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SANTRUMPOS

apatiniy galiiniy didZiosios (aukstos) amputacijos, t. y.
amputacijos vir§ ¢iurnos sgnario. Disertacijoje nagri-
néjamos apatiniy galtiniy didziosios amputacijos skirsto-
mos | amputacijas zemiau kelio (blauzdos srityje) ir
amputacijas virs kelio (Slaunies srityje)

biopsija amputacijos vietoje (atvira kaulo biopsija
apatiniy galtiniy didziyjy amputacijy pjuvio vietoje)
biopsija distalin¢je zonoje (perkutaniné kaulo biopsija
distalinéje pazeistoje zonoje, dazniausiai pédoje)
biopsija planuojamoje amputacijos vietoje (kaulo biop-
sija planuojamoje /numanomoje/ amputacijos vietoje
zemiau kelio, tarp pjiivio vietos ir pazeistos zonos)
cukrinis diabetas

C reaktyvinis baltymas

etilendiamintetraacto raigstis

glikuotas hemoglobinas

druskos rugstis

Infectious Diseases Society of America (Amerikos
infekciniy ligy draugija)

International Working Group on the Diabetic Foot
(Tarptautiné diabetinés pédos darbo grupé)

kolonijas formuojantys vienetai mililitre

Lietuvos sveikatos moksly universitetas

masiy spektrometrin¢ analizé

natrio sulfatas

periferiniy arterijy liga

paraformaldehidas

pasikliautinasis intervalas

perkutaniné kaulo biopsija

plazmos nekoaguliuojantys stafilokokai

standartinis nuokrypis

santykiné rizika



IVADAS

Apatiniy galiiniy didziosios amputacijos (AGDA) atliekamos tiek cukri-
niu diabetu (CD) sergantiems, tiek ir nesergantiems pacientams. Pagrindinés
AGDA priezastys yra galiiniy iSemija, CD ir jo komplikacijos, infekcija,
trauma, onkologiné patologija. Nemazai daliai $iy pacienty prireikia pakar-
totinés amputacijos. Bigés infekcija po AGDA aprasoma nuo 5,5 proc. iki
48 proc. [1- 3], ji yra pagrindiné pakartotinés amputacijos priezastis [4].
Duomeny apie galimg pédos infekcinio proceso isSplitimg, salygojantj
didzigja amputacija, ir jo jtaka bigés gijimui yra mazai. Neseniai apzvelgti ir
aprasyti duomenys apie bigés mikroorganizmy jtakg tolesnei ligos eigai
nagrinéja tik pasélius 1§ zaizdos [5]. Kaulo biopsija pjivio vietoje apatiniy
galtiniy didziyjy amputacijy metu retai atlickama klinikinéje praktikoje dél
didesniy finansiniy i$laidy, galimy nepageidaujamy reiskiniy, organizavimo
sunkumy bei vyraujancios nuomonés, kad numatoma atlikti amputacija yra
toli nuo infekcijos Zidinio ir mikroorganizmy neturéty bati. Per stazuote
Pranciizijoje (Kauly ir sanariy infekcijy referencijos centre) pastebéta, kad
kaulo bioptatuose didziyjy amputacijy pjivio vietoje (BA) nustatomi
infekcijos sukéléjai, ir tai labai padeda konsultuojant ir parenkant tinkama
antibakterinj bigés infekcijos gydyma. Todél nuspresta atlikti tyrimg ir nu-
statyti, kaip daznai mikrobiologiniame pasélyje i§ amputacijos pjiivio vietos
identifikuojami infekcijos sukéléjai, ar atitinka sukéléjus, nustatytus distali-
néje pazeistoje zonoje, ir turi jtakos bigés gijimui.



1. DARBO TIKSLAS IR UZDAVINIAI

Darbo tikslas

Nustatyti pédos infekcijos plitimg ir jvertinti jo jtaka apatiniy galiiniy
didziyjy amputacijy iseitims.

Darbo uzdaviniai

l.

Ivertinti apatiniy galiiniy didziyjy amputacijy pjuvio vietos kaulo
bioptaty mikrobiologinio ir histologinio tyrimo rezultatus ir
nustatyti veiksnius, skatinancius infekcijos plitimg iki amputacijos
pjuvio vietos.

Palyginti kaulo biopsijy amputacijos pjuvio vietoje, distalinéje
paZeistoje zonoje ir kaulo biopsijy, atlikty tarp amputacijos pjivio
vietos ir distalinés pazeistos zonos, mikrobiologinio ir histologinio
tyrimo rezultatus.

Ivertinti infekcijos sukéléjy, iSskirty apatiniy galtiniy didziyjy
amputacijy pjuvio vietoje, jtaka bigés gijimui, pakartotiniy opera-
cijy, pakartotinio antibakterinio gydymo po amputacijos poreikiui,
taip pat ir reikSmg pritaikant proteza.
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2. DARBO AKTUALUMAS
IR MOKSLINIS NAUJUMAS

Jungtinése Amerikos Valstijose kasmet atliekama 40 000 amputacijy, i$
ju 50-70 proc. sergantiesiems CD. Lietuvoje, remiantis kraujagysliy chirur-
gy tvarkomu registru (duomenys neskelbiami), per metus padaroma apie
600 amputacijy dél galtiniy iSemijos. Kiek amputacijy dél CD atliekama
Lietuvoje, tiksliai nezinoma, nes valstybiné statistika tokiy duomeny nekau-
pia [6]. Taip pat néra tiksliai apibrézti amputacijy rizikos veiksniai.

Literatiiroje daznai minima, kad infekcija padidina AGDA rizikg ir turi
itakos bigés gijimui, taciau infekcijos iSplitimui jrodyti duomeny triiksta.
Sulétéjusio bigés gijimo ir besikartojanciy infekcijos epizody rizikos veiks-
niai néra apibrézti. Infekcinis procesas | amputacijos vieta gali iSplisti 1§
pédos, per krauja, nuo odos, i§ kito Salia esancio infekcijos zidinio (pvz. in-
fekuotos pragulos). Duomeny apie galimg pédos infekcinio proceso iSpliti-
mg iSilgai kaulo, lemiantj didzigja amputacija, yra mazai. Literatiroje skel-
biami tyrimy rezultatai apie rasty sukéléjy tiesioging jtaka zaizdos gijimui
apsiriboja tik paséliais i§ zaizdos. Taciau labai pladiai apraSoma paséliy 18
zaizdos menka diagnostiné verté nustatant tiek diabetinés pédos kauly, tiek
bigés kaulo infekcijas. Kaulo biopsija (tick perkutaniné kaulo biopsija
(PKB), tiek atvira, chirurginés intervencijos budu atlikta, biopsija) apibreé-
ziama kaip informatyviausias diagnostinis metodas [7, 8], kai reikia patiki-
my mikrobiologinio pasé¢lio rezultaty pasirenkant ar koreguojant antibakte-
rinj gydyma, nors ne visada naudojamas klinikinéje praktikoje.

PKB, daznai apibiidinama kaip diabetinés pédos osteomielito etiolo-
ginés diagnostikos ,,auksinis standartas®, deja dar gana retai naudojama Lie-
tuvoje ir remiamasi pasé¢liy i§ zaizdos ir radiologiniy tyrimy rezultatais.
Antra vertus, per pastaruosius metus jau dazniau atlickama klinikingje prak-
tikoje. Osteomielitas yra potenciali kiekvienos gilios opos komplikacija. Ta-
Ciau tikraj] pazeidimo gylj, esant opai, pagal klinikinius pozymius jvertinti
sunku, o uzdegiminiai rodikliai daznai biina nespecifiniai. Remiantis Ameri-
kos infekciniy ligy draugijos (Infectious Diseases Society of America —
IDSA) [7] ir Tarptautinés diabetinés pédos darbo grupés (International Wor-
king Group on the Diabetic Foot — IWGDF) [8] rekomendacijomis, osteo-
mielitas neabejotinas, kai yra teigiamas kaulo bioptato mikrobiologinis ir
histologinis tyrimas.

Ir vis délto lieka iki galo neaiSki kaulo bioptato mikrobiologinio ir
histologinio tyrimo reik§mé bei radiologiniy tyrimy svarba. Diagnozuojant
osteomielitg, rezultatai daznai nesutampa, ir ne visada lengva apsispresti,
kokig gydymo taktika pasirinkti, kaip jvertinti kiekvieno tyrimo trikumus.
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Klinikinéje praktikoje BA retai taikoma dél papildomy islaidy, atlikimo
technikos, organizaciniy sunkumy ir galimy nepageidaujamy reiskiniy, 0
ypac dél vyraujancios nuomongs, kad numatoma atlikti AGDA yra toli nuo
infekcijos zidinio ir mikroorganizmy, patekusiy endogeniniu keliu, neturéty
buti. Studijy, lyginanciy kaulo bioptaty mikrobiologiniy paséliy rezultatus
BA ir distalinéje paZeistoje zonoje (BD), literatiiroje triksta.

Pastaruoju metu placiai nagrinéjama plazmos nekoaguliuojanciy stafilo-
koky (PNS), identifikuoty kaulo bioptatuose, kaip infekcijos sukéléjy reiks-
mé. Tyrin¢jami genetiniai virulentiSkumo veiksniai tikslaus atsakymo kol
kas nepateikia. Atskirti tikruosius infekcijos sukéléjus nuo kolonizuojanéiy
bakterijy ne visada paprasta. Dar ne iki galo aiSkus PNS virulentiSkumas, jy
salygoti pakitimai, randami kituose tyrimuose.

Vis dazniau atliekamos tausojancios operacijos létiniam osteomielitui
gydyti, ir pagal mikrobiologiniy paséliy rezultatus skiriamas antibakterinis
gydymas yra ilgas (ne maziau kaip 4-6 sav.), penetruojantis i kaula, vei-
kiantis biofilmg (rifampicinas, klindamicinas, fluorochinolonai, fuzidino r.,
daptomicinas), negana to, gali sukelti nemazai Salutiniy reiskiniy ir atsparu-
mg antibiotikams, todel svarbus iSlieka patikimy paséliy paémimas. Anti-
bakterinis gydymas yra problematiSkas ir prieS paimant kaulo biopsijas, nes
patikimiems rezultatams gauti reikalingas laiko tarpas be antibiotiky.

Nors manoma, kad dél jvairiy priezasCiy (sensorinés neuropatijos, gli-
kemijos svyravimy) CD sergantiems pacientams infekcinés komplikacijos
yra daznesnés negu nesergantiems, antra vertus, CD sergantys pacientai yra
dazniau stebimi gydytojy. Literatairoje triksta palyginamyjy tyrimy, Kurie
analizuoty CD serganciy ir neserganciy pacienty infekcijos sukéléjy identi-
fikavima kaulo bioptatuose.

Miisy duomenimis, tai pirmasis tyrimas (tiek retrospektyvusis, tiek
perspektyvusis multicentrinis kohortinis), nagrinéjantis pédos infekcinio
proceso galima iSplitimg | amputacijos vietg ir jo jtaka bigés gijimui, verti-
nant kaulo biopsijy rezultatus. Sio tyrimo hipotezé — jeigu infekcinis pro-
cesas plis iSilgai kaulo 18 pazeistos distalinés zonos j amputacijos pjivio vie-
ta (jeigu bus nustatyti sukeléjai kaulo biopsijoje i§ pjuvio vietos), tai jis gali
turéti jtakos bigés gijimui.
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3. LITERATUROS APZVALGA

3.1. Apatiniy galiiniy didZiyjy amputaciju paplitimas,
priezastys ir rizikos veiksniai

Kaip jau minéjome, Jungtinése Amerikos Valstijose kasmet padaroma
40 000 amputacijy, i§ jy 50-70 proc. sergantiesiems cukralige. Lietuvoje
kraujagysliy chirurgy tvarkomas registras (duomenys neskelbiami) rodo,
kad per metus atliekama apie 600 amputacijy dél galtiniy iSemijos [6].

Lietuvos sveikatos moksly universiteto (LSMU) ligoninés Kauno klini-
kos Endokrinologijos klinikos kolektyvo surinktais duomenimis, 2012 me-
tais Kauno ligoninése atliktos 231, 2013 metais — 202 amputacijos CD ser-
gantiems pacientams, i$ jy 17 proc. sudaré¢ AGDA. 2012 metais Kaune atlik-
ta i§ viso 167 AGDA (28,01/100 000 gyventojy), i$ jy 43 CD sergantiems
pacientams (7,21/100 000 gyventojy).

Zinomos AGDA prieZastys:

a) Kraujagysliy patologija

b) CD ir jo komplikacijos

c) Osteomielitas

d) Trauma

e) Piktybiniai navikai (odos, raumeny, kauly)

f) Igimtos deformacijos (vaikams)

Remiantis akcinés bendrovés ,,Ortopedijos technika* Fizinés medicinos
ir reabilitacijos skyriuje protezuoty pacienty duomenimis, per pastaruosius
10 mety Lietuvoje dazniausios kojy AGDA prieZastys yra §ios: 1étinés ligos,
t. y. periferiniy kraujagysliy ligos (apie 50 proc.) ir CD (apie 30 proc.), eismo
ivykiy nulemtos bei terminés traumos (15 proc.), onkologinés ligos, osteo-
mielitas ir kitos (5 proc.) [9].

Literatliroje aprasoma nemazai amputacijy rizikos veiksniy, tik kai
Kuriuose tyrimuose atskirai nagrinéjami AGDA rizikos veiksniai: amzius
daugiau nei 60 mety, Zasto ir kulkSnies indeksas <0,8, insultas, iSemin¢ Sir-
dies liga, nefropatija, periferiniy arterijy liga (PAL), sensoriné neuropatija,
padidéjes glikuoto hemoglobino kiekis (HbAIc), gangrena, infekcija, nusta-
tyti  sukéléjai  Staphylococcus — aureus ir  meticilinui  atsparus
Staphylococcus aureus susij¢ su didesne AGDA rizika CD sergantiems
pacientams [10]. Yra nustatytos amputacijy rizikos skalés, taciau neisskirta
tiksli AGDA grupeé [11, 12].

Jaunyjy mokslininky ir tyréjy konferencijoje musy komandos atliktuo-
se ir pristatytuose tyrimuose nustatyti Sie AGDA rizikos veiksniai CD ser-
gantiems ir nesergantiems pacientams.
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CD sergantiems pacientams lyginant pacientus, kuriems buvo atliktos
AGDA ir kuriems jos neatliktos, buvo pastebéta statistiSkai patikima pri-
klausomybé tarp amziaus, padidéjusio leukocity, CRB (C reaktyvinio balty-
mo), kreatinino, $lapalo kiekio, CD tipo, diagnozuotos diabetinés pedos,
arterijy patologijos, anamnezéje buvusiy mazyjy amputacijy, traumos anam-
nezéje ir AGDA. Tiems, kuriems diagnozuota diabetiné péda, amputacijos
atlickamos 5,94 karto dazniau nei tiems, kuriems ji nediagnozuota. Arterijy
patologija 72,5 karto, o buvusios amputacijos anamnezéje apie 7,71 karto
didina AGDA rizika [13].

Pacientams, sergantiems PAL, bet nesergantiems CD, palyginti su pa-
cientais, kuriems buvo atliktos AGDA ir kuriems neatliktos, buvo nustatyta
statistiSkai patikima priklausomybé¢ tarp padidéjusio leukocity, CRB, slapa-
lo, gliukozés kiekio, mazyjy amputacijy, traumy anamnezéje, slaugos biiti-
nybés, zaizdy ir AGDA. Tiems, kuriems anamnez¢je atliktos maZosios am-
putacijos, didziosios amputacijos atliekamos 23,04 karto dazniau nei tiems,
kuriems mazosios nebuvo atliktos. Trauma anamnezéje 6,3 karto, slaugos
butinybé 7 kartus, zaizdos 4,13 karto didina AGDA rizika [14].

3.2. Infekcijos jtaka apatiniy galiiniy didZiyju amputacijy rizikai
ir bigés gijimui

Literatiiroje aprasoma, kad diabetinés pédos infekcinés komplikacijos
padidina amputacijy rizikg 155 kartus, palyginti su CD serganciais pa-
cientais be pédos infekcijos [15]. Amputacijy rizika tiesiogiai koreliuoja su
infekcijos sunkumu. Ypac¢ CD sergantiems pacientams infekcija daznai pri-
veda prie hospitalizacijos ir galiinés amputacijos, o kartu su PAL infekcija
dramatiSkai padidina amputacijy rizikg [16, 17]. Tyrimas, j kurj buvo jtrauk-
ta 1666 CD sergantys pacientai, patvirtino hospitalizacijy dél apatiniy galt-
niy (p<0,001) ir AGDA (p<0,001) padidéjusia rizika pacientams pasunkéjus
infekcijai remiantis IDSA Kklasifikacija [18, 7]. Eurodiale (Europen Study
Group on Diabetes and the Lower Extremity) tyrimas patvirtina amputacijos
grésme infekcijos atveju. Sunkios infekcijos su sisteminiais pozymiais yra
susij¢ su labai didele ankstyvos amputacijos rizika [19, 20].

Eurodiale tyrimu nustatyta, kad infekcijos ir PAL derinys patrigubina
tikimybe, kad zaizda negis. CD sergantiems pacientams infekcija yra zaizdos
negijimo predikcinis veiksnys pacienty grupéje su PAL [20]. Kai kurie
autoriai yra aprase, kad pacientams, prie§ operacijg zaizdy paséliuose turéju-
siems iSaugintg reikSmingg kiekj infekcijos sukéléjy, statistiSkai patikimali
dazniau i$sivysto pooperacinés zaizdos infekcija, jei lygintume su pacientais,
turinciais neigiamus pasélius prie§ operacijg, atitinkamai 57 proc. ir 33 proc.
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[21]. Bigés infekcija po AGDA prailgina stacionarizavimo laikg (p<0,002)
[22], yra pagrindin¢é pakartotinés amputacijos prieZastis [4].

3.3. Bigés infekcijos paplitimas, iSsivystymo priezastys,
diagnostika

Bigés infekcija po AGDA aprasoma nuo 5,5 proc. iki 48 proc. [1-3,
22]. Prag¢jus daugiau nei 6 savaitéms po AGDA, bigés infekcija iSsivysteé
pusei pacienty Herve Dutronc tyrime [23].

Viena i$ apraSomy priezasC¢iy galéty biiti prie§ operacija buvusi infek-
cija (Salia kity galimy faktoriy, kaip antai antibakterinio gydymo ir profilak-
tikos netinkamas taikymas, nepakankama mityba, socialiniai veiksniai [3]).
Kiti autoriai tyré infekcijos sukéléjus, nustatytus prie§ operacijg infekuotoje
gangrenoje ir sukéléjus, nustatytus pooperacingje infekuotoje zaizdoje, 61
pacientui, kuriems atliktos AGDA dél galtiniy iSemijos, jskaitant 34
sergan¢ius CD. Tyrimas parod¢, kad pooperaciné infekcija iSsivysté 2/3
infekuotos gangrenos atvejy, palyginti su maziau nei 1/3 neinfekuotos
gangrenos atvejy ir CD infekcijos i$sivystymui jtakos neturéjo [4]. Kai kurie
autoriai yra apras¢, kad pacientams, prie§ operacija zaizdy paséliuose
turéjusiems iSaugintg reikSmingg kiekj infekcijos sukéléjy, statistiSkai
patikimai dazniau iSsivysto pooperacinés zaizdos infekcija, palyginti su
pacientais, kuriems bakterijos neiSaugo prie§ operacija, atitinkamai 57 proc.
ir 33 proc. [21]. Visais Siais apraSytais atvejais bigés infekcija buvo
tyrimo duomenimis.

