis un P. aeruginosa kolonizacijas intensitate uz HAp un Ag saturoS$u biomaterialu
virsmas KVV/mm? péc ekspozicijas 37 °C 24 h (p < 0,05)

Kolonizacijas intensitate, K\VV/mm?®

Biomaterials S. epidermidis P. aeruginosa

10 10° 10° 10" 10° 10°
Hap/Agl/ 15689 22558 35488 19393 24242 38181
1000 °C + 57 + 152 + 178 + 88 + 90 +122
Hap/Ag2/ 12366 18996 23859 18181 19112 24442
1000 °C +93 + 102 + 126 +79 +90 +110
Hap/bez Ag/ 49562 50424 123232 44776 54726 139303
1000 °C + 183 + 195 + 361 + 177 + 156 + 353
Hap/Agl/ 41+22 65+ 3,1 66+ 2,0 4975 9340 9600
1150 °C + 50 +91 + 88
Hap/Ag2/ 57+28 61+29 71+19 12+0,9 14+ 0,86 23+1,0
1150 °C
Hap/ bez 161+9,3 546 + 12 898 + 21 30303 36363 49090
Ag/ +112 +101 +119
1150 °C
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KVV/mm?

KVV/mm?
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100000
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0

BHAp/Agl/ 1000 °C

— | mHAp/ Ag2/ 1000 °C

OHAp/ bez Ag/ 1000 °C

10 KvV/ml 100 1000
KVvV/ml KVV/ml

4.33. attéls. S. epidermidis kolonizacijas intensitate uz Hap un Ag
saturo$u biomaterialu (sakepinasanas temperatira 1000 °C) virsmas

900
800
700
600
500
400
300
200
100

0

KVV/mm? pec ekspozicijas 37 °C 24 h (p < 0,05)

— BHAp/ Agl/ 1150 °C

mHAp/Ag2/ 1150 °C

OHAp/ bez Ag/ 1150 °C

Iz 1z 1

10 KvVv/ml 100 1000
KVvViml KVvV/iml

4.34. attels. S. epidermidis kolonizacijas intensitate uz HAp un Ag
saturo$u biomaterialu (sakepinasanas temperatiira 1150 °C) virsmas

KVV/mm? pec ekspozicijas 37 °C 24 h (p < 0,05)
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4.35. attels. S. epidermidis kolonizacijas intensitate uz HAp un Ag saturosu
biomaterialu virsmas

140000
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[m] o
80000 HAp/ Agl/ 1000 °C

60000 BHAp/ Ag2/ 1000 °C
40000

20000

OHAp/ bez Ag/ 1000 °C

0
10 100 1000
KvVviml  KvV/iml  KVvV/ml

4.36. attels. P. aeruginosa kolonizacijas intensitate uz HAp un Ag
saturo$u biomaterialu (sakepinasanas temperatiira 1000 °C) virsmas
KVV/mm? péc ekspozicijas 37 °C 24 h (p < 0,05)
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4.37. attels. P. aeruginosa kolonizacijas intensitate uz HAp un Ag
saturoS$u biomaterialu (sakepinasanas temperatiira 1150 °C) virsmas
KVV/mm? péc ekspozicijas 37 °C 24 h (p < 0,05)

HAp HAp
1000°C 1150°C

10!

102

103

4.38. attéls. P. aeruginosa kolonizacijas intensitate uz HAp un Ag saturosu

biomaterialu virsmas




5. DISKUSIJA

Implantacija izmantojamiem biomaterialiem piemit reaktogenitate — sp&ja izraisit
dazadas intensitates makroorganisma atbildes reakciju (Skagers, 2011; Cunyykuii, Bempa,
2001; Berzina, 1989). Pati atbildes reakcija pec kvalitativam pazimém vienmér ir vienada —
iekaisums un sveskermena ierobezosSana ar saistaudu kapsulu, ja nav iesp&jams to degradét vai
izstumt lauka (Skagers, 2011; Cnyyxui, Bempa, 2001). Reaktogenitati var korigét daudzi
faktori, pieméram, biomateriala strukttra (Bridges, Garcia, 2008), makroorganisma ipasSibas
(Anderson et al., 2008; Bridges, Garcia, 2008), ka ari “treSais” sp&ks — mikroorganismi
(Renz, 2015; Gregory, 2014; Trampuz, Zimmerli, 2005; James et al., 2001). Lielai dalai
mikroorganismu, Kuri ir cilvéka organisma normalas floras parstavji vai kuru nésataji mes
varam biit, piemit spgja virzities Uz oOrganisma implantetiem maksligiem objektiem,
piesaistities pie tiem (adh&zija) un tos kolonizét, izveidojot ar glikokaliksu klatu koloniju
(Biittner et al., 2015; Renz, 2015; Gregory, 2014; Anderson, 2008; Trampuz, Zimmerli, 2005;
James et al., 2001).