Neseniai atliktas iSsamus biges infekcijy diagnostikos ir gydymo
retrospektyvusis tyrimas, kuris pasitlé bigés infekcijy diagnostikos algoritma
(3.3.1 pav.), kur kaulo biopsijos mikrobiologinio pas¢lio svarba diagnozuo-
jant bigés kaulo infekcija yra neabejotina gydymo taktikos pasirinkimui
(Siame tyrime néra duomeny apie kaulo biopsijos histologinius duomenis)
[23]. Taip pat tie patys autoriai sitilo multidisciplining bigés infekcijy priezii-
rg (chirurgo ortopedo, reabilitologo ir infekciniy ligy gydytojo). Itariant bigés
infekcija, 1§ klinikiniy poZymiy iSskirti: fistuleés atsiradimas (65 proc.),
vietiniai uzdegimo pozymiai (19 proc.), op¢jimas (18 proc.), pulinys (8 proc.),
skausmas pritaikant proteza (7 proc.), osteomielito atveju gali padéti kontakto
su kaulu nustatymas. Ne visada lengva bigés infekcijg diferencijuoti nuo
normalios uzdegiminés gijimo fazés, alerginés reakcijos ar iSemijos.
Pacientams, kuriems nustatyta bigés kaulo infekcija, dazniau prireiké pakarto-
tinés operacijos ir dazniau pasikartojo infekcijos epizodai, palyginti Su pacien-
tais, kuriems nustatyta bigés minks$tyjy audiniy infekcija (p<0,001). Kaulo
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infekcijos atveju veikiausiai buvo sunkesné ir labiau i$plitusi pradiné infekcija
pries operacija [23].

Apatinés gallings bigés infekcijos jtarimas

v

Echoskopija ir/ar kompiuteriné tomograma su fistulografija (jei yra fistulé)

' ']' Y

Minkstyjy audiniy infekcijos diagnozé Osteomielito diagnoze
Palinio aspiracija ar Kaulo biopsija +/— kaulo rezekcija
fistules kateterizacija (jei yra kaulo destrukcija)

Antibakterinis gydymas 4—6 sav. Antibakterinis gydymas 6-12 sav,

3.3.1 pav. Bigés infekcijos diagnostikos algoritmas [23]

3.4. Pédos infekcijos plitimo patogenezés ypatumai

Nors diabetinés pédos infekcijos paprastai atrodo pavirSinés, jos gali
iSplisti ] gretimas sritis — minkStuosius audinius, fascijas, sausgysles, raume-
nis, sgnarius ir kaulus [24]. Diabetinés pédos infekcija apima paronychia,
celiulita, miozitg, piilinj, nekrotizuojant] fasciita, septinj artrita, tendinitg ir
osteomielitg. PraktiSkai naudinga iSskirti Siuos osteomielito tipus: osteomie-
litas, susidares nuo Salia esancio infekcijos zidinio (po traumos, operacijos,
implanty), osteomielitas su kraujagysliy nepakankamumu (taip pat ir diabe-
tinés pédos infekcijos) ir hematogeninis osteomielitas [25, 26]. Dazniausias
klasikinis pazeidimas yra infekuota diabetinés pédos opa. Didziausig
vaidmenj opos susidarymui turi diabetiné neuropatija, kai pakinta sensoriné,
motorin¢ ir autonominé funkcijos. Tada traumos ar padidinto spaudimo
metu pazeidziama oda. Pazeidus odos barjera, audiniai yra pasiekiami
kolonizuojanciy bakterijy. Tai gali vystytis iki aktyvios infekcijos ir plisti |
gilesnius audinius. Sis procesas gali uztrukti labai trumpai (kelias dienas ar
kelias valandas), ypac kai yra kojy iSemija. [vairiis imunologiniai, ypa¢ poli-
morfonukleariniy leukocity pokyc¢iai turi jtakos infekcijos vystymuisi ir sun-
kumui [27]. Pédos anatomija, kuri padalinta j keletg nelanksciy, bet susisie-
kianciy skyreliy, skatina proksimalinj infekcijos plitima.

Mikroorganizmai j chirurging zaizda gali patekti i§ kito infekcijos zidi-
nio [28] (pvz., infekuotos pragulos), nuo odos intervencijos metu [29], 1§
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buvusios gangrenos [30]. Kaip aprasyta anksciau, kai kuriais tyrimais [4,
21] nustatyta infekuotos gangrenos ir apibrézty sukéléjy zaizdoje jtaka bigés
infekcijy i$sivystymui. Siais aprasytais atvejais bigés infekcija buvo diagno-
zaizdy paséliais.

Literatiiroje mazai duomeny apie tai, kaip infekcija i§ pédos galéty pa-
tekti iki AGDA vietos i8ilgai kaulo, i§ dalies tai yra kelias fascijom, taip pat
Siame kelyje dar pasitaiko keletas sanariy, kuriuos reikia apeiti. Diabetinés
pédos osteomielito hematogeninis plitimo kelias beveik néra aprasomas.
Pradzioje infekcija 1S odos iSplinta per visus audinius iki kaulo, kg rodo ir
daznai zaizdose daugiau randamy sukéléjy negu kaule. Tacdiau jdomu paste-
beti, kad PKB metu nustatyta daugiau PNS negu paséliuose i§ Zaizdos (ati-
tinkamai 22,6 proc. ir 4,6 proc.; p<0,001) [31], o adatinés kaulo biopsijos
(siekiamas antkaulis) méginiy mikrobiologiniuose tyrimuose reciau iSaugi-
nami infekcijos sukeél¢jai negu pavirsiniy zaizdos mikrobiologiniy tyrimy
metu [32] (kai lyginamos procediiros atliktos tiems patiems pacientams).
Tai galéty rodyti susidariusj didesnj mikroorganizmy kiekj kaule, kurie gali
véliau iSplisti | sgnario ertme arba sudaryti fistule ir patekti i kitg odos vieta,
o véliau vél j kaulg (3.4.1 pav.) [25].

ISplitimas j
sgnarinj tarpg

r‘\; Kaulo zitis | ' i ’ Fistulés
: Naujo kaulo
(sekvestras) /fi / kanalas
it palinys ormavimasis
- NISplitimas j
' subperiosting
sritj
| 11 = 111

3.4.1 pav. Létinio osteomielito progresavimo etapai
(adaptuota pagal Lew DP et al., 2004) [25]

Pastaba: I: Nuo sekvestro (negyvo be kraujotakos kaulo ploto) infekcijos progresavimas
intrameduliariai, patekus j sanario kapsule, gali lemti septinj artrita, patekus j antkaulj, gali
lemti antkaulio iSkilimg. II: Naujo kaulo formavimasis yra masyvaus antkaulio iskilimo
rezultatas III: Sekvestro ir nekrotinés masés iSplitimas j kaulo Zieve sudaro fistule ir
galiausiai pazeidzia oda.
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Létinio osteomielito plitimui jtakos turi daugelis faktoriy. Bakterijos pri-
kimba prie kaulo per receptorius prie fibronektino ir kity struktiiriniy baltymy
ir formuoja biofilmg (bioplévele). Biofilmas yra ypa¢ budingas su implantais
susijusioms infekcijoms, bet gali buti svarbus ir nesant jokio svetimkinio.
Biofilme patogenai patiria sudétinius metabolinius pakitimus ir pasidaro
maziau jautris ne tik imuninei sistemai, bet ir antibiotikams. Lastelés sienele
veikiantiems antibiotikams, kad paveikty biofilma, daznai reikalinga 100—
1000 karty didesné koncentracija uz standarting. Be to, biofilmas slopina
mononukleariniy lgsteliy, T ir B limfocity chemotaksj, kas neigiamai veikia
lastelinj ir humoralinj gynybos atsaka. Kai uzdegimas uzkemsa kraujagysles,
makroskopiniame lygyje susidaro fragmentuota iSeminé kaulo nekrozé. Kauly
segmentai netenka kraujo tiekimo ir susiformuoja sekvestrai [26].

3.5. Kauly infekciju etiologiné diagnostika

Pastaruoju metu mokslinéje literatiiroje yra placiai aprasoma ir aptari-
néjama kauly infekcijy (Cia nekalbama apie sgnariy infekcijas) etiologiné
diagnostika. Siekiant laiku paskirti tinkama antibakterinj gydyma, yra svar-
bu nustatyti tikrgjj infekcija sukélusj mikroorganizma. I$sivyscius kauly in-
fekcijoms, skirtingai nei kitoms, be jprasty bakteriologinés diagnostikos
problemy, susiduriama dar ir su tam tikromis specifinémis:

a) kontaminacijos rizika nuo odos ir minkstyjy audiniy;

b) identifikuoty sukéléjy diferencijavimas tarp kolonizuojané¢iy mikro-

organizmy ir tikry infekcijos sukéléjy (ypa€ PNS atveju);

c) daugeliu atvejy (ypac diabetinés pédos atveju) aptikus kelis mikro-
organizmus, dominuojanc¢io(y) patogeno (y) nustatymas;

d) klaidingai neigiamy rezultaty rizika (nepataikymas j infekcijos zidi-
nio vietg, empirinio antibakterinio gydymo skyrimas pries§ tyrimy
atlikima, laiko tarpo be antibiotiky poreikis (dél antibiotiky issilai-
kymo kaule), nedidelis bakterijy kiekis, per ilgas medziagos trans-
portavimo laikas ir kt.);

e) kadangi numatomas antibakterinis gydymas paprastai ilgas (6—12
sav., jeigu numatomas neradikalus chirurginis gydymas), difunduo-
jantis ] kaulg ir daznai kombinuojamas su kitais antibiotikais kauly
infekcijy metu, antibakterinio gydymo skyrimo indikacijos svarbios
Salutiniy reiskiniy ir bakterijy atsparumo vystymosi bei kainos
prasme;
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f) kaulo biopsijy saugumo, atlikimo technikos, organizavimo proble-
mos (ypa¢ bendradarbiaujant su chirurgais, ortopedais traumato-
logais)

g) sulétéjes mikroorganizmy augimas, biofilmo jtaka létinio osteomie-
lito atveju kartais vertinama taip pat, kaip implanty atveju [33] (nu-
statymui gali biiti reikalingas papildomas inkubavimas, specialios
terpes).

Pastarajj deSimtmetj mokslinéje literatiiroje tyrinéjami ir lyginami jvai-
ris etiologinés diagnostikos metodai. Kaulo biopsija daugeliu atvejy apibré-
ziama kaip ,,auksinis standartas” diagnozuojant osteomielitg ir su juo pa-
prastai lyginami kiti diagnostikos metodai. Taciau, prieStaraujant terminui
,,auksinis standartas*, pastebima, kad gan retai kaulo biopsija naudojama
Klinikinéje praktikoje dél auks¢iau paminéty problemy ir vis dar tyrinéjami
maziau invaziniai metodai (3.5.1 lentel¢).

19



3.5.1 lentelé. Etiologinés osteomielito diagnostikos metodai, jy palyginimas

mazesné kontaminacijos
nuo odos rizika negu
paseliy i$ zaizdos

41,7 proc., Senneville 2009 [40],
palyginti su paséliais i$§ zaizdos 4/21 tapatis
mikroorganizmai, Kessler 2006 [31]

Etiologinés Privalumai Trikumai Identifikuoty mikroorganizmy tikrumas, | Atlikimo technikos
osteomielito tyrinéje autoriai ypatumai, Kkiti
diagnostikos pastebéjimai
metodas
1 2 8 4 &
Pasélis i§ Lengvai prieinama Didelé kontaminacijos Identifikuoti sukéléjai ir kaulo biopsijos Reikalingas
Zaizdos klinikingje praktikoje. rizika, nereikalingo sukeléjai daugumoje tyrimy nepakankamai | kruopstus zaizdos
Paprasta ir nebrangu antibakterinio gydymo atitinka: paruoSimas pries
atlikti, gali atlikti skyrimo rizika. 22,5 proc., Senneville 2006 [31], tyrima
slaugytojos. Yra tikimybé neiSauginti 38,2 proc., Elamurugan 2011 [35], Daznai pasirenkamas
anaeroby ar kity iSrankiy 65 proc. (35 proc. osteomielito atveju), klinikingje praktikoje
bakterijy dél mazo Slater 2004 [36], Tinka, jei nepaZzeistas
medziagos kiekio, kai kuriy |reik§mingai nesiskyré Senneville, 2008 [37] |kaulas
kity bakterijy slopinimo, (tadiau kiekvienam pacientui atliktas tik
blogesniy salygy iSgyventi | vienas tyrimas i$ dviejy),
ar del bakterijy prikibimo 66 neigiamy kaulo biopsijy, visais atvejais
prie tampono tyrimo metu | buvo teigiamas tepinélis i$§ zaizdos (0 proc.),
[34] Senneville 2011 [38],
3118 55 atvejy kaulo bioptatuose nustatyti
sukéléjai nebuvo rasti zaizdose, Khatri 2001
[39]
Adatiné Gana lengvai prieinama | Daznai nepasiekiamas Labiau atitinka tikruosius sukéléjus, negu | Autoriai sitilo §j tyri-
punkcija klinikinéje praktikoje. | paZeistas kaulas, paimami | pasélis i$ Zaizdos, bet vis tiek ma, kai chirurginé
Gan paprasta atlikti, ptliai nepakankamai: procedira kontrain-

dikuotina ar atidéta
Labiau tinka sgnariy
infekcijy atveju



user
Rectangle


3.5.1 lentelés tesinys

1 2 3 4 5
Atvira Galima tiksliai paimti Tinka ligoniams, kuriems | Tikslis sukéléjai, perkutaninés kaulo biop-
(chirurginé |tirlamaja medZziagg i$ numatyta chrurginé inter- sijos ir chirurginés kaulo biopsijos mikro-
intervencijos | pazeistos vietos, vencija (amputacija, negy- | biologiniai ir histologiniai rezultatai sutam-
metu) kaulo |paimama vienos vybingy audiniy $alinimas), |pa, Wu 2007 [41]
biopsija intervencijos (tos pacios |sudétinga kartoti tyrima

anestezijos) metu

daznai besikartojant opoms,
iSlieka kontaminacijos nuo
minkstyjy audiniy ar chirur-
giniy instrumenty rizika

Pasélis i§
giliy minks-
tyju audiniy
(ne kaulo)

Mazesné kontaminacijos
rizika, palyginti Su
paséliais i§ Zaizdos

Kaulo infekcijos atveju gali
ne visai atitikti tikruosius
sukéléjus

Atitikimas lyginant su kaulo biopsija:

44 proc., Mackowiak 1978 [43],

90 proc. (monomikrobiné flora), Perry 1991
[44],

>47 proc., Patzakis 1994 [45],

89 proc., Mousa 1997 [46],

28 proc., Zuluaga 2002 [47],

47 proc., Agarwal 2005 [48],

74 proc., Onuminya 2006 [49],

38 proc., Ulug 2009 [50],

jautrumas 50,9 proc., specifiSkumas

20 proc., Staphylococcus aureus infekcijos
atveju jautrumas 60,5 proc., specifiSkumas
45 proc., Akinyoola 2009 [51],

49 proc., Ertugrul 2008 [52]

Reikalingas tinkamas
zaizdos paruoSimas




3.5.1 lentelés tesinys

1 2 3 4 5
Perkutaniné |, Auksinis diagnostikos |Procedtiros organizavimas, |Tikslas sukéléjai, palyginti su pavirSiniais | Atliekama kaulo
(transkutani |standartas”, gali biti atlikimo technikos mikrobiologiniais paséliais, polimikrobinés | biopsine adata apie
né) kaulo atliekama pacientams, | jsisavinimas, atlikimo infekcijos atveju nustatoma maZiau 1-2 cm nuo Zaizdos,
biopsija kuriems nenumatyta technikos sudétingumas infekcijos sukéléjy, Senneville 2006, 2009 | norint iSvengti kont-

chirurginé intervencija

pazeisto pédos pirsto atveju,
echoskopijos poreikis
tikslesnei infekcijos zZidinio
vietai nustatyti, ne
diabetinés pédos atveju
anestezijos poreikis,
nedidelé komplikacijy
rizika, sunku nustatyti retus
mikroorganizmus,
kontaminacijos nuo odos
nedidelé rizika (nepaisant
odos antiseptiky)

[31, 40], Elamurugan 2010 [35]
Perkutaninés kaulo biopsijos ir chirurginés
kaulo biopsijos mikrobiologiniai ir
histologiniai rezultatai sutampa, Wu 2007
[41]

aminacijos, echo-
skopu galima pasi-
tikslinti pazeidimo
vietg (nors vis tiek
lieka tikimybé nepa-
taikyti i aktyvy
osteomielito zidinj),
diabetinés pédos
atveju anestezija
daznai nereikalinga
Klinikinéje prakti-
koje gan retai naudo-
jama, prieStaraujama
,auksinio standarto*
terminui
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3.5.1 lentelés tesinys

1 2 3 4 5
Kaulo Maziau invazinis meto- | Turi buiti zaizdos Tikslis sukéléjai, taciau jie lyginami tik su | Tinkamas zaizdos
fragmento das nei kaulo biopsija, |susisiekimas su kaulu, kaulo | literatiiros duomenimis, Lesens 2011 [42] | paruoSimas, kruop3-
biopsija per |galima nustatyti tikrus | ryski destrukcija, iSlieka tus negyvybingy
Zaizda kauly infekcijy sukélé- | nemaza kontaminacijos audiniy paSalinimas,

jus, mazesné rizika
nepataikyti j infekcijos
zidinj, nes galima tiksliai
pasiziiiréti, nepadaroma
papildoma zaizda,nekro-
tinis kaulas turi didesnj
kiekj bakterijy, lengviau
iSauginti sukeléjus, po
kaulo fragmento
i$émimo galimas
greitesnis gijimas

rizika

nemaza chirurginé
intervencija, tinka tik
jau pazengusio
osteomielito atveju,
autoriy nuomone, §is
metodas tikty ligo-
niams su sunkia
arterijy patologija,
kai perkutaninés
kaulo biopsijos metu
padaryta nauja
zaizda apsunkinty
gijima

Tyrinéjamas
metodas, debatai

Du paséliai i$
gilios Zaiz-
dos, kai yra
kontaktas su
kaulu

MaZiau invazinis
metodas negu
perkutaniné kaulo
biopsija, tikslesnis negu
pasélis i§ Zaizdos,
nebitinai iSauginama
daugiau bakterijy negu
atliekant kaulo biopsija

Turi biiti kontaktas su kaulu,
tyrimas atliekamas du kar-
tus, nemaza kontaminacijos
rizika nuo Zaizdos

Sukéléjai tiksliis, monomikrobinés
infekcijos atveju tikslumas 94,3 proc.,
Bernard 2010, 2011 [53,54]

Autoriy nuomone, §is
metodas galéty buti
taikomas, kai atlikti
perkutaning kaulo
biopsijg sudétinga ar
ligonis atsisako
amputacijos




3.5.1. Atvira (chirurginés intervencijos metu) kaulo biopsija

Chirurginés intervencijos metu (negyvybingy audiniy Salinimo, mazyjy
amputacijy, AGDA), jeigu reikia nustatyti ar patikslinti infekcijos sukéléjus,
paprastai klinikingje praktikoje paimami zaizdy ar aplinkiniy audiniy, bet ne
kaulo paséliai. Chirurginis negyvybingy audiniy pasalinimas kartu su kaulo
biopsija ir mikrobiologiniu paséliu indikuotinas, jei yra bent viena i§ Siy
salygy: pado iSopéjimas, kai matosi negyvybingi audiniai, tokie kaip kremz-
Iés, sausgyslés, kai yra opa su pazeistais kraStais arba reikia drenuoti fistule ar
pulinj [55]. Itarti osteomielitg ir apsispresti dél kaulo biopsijos taip pat padeda
radiologiniai tyrimai [55]. Khatri tyrime nustatyta nepakankama koreliacija
tarp zaizdy ir kauly mikrobiologiniy paséliy rezultaty, atliekant negyvybingy
audiniy Salinimo intervencijg, be to, vertinant antibakterinj gydyma, jis buvo
pakeistas, kai suzinota apie kaulo bioptato pasélio rezultatus — 20 i§ 44 atvejy
[39]. Kadangi kaulo biopsija Salinant negyvybingus audinius labai pad¢jo
koreguoti antibakterinj gydyma beveik pusei pacienty, tyrimo autoriai sitilo
tokiy intervencijy metu $j diagnostikos metoda taikyti reguliariai [39]. Kai
gydant osteomielitg paSalinamas negyvybingas kaulas, IDSA rekomenduoja
jo méginj istirti histologiskai ir mikrobiologiskai [7].

Apie kaulo biopsijy atlikimo technika, jy jvairove literatiiroje duomeny
néra daug. Jeigu pasalinami negyvybingi audiniai ir kaulas, tuomet kaulo
dalis gali bati i§siunciama tirti, jeigu Salinami tik aplinkiniai audiniai, kaulo
méginys gali biiti paimamas trepano biopsija ar kitais chirurginiais instru-
mentais (znyplémis, kiuretémis) [55].

3.5.2. Perkutaniné (transkutaniné) kaulo biopsija

PKB yra informatyviausias intervencinis tyrimo metodas, padedantis
diagnozuoti osteomielita CD sergantiems pacientams [7]. PKB gana retai
atlickama klinikinéje praktikoje dél galimy, nors retai pasitaikanciy kompli-
kacijy, atlikimo technikos, intervencijos organizavimo ir kainos, todél
daznai pasikliaujama rentgenologiniu tyrimu ir paséliu i§ Zaizdos. Kaip jau
buvo anksciau rasyta, PKB yra daznai vertinama kaip osteomielito diagnos-
tikos ,,auksinis standartas“, taciau Sio vertinimo nelabai paisoma ir PKB ne
visur atlickama klinikinéje praktikoje [56]. Nors tam turi jtakos techniniai
sunkumai, laikas procediirai organizuoti, kaina, visa tai turéty biiti iSspren-
dziama, jeigu metodas tikrai efektyvus. Deja, vertinant antibakterinio gydy-
mo (paskirto remiantis jvairiy osteomielito etiologinés diagnostikos metody
rezultatais) efektg, randomizuoty tyrimy néra (zr. 3.5.2.4 skyriy), ir nemazai
autoriy vis dar apraso gera efekta, taikant empirinj antibakterinj gydyma,
kuris gali biti iki 95,2 proc. (empiriniam gydymui buvo pasirinkti ciproflok-
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sacinas, klindamicinas; autoriy teigimu, Salutiniai reiskiniai buvo nedideli,
ta¢iau jtaka atsparumo i$sivystymui nejvertinta) [57].

3.5.2.1. Perkutaninés kaulo biopsijos metodika

Literatiroje PKB daznai apraSoma kaip nesudétinga procediira
(3.5.2.1.1 pav.). Ji turéty biti atlickama operacinéje vidutiniskai 11G 10 cm
kaulo biopsine (Jamshidi tipo, trepano, kauly Ciulpy) adata (3.5.2.1.2 pav.).
Biopsija gali biiti atliekama taikant bendrine, regioning ar vieting anestezija,
del neuropatijos diabetinés pédos atveju anestezijos dazniausiai nereikia.
Norint pasitikslinti infekcijos zidinj, kaulo biopsija gali buti atliekama
kontroliuojant echoskopu. Kad mikrobiologiniy pasé¢liy rezultatai biity pati-
kimi, bent dvi savaites prieS kaulo biopsija nereikia skirti antibiotiky. Adata
jduriama 5-10 mm per nepazeista odg bent 20 mm nuo zaizdos krasto, kad
bty iSvengta kontaminacijos [31]. Siekiant jos iSvengti pado pazeidimo
atveju, kaulo biopsija gali buti atliekama per nugarinj pédos pavirSiy [8].
Kai pajauciama, kad adata truputj praduria kaula, iStraukiamas stiletas, ir
adata dar apie 10 mm sukamuoju judesiu jduriama j kaulg. Paimami bent du
kaulo bioptatai mikrobiologiniam ir vienas histologiniam tyrimui. Yra alter-
natyva vieng kaulo bioptata perkirpti pusiau ir vieng jo gabaliuka tirti
mikrobiologiskali, o kitg — histologiskai.
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3.5.2.1.1 pav. Kaulo biopsijos atlikimo procediira

(Nuotrauky autorius: E. Beltrand, Turkueno universitetiné ligoning,
ortopedijos ir traumatologijos skyrius)

3.5.2.1.2 pav. Jamshidi tipo kaulo biopsijos adatos (kairéje —su T formos
rankena, desinéje — originali Jamshidi adata)
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3.5.2.2. Indikacijos perkutaninei kaulo biopsijai

Kaulo biopsija gali biiti atlickama §iais dviem atvejais:

1.

Kaulo biopsija, siekiant nustatyti tiksly infekcijos sukéléja, kai
osteomielito diagnozé jau yra nustatyta pagal klinikinius ir radio-
loginius pozymius. Esant diabetinés pédos odos ir minkstyjy audi-
niy infekcijai, kai siekiama iSvengti greito jos plitimo, antibakte-
rinis gydymas dazniausiai skiriamas empiriSkai. Osteomielito at-
veju butina tiksliai nustatyti infekcijos sukéléjus, jy jautruma
antibiotikams ir parinkti tinkama gydyma. Kai atliekamas radikalus
chirurginis gydymas, biopsija nebitina. Ta¢iau kai numatoma tau-
sojanti operacija (Siuo metu jas stengiamasi atlikti kuo dazniau) ir
tolesnis medikamentinis gydymas, biitina patikimai nustatyti infek-
cijos sukéléjus, nes kauly infekcijy antibakterinis gydymas trunka
ilgai.

Kaulo biopsija osteomielito diagnozei nustatyti. Tais atvejais, kai
diagnoze yra abejotina pagal klinikinius ir radiologinius poZymius,
diagnozei nustatyti gali biiti atlickama kaulo biopsija. Atlikus biop-
sija, diagnoz¢ patvirtinama mikrobiologiniu ir histologiniu tyrimu.
Biopsijos metu paimami bent 2 gabaléliai mikrobiologiniam, ir
vienas — histologiniam tyrimui. Jeigu histologiniame tyrime neap-
tinkama osteomielito pozymiy, kur kas lengviau interpretuoti nei-
giamus mikrobiologinio pasélio rezultatus ar iSaugintus normalios
odos mikrofloros mikroorganizmus. Taciau histologiniame tyrime
aptikus osteomielito pozymius, galima pagrjsti kaulo infekcijos
diagnoze¢ net ir esant odos  mikroflorai  (plazmos
nekoaguliuojantiems stafilokokams ar Corynebacterium spp.,
Propionibacterium acnes). Histologinis tyrimas gali padéti ir tada,
kai pasélio rezultatai gali buti klaidingai neigiami dél skirto
antibakterinio gydymo.

Remiantis osteomielito tyrimy gausa ir IDSA [8] bei IWGDF [7]
rekomendacijomis, Siuo metu PKB turéty biti atlickama Siais atvejais:

1.

Kai neaiski osteomielito diagnozé pagal klinikinius ir radiologinius
pozymius, bet norima tikslios diagnozés, apsisprendziant dél
ankstyvo chirurginio, ilgo antibakterinio gydymo, arba kai prie
jtartino kaulo planuojamos metalo konstrukcijos;

Kai neigiami (arba neaiSkis, jtariamas didelis atsparumas antibio-
tikams) minkStyjy audiniy, kraujo mikrobiologinio tyrimo rezul-
tatai;

Kai neefektingas (progresuoja kaulo pazeidimas, islicka padidéje
uzdegiminiai rodikliai) empirinis antibakterinis gydymas arba anti-
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bakterinis gydymas remiantis paséliy rezultatais (turéty buti ap-
svarstyta kaulo rezekcija);

4, Kai planuojama skirti antibiotikus, ypa¢ efektyvius osteomielito
atveju, taciau esant didelei rizikai iSsivystyti mikroorganizmy
atsparumui jiems (rifampicinas, fluorochinolonai, fuzidino r. ar
klindamicinas).

3.5.2.3. Perkutaninés kaulo biopsijos saugumas

Perkutaniné kaulo biopsija apraSoma kaip saugi procediira. Nustatytos
pavienés komplikacijos. Charcot osteoartropatijos i$sivystymas praéjus 4
savaitéms po PKB stebétas vienu atveju (1/69 [31]). Minimalus kraujavimas
stebétas 3/100 biopsijy [58]. Daugelio kity tyrimy metu komplikacijy
nestebéta [35, 38, 40, 59, 60].

3.5.2.4. Perkutaninés kaulo biopsijos jtaka gydymo efektyvumui

Vertinant antibakterinio gydymo (paskirto remiantis PKB mikrobiolo-
ginio pas¢lio rezultatais) efekta, randomizuoty tyrimy néra. Viename tyrime
nustatyta, kad pasiekamas geresnis gydymo efektas skiriant antibakterinj
gydymg remiantis PKB duomenimis, negu paséliu i§ zaizdos (18 i§ 32 t. y.
56,3 proc. ir 4 1§ 18 t. y. 22,2 proc.; p=0,02), taciau tai ne randomizuotas
tyrimas [37]. Khatri tyrime nustatyta nepakankama koreliacija tarp zaizdy ir
kauly mikrobiologiniy paséliy rezultaty, atlikty negyvybingy audiniy
Salinimo intervencijos metu. Vertinant antibakterinj gydyma, jis buvo
pakeistas kaip nepakankamai efektingas, suZinojus kaulo bioptato
mikrobiologinio pasélio rezultatus — 20 i 44 atvejy [39].

Remisijy daznis gydant diabetinés pédos kauly osteomielita (skiriant
empirinj antibakterinj gydyma, taip pat gydyma remiantis kaulo biopsijos ar
kitais etiologinés diagnostikos metodais) svyruoja nuo 29 iki 100 proc.,
taCiau juos palyginti, norint jvertinti kaulo biopsijos svarba, yra sunku, nes
pasirinkti skirtingi prognozés kriterijai [61]. Taip pat daug kur nejvertinta
ilgalaikio antibakterinio gydymo Salutiniy reiskiniy rizika ar infekcijos
sukéléjy atsparumas antibiotikams (ypa¢ taikant empirinj gydyma).

Tik vienas ketvirtadalis i§ pacienty, kuriems nenustatyti infekcijos
sukéléjai kaulo biopsijos mikrobiologiniame tyrime (paimta neskyrus bent 2
savaites antibiotiky), susirgo osteomielitu stebint 2 metus [38]. Kito tyrimo
metu i§ 10 neigiamy kaulo biopsijy, atlikty be prie$ tai skirto antibakterinio
gydymo, nei vienu atveju, stebint kliniskai ir radiologiSkai metus laiko po
procediiros, osteomielitas nebuvo diagnozuotas [31].
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3.5.2.5. Perkutaninés kaulo biopsijos naudojimo klinikinéje
praktikoje problemos

Nepaisant PKB saugumo ir i$ kaulo bioptaty nustatyty infekcijos sukeé-
1¢jy tikslumo, Pranciizijos multicentrinio perspektyvaus kohortinio tyrimo
metu nustatyta, kad PKB naudota tik 20 proc. jtarto osteomielito atvejy [62].
Tam nemazai turi jtakos ir klinikingje praktikoje vyraujancios, daznai nepa-
gristos nuomonés (3.5.2.5.1 lentelé) [61].

3.5.2.5.1 lentelé. Perkutaninés kaulo biopsijos naudojimo klinikinéje prakti-

koje problemos
Nuomoné Pagrindimas Argumentai pries§
Zaizda po Diabetiné neuropatija ir Turimi literataros duomenys

perkutaninés kaulo
biopsijos neuzgis,
todél reikia vengti
bet kokios
papildomos Zaizdos
cukriniu diabetu
sergantiems
pacientams

angiopatija lemia sudétinga opy
prieziiirg ir gijima

patvirtina perkutaninés kaulo
biopsijos sauguma
(zr. 3.5.2.3 skyriy)

Sudétingas biitinas
skirtingy specialisty
bendradarbiavimas

Chirurgams, ortopedams trauma-
tologams papildomas darbas,
kuris néra skatinamas

Triksta jrodymy, kad kaulo biop-

sija padidins paciento Sansus pa-
sveikti, kurie paskatinty jvairius
specialistus atlikti $ig procediira

Diabetinés pédos atveju ir taip
organizuojama jvairiy specia-
listy komanda ir dirbama bend-
radarbiaujant

Komplikacijy
tikimybé (pvz. laziai,
periferiniy arterijy
ligos ar neuropatijos
patiméjimas)

Invazinis tyrimas

Aprasytas tik vienas Charcot
osteoartropatijos atvejis, 3
nezymils kraujavimai. Poveikis
periferiniy arterijy ligai ar
neuropatijai néra jrodytas

Klaidingai teigiami
ar neigiami rezultatai

Kontaminacija

Vartoti antibiotikai (i3silaiko
kaule), mazas kiekis patogeniniy
bakterijy, transportavimo
problemos (laikas), biopsija
atlikta ne osteomielito zonoje,
osteomielito atveju daugiau
zidininé negu difuziné infekcija

Ne didesné negu kity etiologi-
nés diagnostikos metody; jma-
noma atlikti biopsija per nein-
fekuotus audinius [63]
Reikalinga: tarpo be antibioti-
ky, specialiy terpiy naudojimas,
laikymasis transportavimo rei-
kalavimy, echoskopo pagalba
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3.5.2.5.1 lentelés tesinys

Nuomoné

Pagrindimas

Argumentai pries§

Perkutaniné kaulo
biopsija gali i$séti
infekcija 1§ odos ir
minkstyjy audiniy |
kaula

Adata praeina per odg ir
minksStuosius audinius prie$
patekdama j kaulinj audinj

Sita tikimybé yra daugiau teo-
riné, kadangi ji galéty pasireiks-
ti tik Salia esant minkstyjy audi-
niy infekcijai. Tai timi infekci-
ja, ir tik iSimtiniais atvejais
kaulo biopsija galéty buti atlie-
kama §iomis salygomis
Létesnés infekcijos atveju, kai
abejojama dél odos pazeidimo,
daznai tinkamas antibakterinis
gydymas (amoksicilinas — kla-
vulaniné raigstis ar pristinami-
cinas) paskiriamas iskart, vos
tik atlikus kaulo biopsija, ir taip
sumazinama ne tik kaulo inoku-
liacijos, bet ir minkStyjy audi-
niy infekcijos pablogéjimo
rizika, praeinant adatai [61]

Kaina

Invazinis tyrimas

Kaina neturéty labai padideéti,
nes kaulo biopsija galéty buti
atlickama ambulatorinés chirur-
gijos, ,,iSorinés konsultacijos®,
radiologiniy procediiry metu,
juolab kad maziau nei pusei
pacienty reikalinga anestezija
[61]

3.5.3. Kaulo bioptaty mikrobiologinio ir histologinio vertinimo

palyginimas

Remiantis IDSA gairémis, osteomielitas standartiSkai diagnozuojamas
pagal nustatytas bakterijas patikimai paimtuose kaulo méginiuose (laikantis
priemoniy, kurios iki minimumo sumazina kontaminacija) bei histologinius
pakitimus (uzdegimines lasteles ir osteonekroze) [7].

Naujausiose IDSA ir IWGDF rekomendacijose neabejojama kaulo
bioptaty mikrobiologinio ir histologinio tyrimo svarba osteomielito diagnos-
tikai, kai tuo paciu atveju atlickamas tiek vienas, tiek kitas tyrimas. Taciau
jie abu gali bati ir klaidingai teigiami, ir klaidingai neigiami, o lyginami tiek
vienas, tiek kitas turi ir privalumy, ir trokumy (3.5.3.1 lentelé), todél
mokslinéje literatiroje apraSomi gana dazni rezultaty nesutapimai.
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3.5.3.1 lentelée. Kaulo biopsijos mikrobiologinio ir histologinio vertinimo
privalumai ir tritkumai

Tyrimai Klaidingai Klaidingai Privalumai Trikumai
teigiamas neigiamas
Mikrobio- |a) kontaminacija  |a) reti, sunkiai Skirtingai nei
loginis nuo odos ir nustatomi mikro- | histologiniu
tyrimas minkstyjy audiniy |organizmai tyrimu, dar
(ne visada b) maZas bakterijy | nustatomi
apsaugoma ir bioptato kiekis |papildomai ir
antiseptinémis C) pries tyrima sukéléjai, ne
priemonémis) skirtas antibak- tik
b) kai zaizda terinis gydymas | osteomielito
kolonizuojantys d) paémimo diagnoz¢, o
mikroorganizmai | klaidos (net pagal |tai svarbu
dar nesukelia radiologiniy tyri- | pasirenkant
infekcijos my duomenis — antibakterinj
jskaitant echosko- | gydyma
pija — kaulo biop-
Sijos metu akty-
vaus osteomielito
plotas gali biiti
nepasiektas)
Histologinis | a) kitos a) paémimo a) histologinis | a) néra tiksliai
tyrimas uzdegimingés ligos |klaidos infekcijos ne- | apibrézti vertinimo
b) kitos kilmés pazeisto kaulo | kriterijai
kaulo nekrozé vaizdas b) kaina — iki 10
(gangrena) cukriniu karty brangiau
diabetu negu mikrobiolo-
sergantiems | ginis tyrimas
pacientams | (222,1$ ir 23,26%)
yra normalus, |[66];
jskaitant Lietuvoje — 43,35
atvejus su euro (Valstybinis
neuropatija ar |patologijos centras)
periferiniy ir 15,36 euro
kraujagysliy | (LSMU ligoniné
patologija Kauno klinikos,
[64] Laboratorinés
b) histologinis | medicinos klinika)
tyrimas gali | c) reikalingi tech-
padéti nikos ir rezultaty
diferencijuot | interpretavimo
nuo kontami- |jgadziai
nacijos [65]

Sioje 3.5.3.2 lenteléje pateikiama, kaip autoriai interpretuoja tuos abiejy
tyrimy neatitikimus ir kaip apsisprendzia esant prieSingiems rezultatams.
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3.5.3.2 lentelé. Kaulo biopsijos mikrobiologinio ir histologinio vertinimo rezultaty sutapimas (atitikimas) ir galimos
nesutapimo priezastys

Tyrimas, Sutapimas Nesutapimo galimos Apsisprendimas, Papildomi tyrimai ar
autorius priezastys iSvada argumentai apsisprendimui,
kitos pastabos
Weiner, a) sutapo (p>0,05), teigiamy a) néra duomeny apie gretutines | Nors iSsiunciama a) reikiamas imties dydis
2011 [66] mikrobiologiskai neigiamy ligas (klaidingai teigiamy medziaga ir apskaiciuotas
Cukriniu histologiSkai méginiy skai¢ius histologiniy tyrimy tikimybé) | histologiniam, ir b) mikrobiologinio tyrimo
diabetu nesiskiria nuo neigiamy b) galimi klaidingai neigiami mikrobiologiniam jautrumas ir specifiSkumas
sergantys mikrobiologiSkai teigiamy mikrobiologiniai tyrimai dél vertinimui, dauguma | vertintas pagal histologinj, kuris
pacientai histologiskai nevertinto prie§ pasélius skirto | gydytojy labiau taip pat galéjo bati nevisiskai
b) rezultatai visiSkai sutapo 29/44 | antibakterinio gydymo (tai pasitiki histologinio |tikslus
(65,9 proc.) atvejy paveikty tyrimo rezultatus, ypac | tyrimo rezultatais
¢) mikrobiologinio tyrimo mikrobiologinio tyrimo
jautrumas 75 proc., specifiSkumas |jautruma)
42 proc.
+ -
M + 24 7 31
- 8 5 13
32 | 12 | 44
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3.5.3.2 lentelés tesinys