Misu zinatniskaja darba galvenais pétijumu objekts bija tieSi miné&tais “tresais” speks
jeb mikroorganismi un to saistiba un ietekme uz biomaterialu, lai noteiktu gan to sp&ju
piesaistites (adh&ziju), gan kolonizét biomaterialu, ka ari atsevisku biomaterialu (stikla
keramikas) gadijuma — in vivo modelim izraisit ar biomaterialiem saistitu infekciju.

Ar implantiem saistitas infekcijas ir plaSi atzitas ka vienas no visnopietnakajam un
postosakajam komplikacijam, kas var rasties biomaterialu izmantosanas gadijumos medicinas
praksé (Renz, 2015; Dapunt, 2014; Gregory, 2014; Ando, 2012, 2009; Busscher et al., 2012;
Hidron, 2008; Trampuz, Zimmerli, 2005, James et al., 2001; Atkins, 1998). Pieaug interese un
vajadziba péc tadu implantu biomaterialu izveides, kuriem biitu Samazinata jutiba pret
mikrobu kolonizaciju un ari kavéta biofilmas attistiba (Haenle et al., 2012). Tadel So
patogenétisko mehanismu ietekmes mazinasanai vajag izstradat dazadus in vitro un in vivo
modelus biomaterialu prekliniskai noveértéSanai un testéSanai (lwakura et al., 2014).
Pasreizgjas tehnologijas nodro$ina $os pétijjumus ar plasu kvalitativo un kvantitativo metozu
izveli, lai precizi varétu novertét biomaterialu biologisko aktivitati un pretmikrobo iedarbibu
(Dapunt, 2014; Belcarz, 2010). Sos testus parasti veic, izmantojot speciali §im nolikam
izraudzitu references bakteriju tirkultiiru — testa vai standarta celmu. P&tijumiem jaizvélas tadi
testmikrobu celmi, kuri var pildit kliiski nozimigu infekciju ierosinataju funkciju (Renz,
2015; Gregory, 2014). Pareiza references celmu izvéle prekliniskajos testos ir izskirosi
nozimiga, lai vélak no attieciga biomateriala izgatavotu un tad medicinas praks¢ izmantotu

implantu vai citu ierici (Campoccia et al., 2008).
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Misu pétijumam izvélgjamies divus mikroorganismus: grampozitivo koku -
S. epidermidis — un gramnegativo niijinu — P. aeruginosa.

Stafilokoki ir nozimigi ar implantiem saistito infekciju ierosinataji. S. aureus biezi var
izraisit ar biomaterialiem saistitas infekcijas — metalbiomaterialu, kaulu un locitavu, miksto
audu infekcijas, bet S. epidermidis, kas ir adas normalas mikrofloras parstavis, ierosina ari ar
polimériem saistitas implantu infekcijas (Renz, 2015; Gregory, 2014; Harris, Richards,
2006). Stafilokoki ir cilvéka un citu ziditaju adas un glotadu normalaja mikroflora, no
kurienes tie var vai nu tieSas parneses cela, vai hematogéni kontaminét implantétos
biomaterialus. Tapat stafilokokiem piemit svariga ipasSiba — metabolisma rezultata izdalit
glotas, kas parklaj koloniju un veido uz implanta virsmas biofilmu. Parasti stafilokoku veidota
biofilma ir bieza un daudzslapaina, veidota no intracelulara polisaharidu adhezina, kuram ir
galvena nozime biofilmas veidoSanas procesa, turklat tas veicina bakteriju agregaciju un
hemaglutinaciju. Biofilmas sastava esoSais intracelularais polisaharidu adhezins nodroSina
stafilokoku kolonijas aizsardzibu pret saimniekorganisma nespecifiskas rezistences faktoriem,
pieméram, fagocitozi, komplementa sistemu u. c. (Voung et al., 2004). Raugoties uz visu
koagulazes negativo stafilokoku grupu, S. epidermidis saglaba liderpozicijas, tiek izséts no
implantu paraugiem un vispar tiek uzskatits par Joti nozimigu hospitalo (nozokomialo)
infekciju etiologisko agentu, kuram piemit sp&ja veidot ari meticilinrezistentos un pret
daudzam antibiotisko un antimikrobo vielu grupam multirezistentos celmus (Greco et al.,
2015; Kurtz et al., 2010; Harris, Richards, 2006). So S. epidermidis patogengtisko sp&ju
koloniz&t biomaterialus mes arT izmantojam sava p&tijuma.