Tyrimas, Sutapimas Nesutapimo galimos Apsisprendimas, Papildomi tyrimai ar
autorius prieZastys iSvada argumentai apsisprendimui,
kitos pastabos
Senneville, |a) rezultatai visiSkai sutapo 6/14 Autoriy nuomone, literatiroje | Mikrobiologinis a)  tyrima nejtraukti pacientai,
2009 [40] | (42,9 proc.) atvejy neaiskiai apibrézti osteomielito |tyrimas galéty buti | vartoje¢ antibiotikus 2 savaites
Cukriniu diagnostikos histologiniai dazniau naudojamas | iki intervencijos
diabetu H Kriterijai negu histologinis b) j tyrimg nejtraukti atvejai su
sergantys N tyrimas (taip pasitilé |gangrena
pacientai _ ir Lavery [67]) ¢) nedidelé imtis
M + 4 7 11
- 1 2 3
5 9 14
Wu, 2007 | a) mikrobiologinio ir histologinio | a) néra duomeny apie gretutines | Kaulo bioptato a) vertinta eilé klinikiniy ir
[41] tyrimo rezultatai skiriasi (p=0,03) |uZdegimines ligas (klaidingai | mikrobiologinio laboratoriniy faktoriy, kurie
Visi osteo- | b) rezultatai visiSkai sutapo 44/75 |teigiamy histologiniy tyrimy tyrimo metu galéjo turéti jtakos mikrobio-
mielitai, (58,67 proc.) tikimybe) infekcijos sukéléjy | loginiy tyrimy rezultatams —
iSskyrus stu- b) per trumpas pasirinktas nustatymas yra statistiskai patikimai jtakos
buro (neis- H antibiotiky neskyrimo prie§ nedidelis rezultatams neturéjo padidéje
skirta + _ biopsija laikotarpis, norint leukocitai, ENG, CRB, antibio-
cukriniu iSvengti neigiamy tiky neskyrimas, kar§éiavimas,
diabetu M + 14 4 18 | | mikrobiologiniy tyrimy timus ar létinis osteomielitas,
serganéiy ir - 27 | 30 | 57 | |rezultaty (kad antibiotikai biopsinés adatos dydis,
neserganciy 41 | 34 | 75 neskirti prie§ procediirg vertinta statistiSkai patikimai jtakos
grupé) tada, jei neskirti bent 24 val.) turéjo pulingo eksudato Kiekis

b) kaip standartinis diagnostinis
tyrimas pasirinktas histologinis




3.5.3.2 lentelés tesinys

Tyrimas, Sutapimas Nesutapimo galimos Apsisprendimas, Papildomi tyrimai ar
autorius prieZastys iSvada argumentai apsisprendimui,
kitos pastabos
White, 1995 |a) mikrobiologinio tyrimo Néra duomeny apie antibiotiky | Nors kaulo bioptato
[68] jautrumas 42 proc., kombinuojant | vartojimg pries tyrimg tinkamas kiekis
[vairts su histologiniu — 84 proc. svarbus infekcijos
osteomie- | b) rezultatai visiskai sutapo 17/25 sukéléjy i8auginimui,
litai (68 proc.) dalis méginio turéty
biti istirta ir
H histologiskai del
+ ~ osteomielito
M + 8 0 8
- 8 9 17
16 9 25

Santrumpos: M — mikrobiologinis tyrimas, H — histologinis tyrimas, + teigiamas tyrimas diagnozuojant osteomielita, — neigiamas tyrimas
diagnozuojant osteomielita.
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Meyr [69] tyrime vertintas skirtingy patology tos pacios tiriamosios
medziagos histologinio tyrimo rezultaty interpretavimas (priesingi rezultatai
gauti 16, t. y. 41,03 proc. atvejy — bent vienas patologas vertino, kad néra
osteomielito ir bent vienas vertino, kad yra osteomielito poZymiai). | §j ty-
rimg jtraukta ir Charcot neuroartropatija. Vertinimo Kriterijuose néra patiks-
linta, ar rastos uzdegimininés lgstelés, patys kriterijai nelabai aiskiai standar-
tizuoti jvairiems osteomielito tipams.

Dél minéty kaulo bioptaty mikrobiologinio ir histologinio tyrimo neati-
tikimy ir trokumy daznai gali prireikti papildomy tyrimy ar kriterijy kauly
infekcijai diagnozuoti. Berendt su bendraautoriais [65] yra pasitil¢ panaSius
] endokardito ar kai kuriy reumatiniy ligy diagnostinius kriterijus diabetinés
pédos kauly osteomielitui nustatyti [65].

Dazniausiai aprasomi histologinio tyrimo osteomielito kriterijai [25,
68]:

a) uzdegiminiy Igsteliy buvimas (ypac neutrofily);

b) kaulo erozija ir fragmentacija;

c) reaktyvaus kaulo formavimasis (gali buti ir Charcot osteoartro-

patijos bei ltizio pasekmé).

Lew apras¢ ir kiekybinio histologinio tyrimo uzdegiminiy lasteliy
svarba, kai daugiau negu penki neutrofilai regéjimo lauke rodo infekcija
[25]. Sis tyrimas pasizymi 43-84 proc. jautrumu ir 98-97 proc.
specifiSkumu [25].

Histologiniai kaulo biopsijos duomenys daznai i$skiriami kaip imus
osteomielitas, jeigu matoma nekrozé, kaulo destrukcija ir neutrofily infilt-
racija kietajame kaule ir kauly ¢iulpuose. Meduliarinés dalies ir antkaulio
smulkiy kraujagysliy pilnakraujiSkumas ar tromboz¢e irgi yra daznas radinys.
Létinis osteomielitas vertinamas, jeigu matoma kaulo destrukcija ir limfo-
city, histiocity ir/arba plazminiy Igsteliy infiltracija kietajame kaule ir kauly
Ciulpuose. Létinio osteomielito paiméjimas nustatomas, kai 1étinio osteo-
mielito fone yra neutrofily infiltracija. Visais osteomielito atvejais gali buti
stebimi jvairaus laipsnio fibrozés plotai ir kauly ¢iulpy edema [70]. Kitame
neseniai atliktame tyrime kaip atskiras osteomielito histologinis tipas i5sKi-
riama fibrozé [71].

ISanalizavus literatiiros duomenis osteomielito diagnozei patvirtinti,
lieka keletas iki galo neatsakyty ir nepatikslinty klausimy:

— Ar mikroorganizmas gali biiti nustatomas anksciau uz histologinio
tyrimo pakitimus kaulo infekcijos atveju, kas irgi galéty lemti tyrimy
neatitikima?

— Gal maziau virulentiski mikroorganizmai gali sukelti maziau pakitimy
histologinio tyrimo metu?
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— Ar negali uzdegimingés lastelés 1§ minkstyjy audiniy patekti ant kaulo
(biopsijos metu) ir biiti klaidingai teigiamo histologinio tyrimo priezastimi?

— Ar reikia gydyti nustatytus patogeninius sukéléjus kaule ir kada
gydyti be kity infekcijos pozymiy, galvojant, kad jie nustatyti anksciau, t. y.
dar pries uzdegimo pozymiy susidaryma?

— Ar verta skaiciuot jautrumg ir specifiSkuma, jei nezinia kurj tyrimg
(histologinj ar mikrobiologinj) priimti kaip standartg?

3.5.4. Laikotarpio be antibiotiky jtaka kaulo bioptaty
mikrobiologiniy paséliy rezultatams

Pries atliekant kaulo biopsija, siekiant iSvengti klaidingai neigiamy
mikrobiologiniy paséliy rezultaty, naujausiose IDSA gairése rekomenduo-
jamas dviejy savai¢iy laiko tarpas be antibiotiky. Biitent tiek laiko kaule
iSsilaiko pagrindiniai antibiotikai, vartojami sergant kauly infekcijomis. Nu-
statyta, kad beta laktaminiai antibiotikai (penicilinas, cefalosporinai) ir
aminoglikozidai (gentamicinas, amikacinas ir kiti) pasisalina per 1 savaite,
fluorochinolonai (ciprofloksacinas, ofloksacinas) ir klindamicinas — per 2
savaites, o rifampicinas — per 3 savaites [72]. Kadangi rifampicinas retai
naudojamas empiriniam gydymui be tiksliai nustatyty infekcijos sukéléjy ir
Jju jautrumo antibiotikams, palyginus 2 ir 4 savaiCiy tarpa be antibiotiky,
skirtumas nenustatytas, todél jprastai taikomas 2 savaiciy laikotarpis [61].

Ne visada yra paprasta tai padaryti klinikin¢je praktikoje. Pirmiausia
reikia pasverti ir infekcijos i$plitimo galimybe neskiriant antibakterinio gy-
dymo. Vienas tyrimas parodé¢, kad amputacijy daznis statistiSkai patikimai
mazesnis, jeigu pacientams skirtas antibakterinis gydymas priémimo metu
del pradinio infekcijos epizodo [61]. Be to, laikotarpj be antibiotiky sunku
iSlaikyti, kai viena i§ kaulo biopsijos indikacijy yra neefektyvus gydymas.

Marschall neseniai apra$¢, kad spondilodiscito atveju kaulo bioptaty
mikrobiologiniuose tyrimuose buvo bent pusei iSauginti sukéléjai nepaisant
prie$ procediirg skirto antibakterinio gydymo [73]. Duomeny apie laiko tar-
po be antibiotiky jtaka diabetinés pédos osteomielito kaulo bioptaty mikro-
biologiniy paséliy rezultatams yra nedaug. Wu tyrimo metu laikotarpis be
antibiotiky buvo pasirinktas tuomet, jei antibiotikai nebuvo skirti bent 24
val. iki procediiros; tai i$ dalies nulémé j tyrima jtraukty institucijy naudoja-
ma klinikiné praktika prie§ kaulo biopsija 24 val. neskirti antibakterinio
gydymo. Sis tyrimas parod¢, kad antibakterinio gydymo skyrimas neturéjo
jtakos mikrobiologiniy pasé¢liy rezultatams [41]. Lesens tyrimas nenustaté
statistiSkai patikimo rySio tarp antibiotiky vartojimo prie§ tyrimg ir neigiamo
kaulo fragmento biopsijos per zaizdg mikrobiologinio pasélio [42].
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3.5.5. Cukrinio diabeto jtaka kaulo bioptaty mikrobiologiniy
paséliy rezultatams

Diabetinés pédos kauly osteomielitas skiriasi nuo kity osteomielity ir
kity kauly infekeijy specifiniais, daznai tik CD buidingais bruozais: specifine
anatomine kauly struktiira, neuropatija, iSemija, angiopatija, glikemijy svy-
ravimais, sumazejusiu atsparumu infekcijoms. Tai daznai vercia galvoti apie
daznesnes ir sunkesnes kauly infekcijas, dazniau nustatomus infekcijos
sukelejus. D¢l minéty ypatybiy diabetinés pédos kauly osteomielitas
dazniausiai nagrin¢jamas ir tyrin¢jamas kaip atskira grupé.

Literatiroje mazai duomeny apie tai, ar skiriasi kaulo biopsijos
rezultatai cukriniu CD serganciy ir neserganciy pacienty kauly infekcijy
metu. Neseniai atliktas tyrimas parodé, kad histologinis infekcijos
nepazeisto kaulo vaizdas CD serganciy pacienty yra normalus, jskaitant
atvejus su neuropatija ar periferiniy kraujagysliy patologija [64]. Diabetinés
pédos kauly osteomielito atveju, jvairiy tyrimy duomenimis, kaulo bioptato
mikrobiologinis pasélis gali buti teigiamas 70,45-78,57 proc. [66, 40],
jvairiy osteomielity atvejais kartu su CD serganciais — 24-95,6 proc. [41,
68, 47], spondilodiscito (stuburo osteomielito) atvejais 40-91 proc. [74-76],
osteomielity atvejais, nejtraukus diabetinés pédos, kaulo bioptate nustatyti
infekcijos sukéléjai gali siekti 94 proc. atvejy [77]. Palyginamyjy tyrimy
literatiroje nepavyko rasti.

3.5.6. Gangrena, jos iSplitimo iki kaulo ir infekcijos tikimybé

Paprastai gangrena skirstoma ] sausaja (dél iSemijos) ir Slapiaja (dél
infekcijos; 1 Sig sagvoka jeina ir dujiné, vidiné gangrena). Tipiskai infekcijos
neblina sausojoje gangrenoje, taCiau sausoji gangrena gali virsti Slapiaja,
jeigu ji infekuojasi. Sausosios gangrenos atveju tampa negyvybingas odos
plotas dél nepritekancio kraujo be bakterinés infekcijos, Sis tipas neplinta |
kitus audinius. Tai gali buti dél aterosklerozés, CD, insulto, trombozés,
nudalimo. Slapioji gangrena issivysto dél sausosios gangrenos bakterinés
infekcijos arba kraujo tékmés obstrukcijos Zaizdos srityje. Si gangrenos
forma gali labai greitai i$plisti ir pasidaryti mirtina per kelias dienas [78].
D¢l blogo audiniy apriipinimo deguonimi, besitgsiancio uzdegimo, piilinio,
osteomielito ir sisteminiy pokyCiy gali iSsivystyti gangrena ir nekroze,
lemianti amputacija, t. y. radikaly infekuoto audinio pasalinimg [79]. Chan-
telau tyrimo metu gangrenos atvejais buvo pakenktas ir kaulas (histologiskai
patvirtintas osteomielitas), tik re¢iau negu kliniskai iSreikSto osteomielito
atvejais (8/18 ir 22/22; p<0.001) [64]. Siame tyrime autoriai j gangrenos
atvejy skaiCiy jtrauké ir sausgja, ir Slapigja gangrena, taciau jdomu, kad
histologiniai osteomielito poZymiai buvo rasti ir sausosios gangrenos atveju.
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Apie mikroorganizmy nustatyma ir jy skirtumus gangrenos ir osteomielito
atveju literatiiroje duomeny nepavyko rasti.

3.5.7. Plazmos nekoaguliuojantys stafilokokai ir kaulo biopsija

PNS nustatomi méginiuose i$ kaulo 10-50 proc. [31, 80-82]. Ir daugeliu
atvejy vertinami kaip tikri infekcijos sukéléjai. Lavery [81] aprasé, kad atvira
kaulo biopsija operacijos metu, kuri buvo naudojama jy tyrime, turi mazesne
kontaminacijos rizikg negu PKB ir nustaté¢ mazesnj PNS kiekj (11 pries 50
proc.) negu Newman tyrime [82]. Taciau jdomu, kad viename tyrime PKB
metu rasta daugiau PNS negu paséliuose i$ zaizdos (25,6 proc. ir 4,6 proc.;
p<0,001) [31]. Tai rodyty PNS kaip infekcijos sukéléjy tikruma, nors
minétame tyrime infekcijai patvirtinti nebuvo naudotas histologinis tyrimas.
Kitoje studijoje PNS kaip vienintelis patogenas nustatytas ir histologiskai
patvirtinty osteomielity CD atvejais [80], nors nebuvo tiriami anaerobai. Kad
PNS néra lengvos infekcijos sukéléjas, rodo tyrimai, Kuriuose vertinta ligos
prognozé statistiSkai patikimai nesiskyré tarp Staphylococcus aureus ir PNS
sukelto diabetinés pédos osteomielito [80], sgnario protezo infekcijos [83].

Atskirti PNS kaip tikruosius infekcijy sukéléjus nuo kontaminacijos yra
svarbu pasirenkant diagnostikos ir gydymo taktika. Tam gali padéti kliniki-
niai, radiologiniai tyrimai, histologiniai infekcijos pozymiai. Neseniai atlik-
tame tyrime pakartotiniai teigiami mikrobiologiniai paséliai, identifikavimas
tos pacios rasies infekcijos sukéléjy, pasizyminiy tokiu pat jautrumu
antibiotikams, vertinti kaip stiprus tikros infekcijos argumentas [84]. Siame
tyrime, taikant genotipavimo metodus, i$siaiskinta, kad i§ nustatyty vienodos
rasies PNS, pasizyminciy tokiu pat jautrumu antibiotikams, 93,3 proc. buvo
tos pacios padermés [84]. Diferencijuojant bakteriemijg nuo kontaminacijos
gali buti svarbus kiekybinis mikrobiologinis tyrimas (kontaminacija, kai <10
KFV/ml [85]) ir laikas iki teigiamo mikrobiologinio pasélio (kontaminacija,
kai >20 h [85], laikas iki teigiamo mikrobiologinio tyrimo iki 24 val. —
predikcinis veiksnys tikros bakteriemijos, jautrumas 94 proc., specifiSkumas
83 proc. [86]). Esant kauly infekcijoms, daznos polimikrobinés infekcijos.
Bernard studijoje su kiekybiniu mikrobiologiniu tyrimu PNS vertinti kaip
komensalai, jeigu jy kiekis buvo mazesnis negu kity kartu nustatyty ir
klasikiniy osteomielito sukéléjy, o dominuojancio mikroorganizmo kiekis turi
buti didesnis bent 3 kartus negu kity nustatyty infekcijos sukelejy [54].
Pazymeétina, kad genetiniai virulentiSkumo Zymenys mazai padeda atskirti
tikrus sukéléjus PNS nuo komensaly [87-89].

3.5.8. Molekuliniy metody taikymas etiologinéje diagnostikoje
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Neseniai atliktais tyrimais jrodyta, kad standartiniai mikrobiologiniai
paséliai identifikuoja nedidelj procentg Zaizdoje esanéiy infekcijos sukéléjy,
jskaitant diabetinés pédos infekcijy atvejus. Molekuliniais metodais galima
nustatyti daugiau infekcijos sukéléjy ir rezultatus gauti kur kas greiciau. Be
to, molekuliniai metodai padeda surasti patogeniniy bakterijy
virulentiSkumo faktorius ir genus, koduojancius atsparumg antibiotikams.
Tai gali padéti klinicistams parinkti optimaly antibakterinj gydyma ir
pagerinti gydymo rezultatus. Viename retrospektyviajame létiniy Zaizdy
tyrime visiSkas Zaizdy uzgijimas stebétas gerokai dazniau, kai buvo
pasitelkti molekulinés diagnostikos metodai (298 i§ 479, t. y. 62,4 proc. ir
244 i§ 503 pacienty, t. y. 48,5 proc.), uzgijimo laikas buvo statistiskali
patikimai trumpesnis (p<0,05) ir vartojimas brangiy ,,pirmo pasirinkimo*
antibiotiky sumaz¢jo siekiamo antibakterinio gydymo naudai [7, 90].

Kaip molekuliniy metody trikumai vertinama tai, kad jie blogai nusta-
to mikroorganizmo gyvybingumg ir riboja galimybes suskaiéiuoti
patogenines bakterijas [91].

3.6. Mikroorganizmy genetiniy veiksniy svarba ir
ju nustatymas sergant kauly ir sgnariy infekcijomis

Diabetinés pédos patologija apsunkina jvairiis organizmo ir mikroorga-
nizmy veiksniai (3.6.1 pav.), tarp jy ir nemaza jtakg darantys genetiniai
veiksniai [92].

Organizmo veiksniai Mikroorganizmy veiksniai
Diabetologija Anatomija Bakteriologija
Imuno- Neuro- Arterio- Virulen- Biofilmas Bakterijy
patija patija patija tiskumas/ kiekis

atsparumas
% Y A4
Infekcija

3.6.1 pav. Metaboliniy, anatominiy ir bakteriologiniy veiksniy sqveika
sergant diabetinés pédos infekcija [92]
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3.6.1. Infekcijos sukéléjy virulentiSkumas, audiniy infekcija ir ju
kolonizacija

Bakterijy virulentiSkumo nustatymas padeda apibiidinti infekcijg ir dife-
rencijuoti nuo kolonizacijos. Yra atlikta nemazai tyrimy su Staphylococcus
aureus, dazniausiu infekcijos sukéléju, iSskirtu i§ diabetinés pédos zaizdos,
naudojant jvairius metodus, jskaitant genotipavima mikrogardeliy pagrindu,
daugine polimerazés grandining reakcijg ir bandymus su Caenorhabditis
elegans bei Danio rerio zuvimi [92]. DNR mikrogardeliy analizé yra
molekulinés biologijos metodas, kuriuo galima nustatyti bakterijy
virulentiSkumo ir atsparumo antibiotikams genus. Naudojant §] metoda
jrodyta, kad virulentiSkumo ir atsparumo antibiotikams genai yra dazniau
randami kliniSkai infekuotose diabetinés pédos opose, negu neinfekuotose
zaizdose. Vieno tyrimo duomenimis, 20 i§ 22 i$ neinfekuoty opy izoliuoty
Staphylococcus aureus neturé¢jo virulentiSkumo geny, o Sie genai rasti
visose, iSskyrus vieng i§ 85 padermiy, iSskirty i§ infekuoty opy. Dauginés
polimerazés grandininés reakcijos metodas leidzia tikrinti daug
virulentiskumo geny. Siuo biaidu nustatyta, kad i§ infekuoty opy isskirtos
padermes turi deSimt geny statistiSkai patikimai daZzniau, nei i§ neinfekuoty
opy. Logistinés regresinés analizés buidu apskaiciuota, kad penkiy geny
kombinacija (sea, sei, HLGV, cap5 ir IuKDE) leidzia diferencijuoti infekuotg
diabetinés pédos opa nuo neinfekuotos su geru jautrumu (0,98) ir
specifiskumu (0,87) [93]. Kitoje naujoje studijoje, pritaikius naujos kartos
DNR mikrogardeliy analize, kuri padengé 334 skirtingus genus
genotipuojant 195 Staphylococcus aureus, iSskirtus kaip vienintelius
sukéléjus 1§ diabetinés pédos, paaiskéjo, kad gali uztekti ir vieno geno
(lukDE) diferencijuojant infekuota opa nuo neinfekuotos. Taip pat lukDE
genas turi reikSmeés patikimai prognozei pirmo laipsnio diabetinés pédos
opos atveju [94]. Bakterijy virulentiSkumo svarba sukelti infekcijg yra
patvirtinta su Caenorhabditis elegans ir Danio rerio zuvimi [92].

Staphylococcus aureus ekologiné niSa yra Snervés, taciau §i bakterija
kolonizuoja nosiarykle ir kitas kiino vietas, nesukeldama infekcinio proceso.
Sutrikus organizmo balansui, kolonizacija gali pereiti j infekcijg. Vis dar
aktyviai diskutuojama, ar tam tikry genotipy stafilokokai yra labiau linke
kolonizuoti ir/ar infekuoti. Genetiné struktiira placiai nagrinéta remiantis
DNR polimorfizmu. Tac¢iau nors déta daug pastangy, kol kas iki galo neat-
skleista reikSmé kolonizacijai ir infekcijai, i8skyrus tai, kad tam tikros lini-
jos yra labai epideminés. Tinkamomis saglygomis Staphylococcus aureus ga-
li tapti invaziniu, ir tai visy pirma lemia organizmo veiksniai, taciau yra
daugybé Staphylococcus aureus virulentiSkumo ir kolonizacijos veiksniy
[95].
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3.6.2. Biofilmas: bakteriju saveika

Nors dazniausiai biofilmas yra minimas sgnariy protezy infekcijy atve-
ju, jis randamas ir pas sergancius diabetinés pédos kauly osteomielitu. Bio-
filmui budinga bakterijy adhezija prie sgnario protezo ar kaulo pavirSiaus
tiesiogiai arba per adhezinus (fibrinogenas, fibronektinas, kolagenas), sulé-
tomai biina mazai isSreiksti, o infekcija iSlieka ir plinta. Be to, biofilmui bu-
dinga didesnis atsparumas antibiotikams ir organizmo imuninei sistemai bei
virulentiSkumo geny suaktyvéjimas, taip pat, esant bakterijy glaudziai sgvei-
kai, gali buti perduodami ir genai i§ vienos bakterijos kitai. Visa tai gali
lemti diabetinés pédos infekcijos sunkuma, 1étine eigg ir recidyvus. Be to,
lasteléms atsiskyrus nuo biofilmo, infekcija gali lengviau plisti j kaulg. Yra
bandomi nauji molekulinés biologijos metodai jvairioms létinés diabetinés
pédos opos grupéms nustatyti. Pavyzdziui, kokybiné atstumo analizé nusta-
té, kad Pseudomonas aeruginosa agregatai yra giliau negu Staphylococcus
aureus, todel pasély i§ zaizdos tamponu gali biiti ne visada aptinkama esanti
opoje Pseudomonas aeruginosa. Remiantis §iais tyrimais, praktiskai yra
svarbus zaizdos gramdymas, Salinant biofilma, paséliy émimas i§ giliyjy
audiniy bei molekuliniy biologiniy metody plétojimas, kai Sias bakterijas
sunku izoliuoti jprastais metodais [92].

3.6.3. Bakteriju tipavimo svarba

Bakterijy tipavimas molekuliniais biologiniais metodais gali biiti svar-
bus infekcijos Saltiniui nustatyti, greiciau issiaiskinti infekcijos sukéléjus,
taip pat identifikuoti bakterijas, kai yra skirtas antibakterinis gydymas ar su-
détinga issiaiskinti bei patikslinti infekcijos sukéléjus jprastais metodais

Remiantis tyrimu, kuriame buvo palygintos bakterijos, i5skirtos i$ ne-
s¢kmingai gydytos diabetinés pédos zaizdos standartiniu mikrobiologiniu
paséliu, bakterijy tipavimas molekuliniais biologiniais metodais gali biiti
svarbus diabetinés pédos zaizdoms gydyti. Pvz. mikrobiologiniame pasélyje
buvo identifikuota tik Bacteroides fragilis, o DNR sekvenavimu dar ir
Pseudomonas mephitica [96].

Neseniai aprasSyta keletas jdomiy klinikiniy atvejy, kai infekcijos sukeé-
1¢ja padéjo nustatyti molekulinés biologijos metodai. Esant sgnario protezo
infekcijai, sgnarinio skysc¢io mikrobiologiniai paséliai buvo paimti pries
skiriant antibiotikus, bet augimo nebuvo, taciau universali 16S rRNR PGR
ir sekvenavimas nustaté Legionella micdadei abicjuose sgnarinio skys¢io
méginiuose [97]. Kitas atvejis — pirmas aprasytas spondilodiscitas, kur
adatinés biopsijos i§ slankstelio metu iSaugo Shewanella putrefaciens, tac¢iau
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sukéléjas patikslintas molekulinés biologijos metodais — Shewanella algae
[98].

3.7. Kauly infekciju pasveikimo kriterijai

Kauly infekcijy pasveikimo kriterijai literatiiroje néra tiksliai apibrézti,
todél, vertinant prognozg, jie pasirenkami jvairiis. Tarp daznai minimy yra
uzgijusi Zaizda, rentgenologinis tyrimas rodo stabilizavimasi ar pager¢jima.
tai vartojamas remisijos terminas. Taip pat svarbus ir vertinimo laikas, t. y.
kada jau galima teigti, kad jvyko ligos remisija. Atskiruose tyrimuose §is
laikas taip pat pasirenkamas jvairus. Diabetinés pédos kauly osteomielito
remisija konstatuojama nesant jokiy infekcijos pozymiy ir/ar per metus po
uzbaigto gydymo nepasikartojo infekcijos epizodas, neskirtas antibakterinis
gydymas, netaikytas chirurginis gydymas biopsijos srityje ir nebuvo
reikalinga rentgenograma [61].

Bendri terminai vartojami diabetinés pédos kauly osteomielito sékmin-
gam gydymui jvertinti: akivaizdziai iSnykusi liga ir uzdegimo poZzymiai,
uzgijusi zaizda, remiantis radiologiniais tyrimais, uzgijes kaulas, néra pasi-
kartojimo epizody per stebéjimo laikotarpj. Osteomielito pasikartojimui var-
tojami terminai: nes€kmingas pradinis chirurginis gydymas, pakartotinis gy-
dymas ligoningje ir naujas infekcijos epizodas toje pacioje ar gretimoje sri-
tyje [99].

Yra aprasyti osteomielito atkryc¢iai praéjus keleriems metams, Kkartais
net deSimtmeciams, ir tarptautiniu mastu néra priimtina minimali steb&jimo
laikotarpio trukme. Kai kuriy autoriy nuomone, remisija yra tikslesnis termi-
miantis dabartine literatiira, remisija apibréziama, kai néra jokiy aktyvios
infekcijos pozymiy ar simptomy po minimalaus nuo 1 iki 2 mety steb¢jimo
laikotarpio. Paprastai remisijos daznumas tarp létiniu osteomielitu serganciy
pacienty svyruoja nuo 40 iki 90 proc., su piku 80 proc. beveik nepriklau-
somai nuo chirurginio gydymo, intraveninio ar viso antibakterinio gydymo
trukmés, taip pat nustatyto infekcijos sukelejo [100].
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4. DARBO METODIKA

4.1. Tyrimo schema (4.1.1 pav.)

Retrospektyvusis tyrimas

Populiacija -
visi pacientai,
kuriems
atliktos
AGDA Lilio
ir Turkueno
universite-
tinése ligoni-
neése 2000
2009 m.
(n=57)

Rizikos veiksnio
veikiami, t. y.
teigiamas kaulo
bioptato paselis
pjtivio vietoje
(n=24)

—

Rizikos veiksnio
neveikiami, t. y.
neigiamas kaulo
bioptato paselis
pitvio vietoje
(n=21)

Abejotinas
kaulo bioptato
paselis (n=12)

—

> Sveiki

Susirgo:

« Neuzgijus bige, uzsitgses
biges gijimas

+ Pakartotinis antibakterinis
gydymas

+ Pakartotiné operacija

= Nepritaikytas protezas

| Sveiki

Susirgo:

+ Neuzgijus bige, uzsiteses
bigés gijimas

+ Pakartotinis antibakterinis
evdymas

+ Pakartotiné operacija

+ Nepritaikytas protezas

Perspektyvusis tyrimas

Rizikos veiksnio
veikiami, t. y.
teigiamas kaulo

-

Populiaci- [ bioptato pasélis
ja—visi piiivio vietoje
pacientai, (n=12)

kuriems

atliktos .. oy
AGDA Rizikos veiksnio
Kauno neveikiami, t. y.
ligoninése |- neigiamas kaulo
2012 bioptato paselis
2014 m. pitvio vietoje
(n=112) (8

[

Abejotinas kaulo
bioptato pasélis
(n=12)

o] Sveiki

Susirgo:

= Neuzgijus bigé, uzsitgses
biges gijimas

+ Pakartotinis antibakterinis
aydymas

« Pakartotiné operacija

+ Nepritaikytas protezas

- Sveiki

Susirgo:

+ Neuzgijus bigé, uzsiteses
bigés gijimas

+ Pakartotinis antibakterinis
gyvdymas

+ Pakartotiné operacija

+ Nepritaikytas protezas

Praeitis
2000-2009 m.

4.1.1 pav. Retrospektyviojo ir perspektyviojo multicentrinio kohortinio

Dabartis
2010-2014 m.

tyrimo schema
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Ateitis (Rezultatai praéjus
1 metams po amputacijos)

2014-2015 m.

f.
=




4.2. Tyrimo imties apibiidinimas

4.2.1. Retrospektyviojo tyrimo imtis

Multicentrinis retrospektyvusis kohortinis tyrimas. Gavus visy 2000-01-
01-2009-12-31 Turkueno ir Lilio universitetiniy ligoniniy (Prancizija)
infekciniy ligy ir chirurginio profilio skyriuose gydyty pacienty (>18 mety),
kuriems atliktos AGDA (n=57), asmens duomenis (varda, pavard¢ ir ligos
istorijos numerj), i§ archyvo buvo paimtos ir analizuotos jy ligos istorijos.

Sia imtj sudaré 57 pacientai — 42 vyrai (73,68 proc.), 15 (26,32 proc.)
motery. Jauniausias pacientas buvo 23 mety, vyriausias — 89 mety. Vidutinis
pacienty amzius buvo 52,16 mety (SN=16,99).

4.2.2. Perspektyviojo tyrimo imtis

Multicentrinis perspektyvusis kohortinis tyrimas. Skai¢iuotas imties dy-
dis pagal santyking rizikg (SR), panaudojant retrospektyviojo tyrimo rezul-
tatus. Imties dydis skaiciuotas pagal tai, koks procentas pacienty su uzgi-
jusia bige buvo grupéje su nustatytais sukéléjais kaulo biopato
mikrobiologiniame pasélyje (71 proc.) ir grupéje be sukéléjy kaulo bioptato
mikrobiologiniame pasélyje (94 proc.) retrospektyviojo tyrimo metu. I$ viso
apskaiciuota minimali pacienty imtis — 100. Apskai¢iuoti minimaliis im¢iy
dydziai: 17 su identifikuotais sukéléjais AGDA pjavio vietos kaulo bioptato
mikrobiologiniame tyrime ir 83 be sukéléjy pjivio vietos kaulo bioptato
mikrobiologiniame tyrime.

Itraukimo ] perspektyvyji tyrimg kriterijai:

1. Suauge pacientai (>18 mety), kuriems buvo atliktos AGDA Kauno

ligoninése.

2. Gautas sutikimas dalyvauti tyrime.

Neitraukimo ] tyrima kriterijus:

Pacientas atsisaké dalyvauti tyrime.

Kiekvienas pacientas, kuris atitiko jtraukimo j perspektyvyjj tyrimg kri-
terijus, buvo informuotas apie tyrima ir pasira$¢ sutikimo forma. Studijos pro-
tokolas buvo patvirtintas Kauno regioninio biomedicininiy tyrimy etikos ko-
miteto (BE-2-23). Gautas leidimas atlikti asmens duomeny tvarkymo veiks-
mus i§ Lictuvos Respublikos valstybinés duomeny apsaugos inspekcijos (2R-
6247).

Perspektyviojo tyrimo imtj sudaré pacientai (n=112) >18 mety, gydyti
LSMU ligonin¢je Kauno klinikos, Kauno klinikingje ligoninéje ir Respub-
likin¢je Kauno ligoniné€je endokrinologijos ir chirurginio profilio skyriuose,
kuriems 2012-05-01-2014-04-30 buvo atliktos AGDA. Visi pacientai atiti-
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ko jtraukimo ] tyrimg kriterijus. Vienas pacientas atsisaké nuo tolesnio ste-
béjimo.

Sia imtj sudaré 112 pacienty — 60 (53,6 proc.) vyry ir 52 (46,4 proc.)
moterys. Jauniausias pacientas buvo 32 mety, vyriausias — 102 mety. Vidu-
tinis pacienty amzius buvo 71,3 m. (SN=13,8).

4.3. Duomeny rinkimas

Duomenys apie ligos eiga, rizikos veiksnius uZzpildyti pagal i§ anksto
parengty anketg (Zr. prieda) i$ ligonio ir medicininiy dokumenty. Atliekant
retrospektyvyji ir perspektyvyjj tyrima, rinkti Sie duomenys: amzius, lytis,
tgis, svoris, sirgimas CD ir glikemijos kontrolé, PAL, artritas, infekcijos
vieta, trauma anamnez¢je, amputacijos lygis, imunosupresija, slaugomas li-
gonis, gretutiné patologija, ligos anamnez¢, amputacijos priezastis, laikas
nuo sprendimo atlikti amputacijg iki operacijos, amputacijos anamnezéje,
antibiotiky vartojimo trukmé prie§ amputacijg, laiko tarpas be antibiotiky
prie§ amputacija, uZzdegiminiai rodikliai (CRB, leukocitai), inksty funkcija
(kreatininas, glomeruly filtracijos greitis), antibiotiky vartojimas prie§ ir po
stacionarizavimo, anamnezéje nustatyti infekcijos sukéléjai Zaizdoje pasku-
tiniy 6 mén. laikotarpiu. PAL buvo apibrézta, jei 1) neiuopiami nugarinés
pédos arterijos (arteria dorsalis pedis) ir uzpakalinés blauzdos arterijos
(arteria tibialis posterior) pulsai ir/arba 2) nustatomi pakitimai ultragarsinio
tyrimo, angiografijos metu ir/arba 3) anamnez¢je kraujagysliy chirurgo nu-
statyta PAL diagnozé, remiantis prieS tai paminétais kriterijais. Gretutiné
patologija vertinta esant Sirdies, inksty ar kepeny nepakankamumui. Laiko
tarpas be antibiotiky buvo apibréztas, jeigu pacientai nevartojo jokiy siste-
mMiniy antibiotiky bent 2 savaites iki amputacijos. Antibiotikai, skirti preme-
dikacijai operacijos metu, nevertinti kaip antibakterinis gydymas, skirtas
pries kaulo biopsija.

4.4. Tiriamosios medZiagos surinkimas

AGDA metu buvo kartu atlieckamos BA ir BD. Siekiant i§vengti kryzmi-
nés kontaminacijos per operacija, naudoti skirtingi chirurginiai instrumentai.
Per kiekvieng BA ir BD buvo paimama po tris kaulo fragmentus. Du i$ jy
buvo naudojami mikrobiologiniam tyrimui, tre¢iasis — histologiniam. PKB
technika jsisavinta Turkueno universitetinéje ligoningje (Pranciizija),
ortopedijos ir traumatologijos skyriuje (skyriaus vadovas Eric Beltrand).
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4.4.1. Chirurginé kaulo biopsija

Operacingje AGDA metu amputacijos pjivio vietoje i§ amputuotos
galiinés pusés, naudojant Liston kauly pjovimo znyples, buvo paimami
kaulo fragmentai (kietojo kaulo ir kauly ¢iulpy per kiekviena biopsija).

4.4.2. Perkutaniné kaulo biopsija

PKB buvo atlickama operacijy metu, naudojant 11G 10 cm biopsing
adatg, kuri buvo jduriama 5—-10 mm per odg bent 20 mm nuo zaizdos (opos)
krasto, kad bty iSvengta kontaminacijos nuo odos, t. y. pagal literatiroje
apraSytg metodikg [31] (zr. 3.5.2.1 skyriy).

4.4.3. Kaulo biopsija tarp pjiivio ir paZeistos zonos

Atsizvelgiant | tai, kad musy ligoninése dazniausiai taikoma radikali
chirurgija, ir siekiant iSaiskinti, kaip plinta infekcija, perspektyviojo tyrimo
metu, amputuojant $launj diabetikams ir/ar akivaizdaus osteomielito atvejais
(n=18), kaulo biopsija buvo atlikta ir planuojamoje (numanomoje) blauzdos
amputacijos vietoje (BP) tarp distalinés pazeistos ir amputacijos pjuvio vie-
tos su atskirais instrumentais (biopsine adata) (4.4.3.1 pav.).