Par otru testa organismu izvélgjamies P. aeruginosa, kas ir gramnegativa niijina, pieder
pie Pseudomonacae dzimtas. Pseidomonas ir loti plasi izplatitas daba — tas pieder pie augsnes,
tdens, augu un dzivnieku (ieskaitot cilvéku) mikrofloras. Ka lielaka dala normalas
mikrofloras parstavju, arl pseidomonas ir pieskaitamas pie oportiinistiem, kas var izraisit
smagas nozokomialas, hospitalos iegutas, infekcijas, 1pasi imiinsupresétiem pacientiem
(Biswal et al., 2014; Balasubramanian et al., 2013). ASV Nacionalas veselibas apriipes
agentiira P. aeruginosa ir ierindojusi 6. vieta starp infekcijam, kuram ir tendence atkartoties,
2. vieta ka ar maksligo ventiléSanu saistito pneimoniju ierosinataju, 7. vieta ka ar katetriem
saistito bakteriémiju un sepSu ierosinataju (Sharma et al., 2013; Hidron et al., 2008).
Pacientiem ar apdeguma bracém, AIDS un cistiskas fibrozes slimniekiem pseidomonu
izraisitas hospitalas infekcijas nozimigi palielina naves risku (Sharma et al., 2013).

Nedrikst nepieminét ari citu butisku pseidomonu 1ipaSibu — sp&u veidot pret
antibiotiskajam vielam multirezistentus celmus. Rezistence pret antibiotiskam vielam tikai

pieaug, ja minéta bakterija ir izveidojusi biofilmu un ta ir ieslégta ka apvalka eksopolisaharidu
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veidotaja matriksa (Balasubramanian, 2013; Ma, 2009; Lewis, 2007; Mah et al., 2003). St
bakterija sp&j veidot biofilmas uz dazadam dzivam un nedzivam virsmam, piem&ram, uz glotu
korkiem elpcelos cistiskas fibrozes slimniekiem, uz kontaminétiem katetriem, kontaktlécam.
Lidzigi ka stafilokoku gadijuma, arT peidomonas labvéligos apstaklos var veidot daudzslanu,
biezas, sénes atgadinoSas biofilmas ar kanaliem baribas vielu uzpemsanai un metabolo
galaproduktu izvadisanai (Sharma et al., 2013). Lidz ar to P. aeruginosa tiek uzskatita par
labako modelorganismu, lai pétitu un model€tu gramnegativo baktériju veidotas biofilmas
(Sharma et al., 2013).

Savukart, pamatojoties uz iegiitajiem noverojumiem, mikrobiologisko uzs&umu
rezultatiem un SEM ka orientgjosu metodi biomaterialu virsmas kolonizesanas izvertésanai,
domajam, ka loti liela nozime biofilmas veidoSanas patogen&ze ir mikroorganismu adhézijai
un kolonizacijai, kuru intensitati uz biomaterialiem nosaka to virsmas ipasSibas, piemé&ram,
kristaliska vai amorfa faze, ka tas bija miisu p&tijuma.