BA

— BP(n=18)

BD
4.4.3.1 pav. Kaulo biopsijy atlikimo vietos tyrimo metu

(Nuotrauky autorius: E. Beltrand, Turkueno universitetiné ligoning,
ortopedijos ir traumatologijos skyrius)
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4.5. Mikrobiologiniai tyrimai

Retrospektyviojo tyrimo metu vienas kaulo fragmentas buvo pasétas j
Rosenow terp¢ (Biorad), kitas patalpintas j standarting transporting sistemag
(Porta-germ; Biomerieux), perspektyviojo tyrimo metu tiriamoji medziaga
buvo paimta | Amies terp¢ (Brescia, Italy). Abiejy tyrimy metu tiriamoji
medZziaga | mikrobiologijos laboratorija buvo pristatyta per 1 valanda nuo
paémimo. Perspektyviajam tyrimui buvo naudotos terpés, atitinkancios ret-
rospektyviojo tyrimo terpes. Tiriamoji medziaga sterilia kilpele paséta ]
kraujo agaro (BBL, JAV), Sokoladinio agaro (BBL, JAV), MacConkey ter-
pés (Oxoid, Anglija), Sedlerio agaro (BBL, JAV) keliy kvadratiniy centi-
metry ploto sektorius ir j tioglikolio terpe (Oxoid, Anglija). Uzséti kraujo ir
Sokolado agarai inkubuoti 5 proc. CO; salygomis 35 °C temperatiiroje 24—
48 val. MacConkey terpé inkubuota 18-24 val. 35 °C temperatiiroje. Jeigu
po 18-24 val. bakterijos neiSaugo, kraujo agaro ir Sokolado agaro Petrio
lekstelés buvo pakartotinai vertinamos po antros 24 val. inkubacijos. Tiogli-
kolio terpé buvo inkubuota 35 °C temperatiiroje 5 dienoms. Sedlerio agaras
buvo inkubuotas 35 °C temperatiiroje anaerobiném salygom Bug Box
(Anglija) 2 savaitéms. Isaugusiems PNS Maldi-TOF-MS (BRUKER) masiy
spektrometrijos analizé buvo naudojama paderméms nustatyti. Taip pat
buvo skaic¢iuota KFV/ml. Teigiamas kaulo bioptato mikrobiologinis tyrimas
vertintas tada, kai bent viename bioptate iSaugo infekcijos sukéléjas,
nepriklausantis odos mikroflorai, arba dviejuose iSaugo bakterija(os) i$ odos
mikrofloros (PNS, Corynebacterium species arba Propionibacterium acnes)
tos pacios riiSies ir tokio pat jautrumo antibiotikams. Pasé¢lis buvo vertintas
kaip abejotinas, jeigu buvo identifikuojama viena bakterija, priklausanti
odos mikroflorai. Dominuojantis mikroorganizmas turéjo pasiZyméti bent
tris kartus spartesniu augimu kaulo paséliuose negu kiti mikroorganizmai.
Visi teigiami kaulo paséliai buvo uzsaldyti —60 °C temperatiroje tolesniems
tyrimams. Izoliuoti vienodos rtsies ir tokio paties jautrumo antibiotikams
infekcijos sukéléjai BA, BP ir BD buvo palyginti naudojant genotipavimo
metodus (pulsuojancio lauko gelio elektroforeze, Maldi-TOF-MS), siekiant
patvirtinti vienodg paderme. Tyrimus atliko LSMU Laboratorinés medicinos
klinikos mikrobiologai.

4.6. Histologinis tyrimas

Kaulo fragmentai buvo fiksuoti 4 proc. paraformaldehido tirpale (PFA),
dekalcinuoti 10 proc. druskos rigsties (HCI) tirpale ir jlieti j parafing histolo-
ginei analizei. Atlikti 3 um storio pjiiviai, dazyti su hematoksilinu ir eozinu.
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Kaulo bioptaty histologinis tyrimas atliktas LSMU Anatomijos institu-
te, kur yra visa reikalinga jranga. Pabandzius kelis metodus (Saldomasis
budas, liejimas ] parafing) ir protokolus (dekalcinavimas 10 proc. HCI, 15
proc. HCI, 10 proc. etilendiamintetraacto riigstis — EDTA), jvairi méginiy
laikymo trukme ksilole (2-0,5 val.), parafine (parafinas I — 1 val. ir parafi-
nas Il — 1 val. — parafinas Il — 0,5 val.), buvo pritaikytas ir pakoreguotas
kaulo jliejimo j parafing protokolas.

Kaulo jliejimo i parafing protokolas:

Kaulo bioptatai 3—7 d. fiksuojami PFA 4 proc.
2-30 d. dekalcinuojami 10 proc. HCI (kol suminkstéja)
10 proc. natrio sulfato tirpalas (Na;SOy4) —12 val.
Plaunama tekanciu vandeniu — 4-6 val.
70°spiritas — 24 val.
96°spiritas — 24 val.
100° spiritas | —1val.
100° spiritas Il —1val.
Ksilolas + 100° spiritas — 2 val. (1:1)
Ksilolas — 0,5 val.
Ksilolas + parafinas — per naktj vésiai (1:1)
Parafinas — 0,5 val.
Iliejimas
Parafino nuémimo ir dazymo hematoksilinu-eozinu protokolas:
Ksilolas — 20 min.
96°spiritas — 20 min.
70°spiritas — 20 min.
Distiliuotam vandeny, kol nusiskaidrins
Hematoksilinas — 15 min.
Saltam vandeny, kol pamélynuoja
Eozinas — 1 min.
70° spiritas — praskalauti
I Svary 70° spirita — 1 min.
96° spiritas —1-2 min.
Ksilolas — praskalauti
Dengimas

Taip pat LSMU Anatomijos institute kiekvienam tyrimui visg laikg ruo-
Siamas $viezias 4 proc. PFA fiksatorius ir laikomas Saldytuve iki 2 sav. Kau-
lo bioptatai j konteinerius su fiksatoriumi patalpinti amputacijos metu opera-
cingje ir pristatyti ] LSMU Anatomijos institutg.

Buvo vertinti histologiniai infekcijos pozymiai. Histologiniai kaulo
biopsijos duomenys vertinti kaip Gmus osteomielitas, jeigu buvo matoma
nekrozé, kaulo destrukcija ir neutrofily infiltracija kietajame kaule ir kauly
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Ciulpuose bei meduliarinés dalies ir antkaulio smulkiy kraujagysliy pilna-
kraujiskumas ar trombozé. Létinis osteomielitas buvo apibréZiamas tuomet,
jeigu buvo matoma kaulo destrukcija ir limfocity, histiocity ir/arba plazmi-
niy lasteliy infiltracija kietajame kaule ir kauly ¢iulpuose. Visais osteomie-
lito atvejais galéjo buti stebimi jvairaus laipsnio fibrozés (randéjimo) plotai
ir kauly Ciulpy edema. Neinformatyvus (abejotinas) histologinis tyrimas bu-
vo vertintas, jei pasirodé sunku jvertinti uzdegimo pozymius (blogai nusida-
7gs preparatas, sunkiai jzitirima kaulo struktiira). Tyrimy atlikimo technika
isisavinta LSMU Anatomijos institute (neuromorfologijos laboratorijos ve-
déja Kristina Rysevaité-Kyguoliene).
Retrospektyviojo tyrimo metu histologinis tyrimas nebuvo vertintas.

4.7. Pacienty stebéjimas

Pacientai stebéti po 1, 6 ir 12 ménesiy po amputacijos — buvo vertinama
ligos eiga ir iSeitis po operacijos. Objektyvaus tyrimo metu su pacientu,
apklausiant telefonu artimuosius, $eimos gydytoja ar slaugos ligoniniy per-
sonalg, vertinta, kaip gyja pjuvis, ar reikéjo pakartotinés operacijos, ar anti-
biotikoterapijos, taip pat ligonio autonomijos jgijimas (pritaikytas protezas)
(zr. priedg). Pooperaciné mirtis apibrézta, jeigu ji ivyko per 30 dieny po
operacijos.

4.8. Statistiné analizé

Kiekybiniams rodikliams grupése charakterizuoti pateiktas vidurkis ir
standartinis nuokrypis (SN). Kokybiniai nominalieji dydZiai pateikti kaip
tiriamyjy skaicius (proc.). Vidurkiams palyginti taikytas Stjudento kriterijus.
Tais atvejais, kai duomenys netenkino normaliojo pasiskirstymo salygy,
naudotas Mann-Whitney testas. Kokybiniy rodikliy palyginimui grupése
naudotas tikslus XZ bei tikslus FiSerio kriterijus. Tikrinant statistines hipote-
zes, naudotas 0,05 reikSmingumo lygmuo. Vertinant teigiama kaulo kultiiros
jtaka tolesnei ligos eigai, skaic¢iuota SR bei jos 95 proc. pasikliautinasis in-
tervalas (PI). ISkraipanciy veiksniy nepriklausoma jtaka ligos baigtims ver-
tinta naudojant stratifikuotg rezultaty analize¢ ir Kokso proporcingy riziky
regresing analize. Duomenys apdoroti Excel ir SPSS 20 programomis.

4.9. Tyrimo finansavimas

Tyrimas finansuotas LSMU mokslo fondo 1éSomis.
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5. REZULTATAI

5.1. Retrospektyvusis tyrimas

5.1.1. Retrospektyviajame tyrime dalyvavusiy pacienty

Pranciizijos Turkueno ir Lilio universitetinése ligoninése 2000-2009
metais atliktos 57 AGDA (10 virs kelio, 47 zemiau kelio). Jtraukty j tyrima
pacienty pradinis susirgimas buvo: trauma (n=32), infekcija (n=13), trofikos
sutrikimai (n=10) ir onkologinis susirgimas (n=2). Nekontroliuojama
infekcija kaip pagrindiné amputacijos prieZastis buvo 37 atvejais, t. y. 64,9
proc. (pazeista péda — 5, ¢iurna /blauzda/ — 8, visa koja — 24), likusiems 20
pacienty amputacijos priezastis buvo trofikos sutrikimai (5.1.1.1 pav.).

Pradinis susirgimas (n=57)

‘ | | __‘_ |

Infekcija Trofikos sutrikimai ‘ Trauma Onkologinis

(n=13) (n=10) (n=32) susirgimas (n=2)

| | | | [ |

Trofikos | | Nekontro- | | Trofikos | | Nekontro- | | Trofikos | | Nekontro- | | Nekontro-

sutriki- liuojama sutriki- liuojama sutriki- linojama liuojama
mai infekcija mai infekcija mai infekcija infekcija
(n=3) (n=10) (n=5) (n=5) (n=12) (n=20) (n=2)
[ Amputacija ‘

5.1.1.1 pav. Pradinis susirgimas ir amputacijos priezastys

Diabetinés pédos infekcija stebéta 14 atvejy (24,6 proc.), osteoartritas —
24 (42,1 proc.), trauma anamnezéje — 38 (66,67 proc.), imunosupresija — 7
(12,28 proc.), PAL — 23 (40,35 proc.), slaugomas ligonis — 1 (1,75 proc.).

5.1.2. Apatiniy galiiniy didZiyjy amputaciju pjiivio vietos kaulo
bioptaty mikrobiologiniy tyrimy rezultatai ir jiems jtakg darantys
veiksniai

Retrospektyviai iSanalizavus duomenis, 24 (42,1 proc.) atvejais
nustatyti teigiami kaulo biopsijos mikrobiologiniai paséliai BA, 12 (21,1
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proc.) — abejotini ir 21 (36,8 proc.) — neigiami. TrisdeSimt vienam pacientui
(54,4 proc.) prie§ amputacija bent 2 savaites neskirti antibiotikai. Pacientai,
kuriy kaulo mikrobiologinis tyrimas buvo teigiamas, statistiSkai patikimai
ilgiau neapsisprendé dél sutikimo amputacijai (200,2 ir 70,1 dienos; p<0.03)
ir buvo trumpiau gydyti antibiotikais prie§ amputacija negu pacientai, kuriy
kaulo mikrobiologinis tyrimas buvo neigiamas (3,68 ir 6,08 meénesiai;
p<0,03) (5.1.2.1 lentelg).

5.1.2.1 lentelé. Pacienty su teigiamu ir su neigiamu kaulo bioptato
mikrobiologiniu paséliu amputacijos pjivio vietoje demografiniai ir

klinikiniai duomenys

Rodiklis Teigiamas kaulo | Neigiamas kaulo p
bioptato pasélis | bioptato pasélis
(n=24) (n=21)

Amzius, metai, vidurkis 51,29 51,38 1
Amputacijos lygis
— auks¢iau kelio, n (proc.) 5(20,8) 4(19,1) 1
— Zemiau kelio, n (proc.) 19 (79,2) 17 (80,9)
Patologijos trukmeé iki amputacijos, 2075,2 2124.8

dienos, vidurkis

Pazeidimo vieta

— péda, n (proc.) 3(12,5) 5(23,8) 0,44
— blauzda, n (proc.) 6 (25) 5(23,8) 1

— visa koja, n (proc.) 15 (62,5) 10 (47,6) 0,38
Diabetinés pédos infekcija, n (proc.) 4 (16,7) 7(33,3) 0,3
Trauma anamnezéje, n (proc.) 17 (70,8) 14 (66,7) 1

Imunosupresija, n (proc.) 4 (16,7) 1(4,8) 0,35
Periferiniy arterijy liga, n (proc.) 7(29,2) 9 (42,9) 0,37
Gretutiné patologija, n (proc.) 6 (25) 10 (47,6) 0,13
Amputacijos anamnezéje, n (proc.) 4 (16,7) 9 (42,9) 0,1
Trukmé nuo paciento supazindinimo su 200,25 70,15 0,03

amputacija iki amputacijos atlikimo,
dienos, vidurkis

Suminé antibakterinio gydymo trukmé 3,68 6,08 0,03
pries$ amputacija, ménesiai, vidurkis
Tarpas be antibiotiky iki amputacijos, 22,19 27,9 0,8

dienos, vidurkis
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5.1.3. Apatiniy galiiniy didZiyjy amputacijuy pjiuivio vietos kaulo
bioptaty mikrobiologiniy tyrimy rezultaty palyginimas su ty paciy
amputacijy metu atliktomis perkutaninémis kaulo biopsijomis
distalinéje paZeistoje zonoje

TrisdeSimt dviem pacientams (56,1 proc.) amputacijos metu buvo
atlikta BD. 69,6 proc. atvejy (16/24) BA rasti mikroorganizmai buvo rasti ir
BD. 11 (68,8 proc.) atvejy tapatiis infekcijos sukéléjai nustatyti abiejose
zonose buvo PNS, 3 (18,8 proc.) atvejais — Staphylococcus aureus (i$ kuriy
2 meticilinui atspariis), 7 (43,8 proc.) atvejais sutapo daugiau nei vienas
mikroorganizmas (5.1.3.1 lentel¢).

5.1.3.1 lentelé. Tokie patys infekcijos sukéléjai nustatyti kaulo bioptato
mikrobiologiniame pasélyje amputacijos pjivio vietoje ir distalinéje
pazeistoje zonoje

Paciento Nr. Vienodi sukéléjai nustatyti amputacijos pjuvio vietoje
ir distalinéje zonoje
Meticilinui jautrus Staphylococcus aureus
Enterococcus faecalis, Citrobacter braakii
Staphylococcus epidermidis, meticilinui atsparus Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa

Meticilinui atsparus Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes,
Morganella morganii

Staphylococcus capitis
Proteus mirabilis
Acinetobacter baumanii, Staphylococcus epidermidis
Citrobacter freundii, Enterococcus spp, Acinetobacter baumanii
10 Proteus mirabilis, Streptococcus constellatus, Staphylococcus capitis
11-16 Staphylococcus epidermidis

bW [N|F

O | |N|O

5.1.4. Apatiniy galiiniy didZiyjy amputacijuy pjiivio vietos kaulo
bioptato mikrobiologiniame pasélyje iSskirty sukéléjy jtakos
bigés gijimui nustatymas

Bigés uzgijimo trukmé buvo ilgesné pacientams su nustatytu teigiamu
kaulo bioptato mikrobiologiniu paséliu, palyginti su pacientais, kuriems
nustatytas neigiamas kaulo bioptato mikrobiologinis pasélis amputacijos
pjuvio vietoje (3,57 ir 2,48 mén.; p<0,03) (5.1.4.1 lentel¢). Pacientams su
teigiamu kaulo bioptato mikrobiologiniu paséliu po operacijos statistiskai
patikimai dazniau buvo skiriami fluorochinolonai (p=0,04) ir antibiotikai,
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veikiantys meticilinui atsparius Staphylococcus aureus (p=0,03), negu
pacientams su neigiamu kaulo bioptato mikrobiologiniu paseliu.

5.1.4.1 lentelé. Teigiamy kaulo bioptato mikrobiologiniy paséliy amputaCi-
Jjos pjitvio vietoje jtaka bigés gijimui

Teigiama kaulo Neigiamas kaulo p
bioptato pasélis bioptato pasélis
(n=24) (n=21)

Bigés uzgijimo trukme, 3,57 2,48 0,03
ménesiai
Neuzgijusi bigé 3 1 0,61
Reamputacijos 7 5 0,75
(pakartotinés amputacijos)
Pakartotinio antibakterinio 9 5 0,36
gydymo poreikis po
amputacijos
Pritaikytas protezas 17 19 0,14

5.2. Perspektyvusis tyrimas

5.2.1. Perspektyviajame tyrime dalyvavusiy pacienty demografiniai

ir klinikiniai duomenys

Per tiriamajj laikotarpj atlikta 112 AGDA. 37 (33 proc.) pacientai sirgo
CD, diabetin¢ péda diagnozuota 19 (17 proc.) atvejy. Atlikta 31 (27,68
proc.) amputacija zemiau kelio ir 81 (72,32 proc.) amputacija vir§ kelio. 90
(80,4 proc.) amputacijy atlikta Respublikingje Kauno ligoninéje. Amputa-
cijos anamnezéje buvo 38 (33,9 proc.) atvejais. Tarpas be antibiotiky prie§
amputacija (bent dvi savaites) stebétas 59 (52,7 proc.) pacienty. Nekontro-
liuojama infekcija kaip amputacijos prieZastis nustatyta 18 (16,1 proc.), 0
didelé galtiniy iSemija — 73 (65,2 proc.) atvejais. 5 pacientams per tiriamajj
laikotarpj kaulo biopsijos buvo atliktos amputuojant abi kojas, 1 pacientui
atliktos kaulo biopsijos amputuojant tg pacia koja zemiau kelio, 0 po to virs
kelio. Tyrime dalyvavusiy pacienty demografiniai, anamnestiniai, antropo-

53



5.2.1.1 lentelé. Perspektyviajame kohortiniame tyrime dalyvavusiy pacienty

duomenys
Rodiklis Duomenys (n=112)

Amzius, metai, vidurkis 71,32 (SN=13,8)
Lytis, vyrai (proc.) 60 (53,6)
Ligoniné

— LSMU ligoniné Kauno klinikos, n (proc.) 12 (10,7)

— Kauno klinikiné ligoniné, n (proc.) 10 (8,9)

— Respublikiné Kauno ligoniné, n (proc.) 90 (80,4)
Desinés kojos amputacija, n (proc.) 66 (58,9)
Amputacijos lygis

— auks¢iau kelio, n (proc.) 81 (72,3)

— Zemiau kelio, n (proc.) 31 (27,7)
Pradinis susirgimas

— infekcija, n (proc.) 18 (16,1)

— trofikos sutrikimai, n (proc.) 88 (78,6)

— onkologinis susirgimas apatinéje galinéje, n (proc.) 1(0,9)

— trauma, n (proc.) 5 (4,5)
Pradinio susirgimo trukmé iki amputacijos, dienos, vidurkis 238,55 (SN=876,37)
Pazeista péda, n (proc.) 100 (89,3)
Pazeista blauzda, n (proc.) 22 (19,6)
Osteoartritas, n (proc.) 22 (19,6)
Cukrinis diabetas, n (proc.) 37 (33)
Diabetiné péda, n (proc.) 19 (17)
Trauma anamnezgéje, n (proc.) 37 (33,3)
Imunosupresija, n (proc.) 3(2,7)
Periferiniy arterijy liga, n (proc.) 98 (87,5)
Kojy arterijy intervencijos anamnezéje, n (proc.) 40 (35,7)
Slaugomas pacientas, n (proc.) 31 (27,7)
Gretutiné patologija, n (proc.) 28 (25)
Amputacijos anamnezéje, n (proc.) 38 (33,9)
Trukmé nuo paciento supazindinimo su amputacija iKi 2,52 (SN=4,6)
amputacijos atlikimo, dienos, vidurkis

Prie§ pat amputacija vartoti antibiotikai, n (proc.) 42 (38,4)

Suminé antibakterinio gydymo trukmé prie§ amputacija, dienos,
vidurkis

13,65 (SN=39,7)

Nevartoti antibiotikai prie§ amputacija bent dvi savaites (tarpas
be antibiotiky), n (proc.)