Biofilmu veidojo$a pamatvieniba ir baktériju mikrokolonija. No nobriedusas biofilmas
sastava 10—15% aiznem baktérijas, kamér glikokalikss sastada ~ 85-90%. Glikokalikss sastav
galvenokart no baktériju producétajiem eksopolisaharidiem, ka ar1 nukleinskabém,
mineralvielam un proteiniem. Glikokalikss kopa ar baktériju §tinam izveido biezu masu, kas
skeng€josa elektronmikroskopa péc formas var atgadinat tornus vai sénes un to augstums var
sasniegt pat vairakus milimetrus (Abd El-Baky, 2012; Dunne, 2002). Ikvienas nozokomialas
infekcijas patogenézé glikokaliksa vislielaka nozime ir bit par evazijas faktoru, jo tas parklaj
mikroorganismu koloniju un pasarga to pret biocidajiem agentiem un makroorganisma
aizsardzibas mehanismiem. Tapat ir noverota atvértu kanalu veidoSanas starp mikro-
kolonijam, kas var pildit primitivas cirkulacijas un drenazas sistémas funkcijas, lai
nodroSinatu biofilmas sastava esoSo mikrokoloniju apgadi ar tideni un baribas vielam, ka ar1
vielmainas galaproduktu izvadi ara no kolonijam (Abd El-Baky, 2012; Ma, 2009; Ryder,
2007; Dunne, 2002). In vivo apstaklos un argja vidé biofilmas parasti sastav no vairaku sugu
baktérijam, kuru kopumam me&dz pievienoties ari sénes, jo $ada gadijuma vienu sugu
sintezetas vielas kalpo par baribas vielu avotu citam sugam. Tapat arT vienas sugas mikrobu
adhézija pie meérka virsmas var nodroSinat citas sugas ar vajadzigajiem, piesaisti
nodroSinosajiem ligandiem. Ari nobriedusa biofilma esoSo baktériju daudzums ir Joti liels —

pat 10°-10° (Abd El-Baky, 2012).
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Tapéc arm miisu petijuma biitiska nozime bija mikroorganismu kolonizacijas izpétei
dazadu biomaterialu virsma, to Ipasibai veidot uz ta ar glikokaliksu parklatas kolonijas, ka arT,
atseviSskos pétfjumos izmantojot SEM metodi, to veidosanas dinamikas un morfologijas
izpétei (Kalab, Yang, Chabot, 2008). SEM izmeklé$anas tehnologija labi vizualizé
glikokaliksa veidoSanos dinamika, ko més ari darjjam miisu pétijuma ar stikla keramikas
biomaterialiem. Sadus biomaterialus gan vél klinika neizmanto, tadé] biitu jaturpina materiala
izp€ta gan in vitro, nosakot dazadu baktériju adh&ziju un kolonizaciju dazadam materiala
modifikacijam, gan in vivo, pétot iekaisuma citokinu produkcijas dinamiku.

Iegttie rezultati lika domat, ka A biomateriala (izejviela un produkts bija kristaliski)
virsmas Tpasibas nav 1pasi labveligas petijjuma izmantoto bakteriju augsanai, kas varétu bt
labs rezultats, ja $ada veida biomaterialu izmantotu implantu gatavosanai. Uz amorfas virsmas
biomaterialiem mé&s novérojam, ka P. aeruginosa neveido tik blivu biofilmu ka uz
kristaliskajiem un, lai art tiek koloniz&ta visa virsma, biofilma ir planaka un nav tik izteikti
klata ar glikokaliksu ka kristaliska B biomateriala gadijuma. Tas liek domat, ka biomateriali
ar amorfaku virsmu nav tik labvéligi bakteriju kolonizacijai ka biomateriali ar kristalisko
virsmu. Pieméram, S. epidermidis kolonizacija uz kristaliska B biomateriala 48 un 72 stundu
laika ir att€lota 14. un 15. att€la, kur labak ir redzama biomateriala virsma, jo stafilokoks to
parklaj retak neka P. aeruginosa, veidodams izklaidus izvietotas kolonijas.

So atskirigo P. aeruginosa un S. epidermidis kolonizacijas raksturu uz pétamajiem
biomaterialiem loti labi var novérot 4.4. un 4.5. attela, kur ka piemers paradits kristaliskais
B biomaterials un kur labi var redz&t P. aeruginosa biofilmas veidoSanas dinamiku uz ta
virsmas: péc 48 stundam vargjam novérot ar glikokaliksu parklatu biofilmu, ko caurvija kanali
un caur kuru veél bija redzama biomateriala kristaliska virsma, bet péc 72 stundam
biomateriala virsmu jau sedza pilnigi kompakta, ar glikokaliksu noklata biofilma. Iegttie
rezultati varétu liecinat, ka C biomateriala (iegiits no amorfas izejvielas, bet produkts bija
kristalisks) pagatavoSanas tehnologija nesamazina baktériju adh&zijas intensitati uz bio-
materialu virsmas.

Pretgji kristaliskajiem biomaterialiem raksturiga amorfa virsma ir redzama 4.10. attéla,
kur paradits D biomaterials, uz kura stafilokoks izteiktakas kolonijas veido tikai vé&lakas
kolonizacijas stadijas — p&c 72 stundam, ka to var redzet 4.11. att€la. Savukart 4.6. un 4.7.
att€la ir paradita P. aeruginosa kolonizacija uz §1 paSa D biomateriala. Runajot par
kodinatajiem biomaterialiem, jaakcentg, ka kodinasanu veica ar mérki uz virsmas samazinat
vieglak $kistoSo amorfo fazi. 4.12. attéla labi redzamas B+ kodinata biomateriala virsmas

atSkiribas, salidzinot ar 4.9. attéla redzamo nekodinato B biomaterialu. Tapat arT var redzét
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4.10. attela amorfa D biomateriala virsmas izmainas, salidzinot ar 4.13. att€lu, kur redzama
D+ kodinata biomateriala virsma.

Tatad ir jadoma, ka biomaterialiem ar izteiktu amorfo fazi piemit lielaka sp&ja piesaistit
pie savas virsmas mikroorganismus, savukart kodinasanas procesa samazinot amorfo fazi uz
biomateriala virsmas, varétu panakt tikai to, ka biomaterials klist mikrobiologiski
“nedrosaks”.

Tapat ar1, analiz§jot att€lus, kas iegiti, izmantojot skengjoso elektronmikroskopu, loti
labi var€ja novérot atSkirigo P. aeruginosa un S. epidermidis kolonizacijas raksturu uz
pétamajiem biomaterialiem. Tika novérots, ka P. aeruginosa bija tendence koloniz&t visu
biomateriala virsmu, veidojot vairak vai mazak biezu biofilmu ar to caurvijoSiem kanaliem.
P&c 72 h kolonizacijas vargja noverot glikokaliksu, kas pilnigi parklaja koloniju, nosedzot ar1
kanalus. P. aeruginosa uzradija ari labaku kolonizacijas tendenci uz kristaliskiem un
kodinatiem biomaterialiem, ja salidzina ar biomaterialiem ar amorfaku virsmu. Turpretim
S. epidermidis kolonizgja, veidojot retas un kompaktas kolonijas, arT uzradot tendenci labak
kolonizgt kristaliskos un kodinatos biomaterialus.

Stikla keramikas biomaterialu gadijuma bija iesp&ams ar biomaterialiem saistito
infekciju modelét, izmantojot ari laboratorijas dzivniekus. Musu pétjjuma in vivo dala
izvelgjamies kontamingt biomateriala paraugus divas koncentracijas — 10? un 10° KVV/ml, jo,
ka radija in vitro testi, baktériju adhézija sakas tieSi Sajas koncentracijas. Minétajai situacijai
varétu pat dot nosaukumu “minimala biomaterialu inficgjosa deva” — péc analogijas ar
minimalo inficgjoso devu daudzu infekcijas slimibu gadijumos. Savukart izveletais in vivo
ekspozicijas laiks, kas bija 2 un 4 ned€las un 3 meénesi, péc daudzu ar biomaterialiem vai
implantiem saistito infekciju pétnieku domam atbilst agrinas implantu infekcijas gadijumam
(Trampuz, Zimmerli, 2005, Jonas et al., 2001). P&tijuma svarigi bija model&t agrinu implantu
infekciju ar eksperimenta izmantotajiem, originali sintez€tajiem biomaterialu paraugiem,
tadéjadi nosakot baktériju kolonizacijas intensitati in vivo apstaklos, ka arl iekaisuma
intensitati, nosakot svarigus iekaisuma citokinus — TNF-a, I1-10 un § defensinu-2.

Biomateriala implantacija ir traumatisks process, ko vél pasliktina tas, ka biomateriala
paraugs ir kontamin€ts ar bakterijam. Rezultata implantacijas vieta sakas pastiprinata
citokinu, pieméram, TNF-a, produkcija, kuru dazi pétnieki iesaka izmantot ka prognostisku
markieri ickaisuma intensitates pé&tiSana (Bottner, 2007). Lidz ar to fakts, ka iekaisuma
citokinu produkcijas intensitate nesak samazinaties aptuveni 7 dienas p&c operacijas
veiksanas, var nozimét, ka ap implantu sak attistities infekcija (Bottner, 2007; Shindo, 2003).

S. epidermidis ka adas normalas mikrofloras parstavis var ierosinat ar implantiem saistitas
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infekcijas, ka arT stimulét B defensina-2 izdali (Sawamura, 2005). TNF-o un P. aeruginosa ari
var stimulét 3-defensina-2 izdali (Gollwitzer, 2013, Lai, 2010).