59 (52,7)

54



5.2.1.1 lentelés tesinys

Rodiklis

Duomenys (n=112)

Amputacijos priezastis

— nekontroliuojama infekcija, n (proc.)
— trofikos sutrikimai, n (proc.)

— nekontroliuojamas skausmas, n (proc.)
— didelé galtiniy iSemija, n (proc.)

18 (16,1)
20 (17,9)
1(0,9)
73 (65,2)

Ugis, cm, vidurkis

170,50 (SN=9,71)

Svoris, kg, vidurkis

80,57 (SN=2,06)

Kiino masés indeksas, vidurkis

22,23 (SN=12,96)

Leukocitai, x10%/1, vidurkis

12,83 (SN=4,98)

Hemoglobinas, g/l, vidurkis

117,42 (SN=29,04)

Trombocitai, x10%I, vidurkis

337,33 (SN=150,22)

C reaktyvinis baltymas, mg/1, vidurkis, n=61

136,67 (SN=96,91)

Kreatininas, umol/I, vidurkis

116,58 (SN=101,69)

Slapalas, mmol/I, vidurkis

10,03 (SN=7,42)

Glikemija, mmol/l, vidurkis

7,64 (SN=3,04)

Albuminas, g/l, vidurkis, n=8

43,9 (SN=19,44)

Glomeruly filtracijos greitis, ml/min., vidurkis, n=5

83,22 (SN=56,36)

Glikuotas hemoglobinas, proc., vidurkis, n=15

8,84 (SN=2,13)

Prie§ amputacijg atlikta rentgenograma, n (proc.) 17 (15,2)
Rentgenogramoje rasti osteomielito pozymiai, n (proc.) 12/17 (70,59)
Prie$§ amputacija ar amputacijos metu atliktas pasélis i§ Zzaizdos, 15 (13,39)
n (proc.)

Prie§ amputacija pasélyje i§ zaizdos nustatyti infekcijos 11 (9,8)

sukéléjai, n (proc.)
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5.2.2. Apatiniy galuiiniy didZiyjy amputaciju pjiivio vietos kaulo

biopsiju rezultatai ir jiems jtaka darantys veiksniai

IS 112 AGDA BA identifikuoti infekcijos sukéléjai 24 (21,4 proc.)
atvejais.

Pjiivio vietos pasélyje nustatyti sukéléjai 24 (21,4 proc.) atvejais

Molekuliniai Mikrobiologinis

biologiniai tyrimas
tyrimai

Y \J
Teigiami — 12 (10,7 proc.) Abejotini — 12 (10,7 proc.)

5.2.2.1 pav. Teigiamy ir abejotiny kaulo bioptaty mikrobiologiniy
paséliy patikslinimui naudoti tyrimai

Diferencijuojant teigiamus pasélius ir abejotinus bei lyginant su BD,
buvo remiamasi mikrobiologinio tyrimo (infekcijos sukéléjo rusies, atsopa-
rumo antibiotikams, kiekybinio tyrimo, tapataus sukéléjo nustatymo dvie-
juose paseliuose), bakterijy tipavimo metody (pulsuojancio lauko gelio
elektroforezés, Maldi-TOF-MS) bei histologinio tyrimo rezultatais. 12 (10,7
proc.) kaulo bioptato pas¢liy buvo jvertinti kaip teigiami (5.2.2.1 pav.).
Teigiamy BA paséliy sukéléjai pavaizduoti 5.2.2.2 pav. IS 12 teigiamy BA
i$ viso buvo identifikuoti 23 sukél¢jai. Dazniausiai iSskirti Enterococcus
faecalis — 4 padermés, Morganella morganii ir Staphylococcus epidermidis
po 3, Pseudomonas aeruginosa ir Proteus mirabilis po 2 atvejus, kity
mikroorganizmy nustatyta po vieng padermg.
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5.2.2.2 pav. Amputacijos pjitvio vietos kaulo bioptaty teigiamuose
paséliuose identifikuoty infekcijos sukéléjy pasiskirstymas (proc.)

Dazniausiai i$skirtas sukéléjas buvo Enterococcus faecalis, i§ kuriy
83,3 proc. buvo jautris vankomicinui. Gramneigiamyjy infekcijos sukéléjy
atsparumas ciprofloksacinui buvo 12,5 proc. Pseudomonas aeruginosa buvo
nustatytas 50 proc. atsparumas imipenemui ir 50 proc. atsparumas ceftazi-
dimui.

BA mikrobiologiniai paséliai buvo abejotini 12 (10,7 proc.) atvejy,
histologiniai tyrimai 13 (11,6 proc.) atvejy buvo neinformatyvis. IS jy 3
kaulo bioptato rezultatai buvo abejotini tiek mikrobiologinio, tiek histolo-
ginio tyrimo metu. Palyginus BA mikrobiologinius (teigiamas pasélis) ir
histologinius (teigiamas — osteomielito pozymiai) rezultatus, atmetus 22
atvejus su abejotinais tyrimy rezultatais, abiejy tyrimy rezultatai sutapo
76/90 (84,44 proc.) atvejais (5.2.2.1 lentelé). IS visy 12 BA teigiamy mikro-
biologiniy paséliy atvejy histologiniu tyrimu rasti infekcijos pozymiai 3 at-
vejais (5.2.2.3, 5.2.2.4 pav.).

5.2.2.1 lentelé. BA histologiniy ir mikrobiologiniy tyrimy rezultatai

Tyrimas Mikrobiologinis tyrimas
Teigiamas Neigiamas IS viso
Histologinis tyrimas | Teigiamas 3 6 9
Neigiamas 8 73 81
13 viso 11 79 90
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5.2.2.4 pav. Létinio osteomielito poZymiai —
kauly ciulpy ertmé uzpildyta randiniu audiniu
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Pacientai su nustatytu teigiamu kaulo bioptato paséliu statistiskai pati-
kimai dazniau buvo i§ LSMU ligoninés Kauno klinikos (p<0,001), su atlikta
amputacija anamnezéje (p=0,023), didesniu kiino masés indeksu (p=0,038),
jiems dazniau amputuotos galtinés zemiau kelio (p=0,013), daznesné¢ ampu-
tacijos priezastis nustatyta nekontroliuojama infekcija (p=0,008), dazniau
prie§ amputacija atlikta rentgenograma ir rasti osteomielito pozymiai
(p=0,005), pries amputacija nustatyti infekcijos sukel¢jai zaizdoje (p<0,0001)
negu pacientams, kuriems infekcijos sukéléjai neiSaugo. CD ir tarpas be
antibiotiky prie§ amputacija BA rezultatams jtakos neturéjo (5.2.2.2 lentelé).

5.2.2.2 lentelé. Pacienty, kuriems nustatytas teigiamas arba neigiamas
kaulo bioptato mikrobiologinis pasélis amputacijos pjivio vietoje, demogra-

Rodiklis Teigiamas Neigiamas p
kaulo bioptato | kaulo bioptato
pasélis (Nn=12) | pasélis (n=88)
AmZius, metai, vidurkis 64,83 71,9 0,318
(SN=17,26) (SN=13,5)
Lytis, vyrai (proc.) 5 (41,7) 49 (55,7) 0,361
Ligoniné
— LSMU ligoniné Kauno klinikos, n (proc.) 6 (50) 6 (6,8) <0,001
— Kauno klinikiné ligoning, n (proc.) 1(8,3) 9 (10,2)
— Respublikiné Kauno ligoniné, n (proc.) 5 (41,7) 73 (83)
Desinés kojos amputacija, n (proc.) 8 (66,7) 50 (56,8) 0,517
Amputacijos lygis
— auksciau kelio, n (proc.) 5 (41,7) 67 (76,1) 0,013
— Zemiau kelio, n (proc.) 7 (58,3) 21 (23,9)
Pradinis susirgimas
— infekcija, n (proc.) 3 (25) 13 (14,8)
— trofikos sutrikimai, n (proc.) 7 (58,3) 71 (80,7)
— onkologinis susirgimas apatinéje galiinéje, 0 (0) 1(1,1) 0,157
n (proc.)
— trauma, n (proc.) 2 (16,7) 33,4
Pradinio susirgimo trukmé iki amputacijos, 126,33 265,64 0,444
dienos, vidurkis (SN=175,49) | (SN=973,571)
PazZeista péda, n (proc.) 10 (83,3) 80 (90,9) 0,412
Pazeista blauzda, n (proc.) 1(8,3) 18 (20,5) 0,315
Cukrinis diabetas, n (proc.) 5(41,7) 28 (31,8) 0,496
Diabetiné péda, n (proc.) 3 (25) 14(15,9) 0,432
Osteoartritas, n (proc.) 1(8,3) 17 (19,3) 0,353
Trauma anamnezéje, n (proc.) 5/11 (41,7) 29/88 (33,3) 0,559
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5.2.2.2 lentelés tesinys

Rodiklis Teigiamas Neigiamas p
kaulo bioptato | kaulo bioptato
pasélis (N=12) | pasélis (n=88)
Imunosupresija, n (proc.) 0 (0) 3(3,4) 0,516
Periferiniy arterijy liga, n (proc.) 9 (75) 79 (89,8) 0,14
Kojy arterijy intervencijos anamnezéje, 4(33,3) 35 (39,8) 0,668
n (proc.)
Slaugomas pacientas, n (proc.) 5(41,7) 22 (25) 0,222
Gretutiné patologija, n (proc.) 0 (0) 1(1,1) 0,905
Amputacijos anamnezéje, n (proc.) 8 (66,7) 29 (33) 0,023
Trukmé nuo paciento supazindinimo su 25 2,28 0,482
amputacija iki amputacijos atlikimo, dienos, (SN=3,61) (SN=4,63)
vidurkis
Prie$ pat amputacija vartoti antibiotikai, 5 (41,7) 36 (40,9) 0,933
n (proc.)
Suminé antibakterinio gydymo trukmé pries 52,42 10 0,248
amputacija, dienos, vidurkis (SN=104,66) (SN=19,22)
Tarpas be antibiotiky (nevartoti antibiotikai 5 (41,7) 43 (48,9) 0,750
pries amputacija bent dvi savaites), n (proc.)
Amputacijos priezastis
— nekontroliuojama infekcija, n (proc.) 6 (50) 10 (11,4)
— trofikos sutrikimai, n (proc.) 1(8,3) 15 (17) 0,008
— nekontroliuojamas skausmas, n (proc.) 0 (0) 1(1,1)
— didelé iSemija, n (proc.) 5(41,7) 62 (70,5)
Ugis, cm, vidurkis 170,09 171,03 0,729
(SN=8,84) (SN=9,85)
Svoris, kg, vidurkis 89,09 79,88 0,234
(SN=22,1) (SN=19,27)
Kiino masés indeksas, vidurkis 29,26 21,2 0,038
(SN=13,97) (SN=12,83)
Leukocitai, x10%1, vidurkis 11,49 12,94 0,603
(SN=2,97) (SN=5,15)
Hemoglobinas, g/l, vidurkis 104,5 120,28 0,067
(SN=16,74) (SN=31,3)
Trombocitai, x10%/1, vidurkis 329,92 332,98 0,303
(SN=190,48) | (SN=145,15)
C reaktyvinis baltymas, mg/l, vidurkis, n=61 137,34 136,06 0,821
(SN=92,67) (SN=98,49)
Kreatininas, pmol/I, vidurkis 128,64 116,39 0,730
(SN=142,57) (SN=98,55)

60




5.2.2.2 lentelés tesinys

zaizdoje, n (proc.)

Rodiklis Teigiamas Neigiamas p
kaulo bioptato | kaulo bioptato
pasélis (N=12) | pasélis (n=88)
Slapalas, mmol/I, vidurkis 8,5 10,32 0,429
(SN=6,69) (SN=7,75)
Glikemija, mmol/l, vidurkis 8,11 7,68 0,321
(SN=2,95) (SN=4,31)
Albuminas, g/l, vidurkis, n=8 30,93 51,68 0,143
(SN=17,51) (SN=17,5)
Glomeruly filtracijos greitis, ml/min., 104 69,36 0,8
vidurkis, n=5 (SN=79,2) (SN=49,97)
Glikuotas hemoglobinas, proc., vidurkis, 7,85 9,18 0,421
n=15 (SN=1,2) (SN=2,23)
Prie§ amputacijg atlikta rentgenograma, n 6 (50) 13 (14,77) 0,005
(proc.)
Rentgenogramoje rasti osteomielito pozymiai, 3(25) 8(91) 0,005
n (proc.)
Infekcijos sukéléjai nustatyti prie§ amputacija 6 (50) 5(5,7) <0,0001

5.2.3. Apatiniy galiiniy didZiyjy amputaciju pjuvio vietos kaulo
bioptato mikrobiologiniy tyrimy rezultaty palyginimas su
perkutaninémis kaulo biopsijomis distalinéje paZeistoje zonoje

Penkiems pacientams (5/12, 41,67 proc.) BA ir BD nustatyti tapatis
sukéléjai: pas keturis ligonius BA ir BD aptikta po vieng bakterija (Morga-
nella morganii, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Enterococcus
faecalis), pas vieng — ir BA, ir BD aptiktos kartu Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus epidermidis ir Enterococcus faecium. Naudojant bakterijy
tipavimo metodus, visiems penkiems pacientams patvirtinta identifikuoty
sukéléjy tapati padermé abiejose biopsijos zonose (5.2.3.1 pav.). BD iS viso
mikroorganizmai buvo nustatyti 54 pacientams.
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P aeruginosa BA M. morganii

P. aeruginosa BD BO e
(I meginys) K. pneumoniae
P. aeruginosa BD BAir BD
(I'meginys) P mirabilis
Standartas BD ir BA
\ i Y

2016-01-21

5.2.3.1 pav. Pulsuojancio lauko gelio elektroforezé

Santrumpos: 151, 1511, 16 — vienodos Pseudomonas aeruginosa padermés BA, BD, S —
DNR ilgio standartas nuo 100 bp iki 1000 bp (MBI fermentas), 3, 4 — vienodos Morganella
morganii BA ir BD, 9, 10 — vienodos Klebsiella pneumoniae padermés BA ir BD, 17, 19 —
vienodos Proteus mirabilis padermés BA ir BD. BA — atvira kaulo biopsija apatiniy galtiniy
didziyjy amputacijy pjiivio vietoje, BD — perkutaniné kaulo biopsija distalinéje pazeistoje
zonoje.

5.2.4. Kaulo biopsijuy, atlikty tarp amputacijos pjuvio vietos ir
distalinés paZeistos zonos, mikrobiologiniy paséliy rezultatai

Atliekant perspektyvyjj tyrima, 18 i$ 81 §launies amputacijy metu (CD
sergantiems pacientams ir/ar aiSkaus osteomielito atvejais) kaulo biopsijos
buvo atliktos ir planuojamoje (numanomoje) blauzdos (Zemiau kelio) ampu-
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tacijos vietoje (BP), t. y. biopsija tarp pjuvio vietos ir pazeistos zonos infek-
cijos plitimui jrodyti ir amputacijos radikalumui jvertinti. BP iSauginti
infekcijos sukéléjai 9 (50 proc.) atvejais. Mikroorganizmas, rastas BP,
nustatytas toks pats ir BD 7 (77,8 proc.) atvejais (suké¢léjo vienoda paderme
patikslinta molekuliniais biologiniais tyrimais). I§ atvejy, kuomet buvo
iSauginti infekcijos sukéléjai BP, 8 (88,9 proc.) BA nebuvo jy rasta, 0 1
(11,1 proc.) atveju toks pats mikroorganizmas rastas visose trijose zonose
(5.2.4.1 pav., 5.2.4.1 lentelé). Nagringjant 9 neigiamy BP atvejus, 3 (33,3
proc.) atvejais infekcijos sukéléjai, nustatyti pédoje, nerasti nei blauzdos nei
Slaunies lygyje, todél blauzdos amputacija gal¢jo biiti maziau radikali
operacija, kity neigiamy BP paséliy atvejais pédos paséliai buvo irgi
neigiami, $iais atvejais amputacijos pasirinkimas Slaunies lygyje buvo dél
didelés iSemijos (5.2.4.2 pav.).

(-) ir abejotini BA
8

(+) BP
2 (nustatyti skirtingi
mikroorganizmai nei BD)

5.2.4.1 pav. Teigiamy planuojamy kaulo bioptaty tarp amputacijos
pjuvio vietos ir pazeistos zonos mikrobiologiniy paséliy rezultatai infekcijos
plitimui nustatyti

Santrumpos: BA — atvira kaulo biopsija apatiniy galtiniy didZiyjy amputacijy pjuvio vietoje,
BD - perkutaniné kaulo biopsija distalinéje pazeistoje zonoje, BP — kaulo biopsija planuo-
jamoje (numanomoje) amputacijos vietoje zemiau kelio, tarp pjlivio vietos ir pazeistos
zonos, (+) — teigiamas kaulo bioptato mikrobiologinis pasélis, (=) — neigiamas kaulo biop-
tato mikrobiologinis pasélis.
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) B]j (+)BD

5.2.4.2 pav. Neigiamy planuojamy kaulo bioptaty tarp amputacijos pjivio
vietos ir pazeistos zonos mikrobiologiniy paséliy rezultatai amputacijos
radikalumui jvertinti

Santrumpos: BA — atvira kaulo biopsija apatiniy galtiniy didziyjy amputacijy pjuvio vietoje,
BD - perkutaniné kaulo biopsija distalinéje pazeistoje zonoje, BP — kaulo biopsija planuo-
jamoje (numanomoje) amputacijos vietoje zemiau kelio, tarp pjlivio vietos ir pazeistos
zonos, (+) — teigiamas kaulo bioptato mikrobiologinis pasélis, (-) — neigiamas kaulo biop-
tato mikrobiologinis pasélis.

5.2.4.1 lentelé. Infekcijos sukéléjy pasiskirstymas pas pacientus, kuriems
atlikta BP, visose kaulo biopsijy zonose

Paciento BD BP BA
Nr.