[1-10 ir iekaisumu supres¢joss citokins, kura darbibas rezultata samazinas TNF-a, 11-6,
II-1 produkcija. II-10 ari veicina citu pretickaisuma citokinu produkciju, kuri samazina
iekaisuma citokinu receptoru ekspresiju uz imtnkompetento $tnu virsmas (Zhang, 2007).
Autori norada, ka I1-10 pat 21 dienu péc operacijas ir izteikti ekspreséts audos ap implantu.
Tapat pétijumos ir pieradits, ka I1-10 maz ietekm& implantéta biomateriala toksicitate, jo gan
toksisko — varu saturoSo — biomaterialu, gan netoksisko — TiO, saturoSo — materialu
gadijumos II-10 dinamika bija Iidziga (Duarte, 2009; Gretzer, 2006; Suska, 2005). Atskiriba
tika noverota tikai tadu paraugu implantacija, kuri bija kontamin&ti ar bakterijam (Duarte,
2009). Lidz ar to TNF-a pétnieki uzskata par labaku prognostisku markieri, kas lauj spriest
par iekaisuma dinamiku (Sun, 2010; Gul, 2010; Schutte, 2009). Pieméram, TNF-a atrade
locitavu Skidruma var liecinat par to, ka sakusies ar implantu saistitas infekcijas attistiba
(Gollwitzer, 2013).

Misu pétijuma TNF-a un II-10 ekspresija audos ap implant€tajiem biomaterialiem
kopuma bija vidgji izteikta kontroles paraugos. kuri netika kontamingti ar bakterijam. Lidzigu
ainu nov&rojam ari biomaterialu paraugos ar S. epidermidis. Visintensivaka gan TNF-a, gan
11-10 ekspresija tika novérota ap paraugiem, kontaminétiem ar P. aeruginosa. Sakara ar to, ka
11-10 piemit sp&ja supresét celularo imiino atbildi, jo dotais citokins sp&j samazinat makrofagu
speju izdalit interleikinu-12, kur§ savukart nepiecieSams celularo imunitati stimulgjosa T
koncentracija ap biomaterialu var noradit gan uz makroorganisma méginajumu samazinat
imiinas sistémas reaktivitati ap implantu, gan ari uz to, ka $ada reakcija var kalpot ka iemesls
oportiinistiskas infekcijas attistibas riskam. (Franz et al., 2011; Higgins et al., 2009).

Pamata ar1 citu autoru pétijumos, kuros gan nebija izmantoti ar bakterijam kontaming&ti
biomateriali, tika novérota iekaisuma citokinu paaugstinasanas — ar dazadu dinamiku, atkariba
no izmantota biomateriala veida. Visi autori norada uz I1-10 paaugstinaSanos, kamér TNF-a
dinamika ir dazada (Jonas et al., 2001; Higgins et al., 2009). Par ar baktérijam koloniz&tu
biomaterialu ietekmi uz B defensinu-2 produkciju literatiira ir maz datu, un tie ir pretrunigi
(Schneider et al., 2005).

Bitu ieteicams, ka lielas kompanijas, kas specializ&jas diagnostisko iericu produkcija,
leteiktu uz imiinfermentativo reakciju vai iminhromatografijas tehniku bazgtus testus vai
eksprestestus ortopé€diem un traumatologiem, lai maksimali atri var€tu diagnostic€t ar

implantiem saistito infekciju attistibu.
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HAp un TiO, kompozitmateriali neuzradija liclu sp&ju piesaistit pétijuma izmantotas
bakterijas. No eksperimentalajiem datiem redzams, ka tiram TiO; ir loti nieciga baktériju
adh@zija, salidzinot ar citiem paraugiem, kas sakrit ar Pavlovas et al. 2011. gada p&tijumiem.
To var izskaidrot ar to, ka TiO, ir hidrofila virsma, bet abu pétijuma izmantoto baktériju
virsmas ir hidrofobas. Ta ka mikroorganismi ar hidrofobam virsmas 1paSibam labak piesaistas
pie hidrofobam materialu virsmam, tad kompozitiem ar lielaku TiO, saturu ir mazaka
adh&zija. Misu pétijuma novérojam, ka S. epidermidis baktérijam ir lielaka sp&ja piesaistities
sintez&tam HAp. Savukart uz paraugu virsmam, kas apdedzinati 1200 °C temperatira, ir
novérojama mazaka adh@zija, jo bakterijam vieglak piesaistities pie porainiem materialiem,
tadeél uz blivakiem paraugiem mikroorganismu adhézijas intensitate ir daudz mazaka, jo
1200 °C temperatira apdedzinatiem paraugiem mikrostruktira ir mazak poraina (Yuehuei,
Friedman, 1998).

Miisu pétijuma izmantotajiem kompozitiem HAp ar 50%TiO, un HAp ar 80%TiO,, kas
apstradati 1200 °C temperatiira, ir vismazaka mikroorganismu adhézija. Turklat
P. aeruginosa bakteriju tendence piesaistities pie kompozitkeramikas virsmam ir mazaka neka
S. epidermidis.

Péc misu eksperimentalajiem datiem redzams, ka P. aeruginosa bakteriju tieksme
kolonizgéties pie paraugu keramikas virsmam ir daudz mazaka neka S. epidermidis. Uz
paraugu virsmam, kas apdedzinati 1200 °C, arl ir noveérojama mazaka mikroorganismu
kolonizacija pazeminatas porainibas dél (Yuehuei, Friedman, 1998). Tadel S. epidermidis
gadijuma kompozitkeramikai, kas sastav no HAp ar 80%TiO,, ir mazaka kolonizacijas
iesp&jamiba 1200 °C temperatiira, bet P. aeruginosa gadijuma tas ir raksturigs visiem
sastaviem pie abam apdedzinasanas temperatiram.

Biomateriali ar antimikrobam piedevam klist aizvien popularaki un nozimigaki.
Sudrabs ir viens no biezakajam piedevam, ko pievieno biomaterialiem, lai nodroSinatu ar
biomaterialiem saistito infekciju profilaksi (Chen et al., 2015, 2007; Costa et al., 2014;
Kankilic et al., 2014; Corag¢a-Huber et al., 2013; Pritchard et al., 2013).

Dazadu autoru pétijumos akcentéti Ag saturosi parklajumi ka jauns un perspektivs
virziens, lai kavétu ar biomaterialiem saistitas infekcijas (Johnson et al., 2012). P&tjjumos ir
pieradits, ka HAp/Ag parklajumi var nodroSinat baktériju adh&zijas un kolonizacijas efekta
samazinasanos pat 10*-10° reizu, noradot, ka §adiem parklajumiem ir antibakterials efekts gan
in vitro, gan in vivo apstaklos. Autori ar iesaka nakotnes pétjjumiem izmantot TiO,/HApP/Ag
parklajumus (Noda et al., 2010; Ando et al., 2009).

Arl viens no misu pétijuma mérkiem bija izvértét HAp biomaterialu, kas tika

piesticinati ar sudrabu, skafoldu antibakteriala efektivitate, tadél tika salidzinati HAp/Ag
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0,2% un HAp/Ag 1,2% paraugi, sinteréti 1000 °C un 1150 °C temperattra.

Atskiribas starp S. epidermidis un P. aeruginosa adh&zijas rezultatiem tika novérotas uz
biomaterialiem, kuriem at$kiras sakepinaSanas temperatira. Uz paraugiem, kuri bija
sakepinati 1000 °C, S. epidermidis adh@zijas process sakas tikai péc 2 h inkubacijas 10
KVV/mI bakteriju koncentracija, bet P. aeruginosa gadijuma — tikai 10° KVV/ml bakteriju
koncentracija. Paraugi, kuri tika sakepinati 1150 °C temperatura, uzradija loti labas
antibakterialas 1pasibas, jo P. aeruginosa kolonizacijas aktivitate tika pilnigi nomakta, bet
S. epidermidis gadijuma ta notika tikai 10° KVV/ml koncentracija un arf bija zema. Nozime
bija arT sudraba koncentracijai — uz paraugiem, kuros Ag koncentracija bija 1,2%, stafilokoku
un pseidomonu kolonizacija bija kavéta.

Ando et al. pétijumos (2012) tika pieradita augsta Hap/Ag parklajumu efektivitate pret
E. coli, S. aureus un meticilinrezistento S. aureus, kavéjot minétajiem mikroorganismiem
veidot biofilmas apstaklos, kuri pietuvinati in vivo apstakliem (modelgjot Skidruma plasmu).
Rezultati paradija HAp/Ag parklajumu sp&ju kavét biofilmas veidosanos un ar biomaterialu
infekciju vistiesaka veida saistitas sp&jas kavésanu. Biofilmas, ka arT adh&zijas un koloni-
zacijas kavéSana ir saistita ar sudraba jonu antimikrobo iedarbibu un plaso antimikrobo
darbibas spektru (Ando et al., 2012).

Petijuma izmantotajiem kalcija fosfatu saturoSajiem biomaterialiem netika pieradita
iegisanas tehnologijas ietekme uz stafilokoku un pseidomonu adh&zijas un kolonizacijas
procesiem — to ietekm&ja biomateriala kimiskais sastavs. legiitais rezultats ar bakt€rijam
sakrita arT ar osteoblastu piesaistiSanas sp&jam uz minétajiem biomaterialiem (Loca et al.,
2013, 2012).

Atskiriba no Ti saturo$ajiem biomaterialiem, P. aeruginosa uz sintétisko kalcija fosfatu
materialu virsmas izrada lielaku adh&zijas un kolonizacijas intensitati. Tapat bakteriju tieksmi
piesaistities pie pétjjuma izmantotajiem materialiem ietekmé to Kkimiskais sastavs —
trikalcijfosfata daudzums. Materialiem ar lielaku trikalcijfosfata piedevu gan S. epidermidis,
gan P. aeruginosa piesaistas un tos kolonizé vairak. Trikalcijfosfata daudzums ietekmé ne
tikai bakteriju, bet arT osteoblastu piesaistiS8anos un proliferaciju, kas tika pieradits Locas un
Romancikovas pétijumos (Loca, Romancikova, 2013).

Pie sintetiskajiem kalcija fosfata biomaterialiem petijjuma izmantotas bakterijas uzradija
sp&ju piesaistities jau zemas un vidéjas ekspozicijas koncentracijas (10 un 10° KVV/ml). Art
citi p&tnieki (Al-Ahmad et al., 2008) apgalvo, ka trikalcijfosfatu saturosiem biomaterialiem
piemit augstas sp&jas piesaistit dazadus grampozitivus un gramnegativus mutes mikrofloras

parstavjus, ka art kandidas séniti, tadéjadi prognozg&jot, ka, izmantojot min&tos materialus, kas
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nav piesiicinati ar antimikrobam vielam, pieméram, mutes kirurgijas vajadzibam, var€tu
palielinat ar biomaterialiem saistitas infekcijas risku.
Peétijums aktualiz€ nepiecieSamibu izstradat ar pretséniSu un antibakterialiem agentiem

piesticinatus trikalcijfosfatu saturoSus materialus, izveértéjot HAp daudzumu tajos.
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=

6. SECINAJUMI

P. aeruginosa adhézijas un kolonizacijas intensitate Uz p&tijuma izmantoto bioma-
terialu virsmas ir ievérojami izteiktaka neka S. epidermidis adh&zija un kolonizacija
in vitro pétijuma.

P. aeruginosa veidota biofilma ir bliva, ar polipveidigiem izaugumiem un kanaliem
starp tiem, savukart S. epidermidis veido kompaktas atseviskas kolonijas biomaterialu
virsma in vitro p&tijjuma.

P&tijuma izmantotajam bakterijam ir zema adherence pie biomaterialiem, kuru sastava
ir HAp un TiO,.

Optimalakais HAp/TiO, kompozitkeramikas sastavs, kad mikroorganismu
kontaminacijas risks ir viszemakais, ir ar 50% un 80% TiO, saturu p&c biomateriala
termiskas apstrades 1200 °C temperatiira.

P. aeruginosa infekcijas gadijuma audos [ defensina-2 produkcija samazinas, vajinot
organisma nespecifisko rezistenci.

Citokinu ekspresija audos ap biomaterialu, kas kontaminéts ar P. aeruginosa, ir
ievérojami izteiktaka neka S. epidermidis kontaminacijas gadijuma.

Citokinu ekspresija samazinas péc 3 ménesu ekspozicijas.
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7. PRAKTISKAS REKOMENDACIJAS

1. Izmantot sonikacijas metodi, lai noteiktu ar implantiem un katetriem saistito infekciju
etiologisko spektru.

2. Biomaterialu prekliniskas izmekl&é$anas mikrobiologiskaja dala biomaterialiem noteikt
baktériju adhézijas un kolonizacijas intensitati gan in vitro, gan in vivo, ka ari

iekaisuma citokinu ekspresiju audos péc implanta eksplantacijas.
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