1. Pseudomonas Pseudomonas Pseudomonas aeruginosa,
aeruginosa, aeruginosa, Proteus mirabilis,
Proteus mirabilis, Morganella morganii, | Morganella morganii,
Enterococcus faecalis Enterobacter spp. Escherichia coli

2. Staphylococcus hominis | Staphylococcus NeiSaugo

schleiferi

3. Proteus mirabilis Proteus mirabilis Neisaugo

Proteus mirabilis Proteus mirabilis, NeiSaugo
Enterococcus faecalis
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5.2.4.1 lentelés tesinys

Escherichia coli
Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis

Paciento BD BP BA
Nr.
5. Staphylococcus aureus, |Staphylococcus aureus |NeiSaugo
Plazmos nekoaguliuo-
jantis stafilokokas,
Acinetobacter spp,
Escherichia coli,
Enterococcus faecalis
6. Proteus mirabilis, Proteus mirabilis, Neisaugo
Escherichia coli Morganella morganii
7. Proteus mirabilis, Proteus mirabilis, NeiSaugo
Enterococcus faecalis | Enterococcus faecalis
Neisaugo Morganella morganii Abegjotina*
. Proteus mirabilis Neisaugo** Abejotina*
10. Streptococcus anginosus | Neisaugo™** NeiSaugo
11. | Citrobacter freundii, Neisaugo** Neisaugo
Enterococcus faecalis
12. 6 Neisaugo 6 Neisaugo 5 Neisaugo, 1 abejotina*
13. Morganella morganii, | Morganella morganii, |NeiSaugo

Santrumpos: *Abejotina — plazmos nekoaguliuojantys stafilokokai 1 meéginyje <IKFV/g,
**QOsteomielitas arba jtariamas osteomielitas, blauzdos amputacija galéty bati kaip maZiau
radikali operacija, BA — atvira kaulo biopsija apatiniy galtiniy didZiyjy amputacijy pjavio
vietoje, BD — perkutaniné kaulo biopsija distalingje pazeistoje zonoje, BP — kaulo biopsija
planuojamoje (numanomoje) amputacijos vietoje Zemiau kelio, tarp pjavio vietos ir

pazeistos zonos.

Ivertinus ir $iuos planuojamos blauzdos amputacijos vietos kaulo biop-
tato pasélio (BP) rezultatus, pjavio vietos pasélyje i$ viso iSauginti sukéléjai
21 (16,1 proc.) atveju, 1§ kuriy nustatyti tokie patys ir pazeistoje distalingje
zonoje 12 (57,1 proc.) atvejy (5.2.4.2 lentelg).
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5.2.4.2 lentelé. Teigiamy kaulo bioptaty mikrobiologiniy paséliy pjivio vie-
toje rezultatai jtraukus biopsijq tarp amputacijos pjivio vietos ir distalinés

zZonos
Retrospek- | Perspek- Tik BP | Pridedant visus teigia-

tyvusis tyvusis mus BP perspekty-
tyrimas tyrimas viajame tyrime

Teigiamas kaulo biop- | 42,1 proc. 10,7 proc. | 50 proc. 16,1 proc.

tato pasélis didziosios

amputacijos pjivio

vietoje

Tie patys mikroorga- 69,6 proc. | 41,67 proc. | 77,8 proc. 57,1 proc.

nizmai nustatyti ir

distalingje zonoje

Santrumpos: BP — kaulo biopsija planuojamoje (numanomoje) amputacijos vietoje zemiau
kelio, tarp pjiivio vietos ir pazeistos zonos.

Lyginant histologinius ir mikrobiologinius infekcijos pozymius BP,
atmetus abejotinus ir neinformatyvius atvejus (8 atvejais histologinis tyri-
mas BP buvo neinformatyvus), rezultatai sutapo 10/10 (100 proc.) (5.2.4.3
lentelé¢).

5.2.4.3 lentelé. Kaulo biopsijy, atlikty tarp amputacijos pjivio vietos ir dis-
talinés pazeistos zonos histologiniy ir mikrobiologiniy tyrimy rezultatai

Tyrimas Mikrobiologinis tyrimas
Teigiamas Neigiamas IS viso
Histologinis tyrimas Teigiamas 3 0 3
Neigiamas 0 7 7
IS viso 3 7 10

5.2.5. Apatiniy galiiniy didZiyju amputacijy pjuvio vietos

kaulo bioptato mikrobiologiniame pasélyje iSskirty sukéléju jtaka

bigés gijimui

Pacientams, kuriy BA mikrobiologinis tyrimas buvo teigiamas, statis-
tiskai patikimai ilgiau gijo bigé, dazniau prireiké pakartotinés operacijos ir
pakartotinio antibakterinio gydymo per metus laiko po amputacijos, negu
pacientams, kuriy BA pasélis buvo neigiamas (5.2.5.1 lentelé). Teigiamas
BA mikrobiologinis pasélis uZzsitesusio biges gijimo rizikg padidina 6,86
kartus (SR=6,86; 95 proc. PI 2,36-19,91, p=0,04), pakartotinés operacijos
rizikg — 6,4 (SR=6,4; 95 proc. PI 2,37-17,26, p=0,038) ir pakartotinio anti-
bakterinio gydymo rizikg — 7,75 kartus (SR=7,75; PI 3,24-18,52), p=0,002).
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5.2.5.1 lentelé. Infekcijos sukéléjy, nustatyty BA bakteriologiniu tyrimu,

jtaka bigés gijimui
Rodiklis Teigiamas kaulo | Neigiamas kaulo p; SR
bioptato pasélis | bioptato pasélis | (95 proc. PI)
Bigés uzgijimo trukmé 3,59 mén. 1,21 mén. 0,0005
(SN=3,91) (SN=1,51)
Uzsiteses bigés gijimas (daugiau 2/9 1/66 0,04;6,86
nei 6 mén.) (2,36-19,91)
Reamputacijos (pakartotinés 2/12 1/87 0,038;6,4
amputacijos) (2,37-17,26)
Pakartotinio antibakterinio 4/12 2/87 0,002;7,75
gydymo poreikis po amputacijos (3,24-18,52)
Pritaikytas protezas 5/12 30/87 p=0,75
MirStamumas 6/12 36/87 p=0,77

Ankstyva pooperaciné mirtis (per 1 mén. po AGDA) jvyko 18 (16,07
proc.) pacienty, i$ viso per stebétg laikotarpj miré 47 (41,96 proc.) pacientai.
BA rezultatai jtakos mir§tamumui neturéjo.

5.2.6. Neinfekciniy veiksniy jtaka apatiniy galtiniy didZiyju
amputacijy baigtims

Pasitelkus stratifikuota duomeny analizg, vertinti ir kontroliuoti galimi
iSkraipantys veiksniai (amzius, lytis, PAL, CD, gretutin¢ patologija, slaugo-
mas ligonis). Nustatyta sgsaja tarp PAL, amziaus, VirSijan¢io 55 metus,
vyriSkos lyties ir neuzgijusios bigés per 6 mén., esant teigiamam mikro-
biologiniam kaulo bioptato paséliui pjuvio vietoje, tod¢l duomenys Siuose
sluoksniuose analizuoti atskirai (5.2.6.1 lentel¢). Kai bigé neuZzgijo per 6
mén. teigiamo pasélio pjuvio vietoje, slaugos biitinybeé, CD, gretutiné pato-
logija Siems atvejams jtakos neturéjo.

ISanalizavus atskirai grupes pagal lytj, amziy ir PAL diagnozg, nusta-
tyta, kad teigiama BA pasizyminCioje grupéje pakartotinio antibakterinio
gydymo rizika yra didesné pacientams vyrams, > 55 mety ar su PAL, tuo
tarpu moterims, pacientams iki 55 mety ar nesergantiems PAL teigiamas
mikrobiologinis pasélis BA nedidino pakartotinio antibakterinio gydymo
rizikos.

Taikant vienmate Kokso proporcingy riziky regresing analizg, jvertinti
kintamieji, galintys turéti jtakos ilgesniam biges gijimui. Nustatyta, kad lytis
(izoliuota pavojaus rizika 1,426; 95 proc. PI1 0,777-2,619), amzius (izoliuota
pavojaus rizika 1,007; 95 proc. PI 0,981-1,034), gretutiné patologija
(izoliuota pavojaus rizika 1,288; 95 proc. PI 0,416-3,987), slaugos biitinybé
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(izoliuota pavojaus rizika 0,765; 95 proc. PI 0,360-1,626), PAL (izoliuota
pavojaus rizika 0,551; 95 proc. PI 0,245-1,241), CD (izoliuota pavojaus
rizika 1,053; 95 proc. Pl 0,558-1,987) statistiskai patikimai neturéjo jtakos
bigés uzgijimo trukmei, neatsizvelgiant j kity veiksniy jtakg. Pacienty su
nustatytu teigiamu mikrobiologiniu paséliu BA ilgesnio bigés gijimo rizika
3,495 karto didesné, nei pacienty, kuriems nustatytas neigiamas mikrobiolo-
ginis pasélis BA (santykiné rizika neatsizvelgiant j kity veiksniy jtaka, t.y.
izoliuota pavojaus rizika, yra 3,495, arba 95 proc. PI 1,355-9,013, regresijos
koeficientas 1,251; p=0,01). Kadangi nenustatyta kity veiksniy, galinCiy
reikSmingai lemti bigés gijimo laikg, daugiamatis Kokso modelis nenau-
dotas ir nenustatyta koreguota (standartizuota likusiy veiksniy atzvilgiu)
pavojaus rizika.
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5.2.6.1 lentelé. Sukéléjy, nustatyty BA bakteriologiniu tyrimu, jtaka bigés gijimui grupése pagal lytj, amZiy ir
diagnozuotq periferiniy arterijy ligg

Teigiamas | Neigiamas P; SR (95 proc. PI)
kaulo kaulo Visi Vyrai Moterys | Su PAL Be AmZius
bioptato bioptato pacientai PAL > 55 <55

pasélis pasélis =
Bigés uzgijimo 3,59 mén. | 1,21 mén. 0,0005 0,003 0,062 <0,001 0,449 <0,0001 0,631
trukmé (SN=3,91) | (SN=1,51)
Uzsiteses bigés 2/9 1/66 0,04; 0,006; 0,268 <0,0001; 0,546 <0,0001; 0,513
gijimas (daugiau 6,86 (2,36— | 0,66 (0,3~ 0,667 (0,379— 0,667 (0,379—
nei 6 mén.) 19,91) 1,484) 1,174) 1,174)
Reamputacijos 2/12 1/87 0,038; 1 0,054 <0,0001; 0,346 <0,0001; 0,513
(pakartotinés 6,4 (2,37- 0,75 (0,503~ 0,750 (0,503~
amputacijos) 17,26) 1,119) 1,119)
Pakartotinio antibak- 4/12 2/87 0,002; 0,001; 0,051 <0,0001; 0,546 <0,0001; 0,513
terinio gydymo po- 7,75 (3,24- | 18,5 (2,118~ 29 (3,686— 30 (3,811-
reikis po amputacijos 18,52) 161,62) 228,186) 236,181)
Pritaikytas protezas 5/12 30/87 p=0,75
MirStamumas 6/12 36/87 p=0,77




5.2.7. Cukriniu diabetu serganciy ir juo neserganciy pacienty
tyrimo rezultatai

Lyginant CD sergancius pacientus su neserganciais, CD sergantys pa-
cientai statistiSkai patikimai dazniau buvo gydyti LSMU ligoninéje Kauno
klinikos (p=0,002), jiems dazniau buvo atliktos amputacijos zemiau kelio
(p<0,001), daznesnis pradinis susirgimas — infekcija (p=0,04), dazniau
pazeista pédos (p=0,047), reCiau blauzdos sritis (p=0,031), daznesnés
amputacijos anamnezéje (p=0,021), amputacijos priezastis — nekontroliuo-
jama infekcija (p=0,01) negu pacientams, nesergantiems CD. Pacientams,
sergantiems CD, buvo nutatytas didesnis svoris (p<0,001), kiino masés indek-
sas (p=0,012), leukocity (p<0,001), Hb (p=0,003), CRB (p=0,004), kreatinino
(p=0,01), glikemijos kiekis (p<0,001), dazniau prie§ amputacija atlikta
rentgenograma ir rasti osteomielito pozymiai (p=0,012), nustatyti sukéléjai
prie§ amputacija (p=0,025) negu pacientams be CD. Kaulo bioptaty BA
mikrobiologiniy paséliy rezultatai statistiSkai patikimai nesiskyré tarp CD
serganciy ir neserganciy pacienty (5.2.7.1 lentel¢).

5.2.7.1 lentelé. CD serganciy ir neserganciy pacienty palyginamoji charak-
teristika

Rodiklis Cukriniu dia- | Cukriniu dia- P
betu sergantys | betu nesergan-
pacientai tys pacientai
(n=37) (n=75)
1 2 3 4
Amzius, metai, vidurkis 69,41 72,7 0,493
(SN=12,69) (SN=14,31)
Lytis, vyrai (proc.) 20 (54,1) 40 (53,3) 0,943
Ligoniné
— LSMU ligoniné Kauno klinikos, n (proc.) 9(24,3) 34
— Kauno klinikiné ligoniné, n (proc.) 1(2,7) 9(12) 0,002
— Respublikiné Kauno ligoniné, n (proc.) 27 (73) 63 (84)
Desinés kojos amputacija, n (proc.) 19 (51,4) 47 (62,7) 0,252
Amputacijos lygis
— auks¢iau kelio, n (proc.) 17 (45,9) 64 (85,3) <0,001
— Zemiau kelio, n (proc.) 20 (54,1) 11 (14,7)
Pradinis susirgimas
— infekcija, n (proc.) 11 (29,7) 7(9,3)
— trofikos sutrikimai, n (proc.) 24 (64,9) 64 (85,3) 0,04
— onkologinis susirgimas apatinéje 0 (0) 1(1,3)
galiingje, n (proc.)
— onkologinis susirgimas apatinéje 2(54) 34
galiingje, n (proc.)
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5.2.7.1 lentelés tgsinys

1 2 3 4

Pradinio susirgimo trukmé iki amputacijos, 63,65 327,19 0,528

dienos, vidurkis (SN=94,87) | (SN=1053,927)

Pazeista péda, n (proc.) 36 (97,3) 64 (85,3) 0,047

PaZeista blauzda, n (proc.) 3(8,1) 19 (25,3) 0,031

Osteoartritas, n (proc.) 7(18,9) 15 (20) 0,892

Trauma anamnezgje, n (proc.) 10 (27) 27 (36) 0,319

Imunosupresija, n (proc.) 0(0) 34 0,218

Periferiniy arterijy liga, n (proc.) 30(81,1) 68 (90,7) 0,149

Kojy arterijy intervencijos anamnezéje, 13 (35,1) 27 (36) 0,928

n (proc.)

Slaugomas pacientas, n (proc.) 8 (21,6) 23 (30,7) 0,314

Gretutiné patologija, n (proc.) 14 (37,8) 14 (18,7) 0,074

Amputacijos anamnezgje, n (proc.) 18 (48,6) 20 (26,7) 0,021

Trukmé nuo paciento supazindinimo su 3,35 (SN=6,18) | 2,11 (SN=3,54) | 0,614

amputacija iki amputacijos atlikimo, dienos,

vidurkis

Prie$ pat amputacijg vartoti antibiotikai, 19 (51,4) 23 (30,7) 0,09

n (proc.)

Suminé antibakterinio gydymo trukmé pries 16,52 12,16 0,115

amputacija, dienos, vidurkis (SN=28,23) (SN=44,45)

Nevartoti antibiotikai prie§ amputacijg bent 14 (37,8) 45 (60) 0,085

dvi savaites, n (proc.)

Amputacijos priezastis

— nekontroliuojama infekcija, n (proc.) 12 (32,4) 6 (8)

— trofikos sutrikimai, n (proc.) 6 (16,2) 14 (18,7) 0,01

— nekontroliuojamas skausmas, n (proc.) 0(0) 1(1,3)

— didelé i8emija, n (proc.) 19 (51,4) 54 (72)

Ugis, cm, vidurkis 171,56 169,93 0,422
(SN=10,83) (SN=8,97)

Svoris, kg, vidurkis 91,37 74,79 <0,001
(SN=20,46) (SN=15,52)

Kiino masés indeksas, vidurkis 25,27 20,64 0,012
(SN=13,96) (SN=12,2)

Leukocitai, x10%/1, vidurkis 15,62 11,42 <0,001

(SN=5,97) (SN=3,69)

Hemoglobinas, g/l, vidurkis 106,69 122,71 0,003
(SN=18,62) (SN=31,79)

Trombocitai, x10%/1, vidurkis 354,44 328,89 0,125
(SN=122,72) (SN=162,2)
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5.2.7.1 lentelés tesinys

1 2 3 4
C reaktyvinis baltymas, mg/l, vidurkis, n=61 176,4 107,16 0,004
(SN=118,47) (SN=64,41)
Kreatininas, umol/l, vidurkis 153,17 95,18 0,01
(SN=137,48) (SN=74,42)

Slapalas, mmol/l, vidurkis 10,94 9,63 0,059
(SN=6,65) (SN=7,74)

Glikemija, mmol/l, vidurkis 10,06 6,41 <0,001
(SN=5,73) (SN=1,54)

Albuminas, g/l, vidurkis, n=8 51,46 31,3 0,250
(SN=17,5) (SN=18,14)

Glomeruly filtracijos greitis, ml/min,, 83,22 neatlikta

vidurkis, n=5 (SN=56,36)

Glikuotas hemoglobinas, proc., vidurkis, 8,84 neatlikta

n=15 (SN=2,13)

Prie$§ amputacija atlikta rentgenograma, 10 (27) 7(9,3)

n (proc.)

Rentgenogramoje rasti osteomielito 9/10 (90) 3/7 (42,86) 0,012

pozymiai, n (proc.)

Sukeéléjai, nustatyti prie§ amputacija 7(18,9) 4 (5,4) 0,025

zaizdoje, n (proc.)

Kaulo bioptato amputacijos pjivio vietoje

pasélis 5(13,5) 7(9,3)

— teigiamas, n (proc.) 28 (75,7) 60 (80) 0,793

— neigiamas, n (proc.) 4 (10,8) 8 (10,7)

— abejotinas, n (proc.)

Tokie patys infekcijos sukéléjai nustatyti 1/5 (20) 4/7 (57,14) 0,29

pjivio vietoje ir paZeistoje distalingje

zonoje, n (proc.)

Kaip minéta anks¢iau (zr. 5.2.6 skyriy), CD jtakos ligos baigtims ne-
turéjo.

5.2.8. Perkutaninés kaulo biopsijos i$ paZeistos distalinés zonos
mikrobiologinio pasélio ir histologinio tyrimo duomenys

5.2.8.1 lentel¢je pateikta nustatyty sukéléjy BA ir BD pasiskirstymas. 1§
98 BD ir 23 BA identifikuoty infekcijos sukeléjy rasta atitinkamai 50 (51,02
proc.) ir 11 (47,83 proc.) gramneigiamyjy bakterijy. BD nustatyta 16 (16,33
proc.) Staphylococcus aureus, i$ jy 2 meticilinui atsparis, 2 atvejais — ana-
erobai. BA Staphylococcus aureus ir anaeroby nenustatyta.
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5.2.8.1 lentelé. Infekcijos sukéléjy pasiskirstymas mikrobiologiniuose pase-
liuose kaulo bioptaty pjivio vietoje ir pazeistoje distalinéje zonoje

Kintamasis Distaliné Kaulo Sutape infekcijos suké-
perkuta- | biopsija | 1éjai distalinéje perkuta-
niné kaulo | pjavio ninéje kaulo biosijoje
biosija vietoje ir kaulo biopsijoje
pjiivio vietoje

Teigiamy kaulo bioptato paséliy 54 12 5

skaicius

Identifikuoty sukéléjy skaicius 98 23 7
Atskiry infekcijos sukéléjy

skaicius (proc.)

Stafilokokai (Visi) 27 (27,55) | 3(13,04) 1(14,29)
— Staphylococcus aureus (visi) 16 (16,33)
— Meticilinui atsparus 2 (2,04)

Staphylococcus aureus
— Plazmos nekoaguliuojantys 11(11,22) | 3(13,04) 1(14,29)
stafilokokai

Enterokokai 15 (15,31) | 6 (26,09) 2 (28,57)
Streptokokai 2 (2,04) 1(4,3)

Kitos gramteigiamosios bakterijos | 2 (2,04) 2(8,7)
— Bacillus cereus 1(1,02)
— Corynebacterium species 1(1,02) 2(8,7)

Gramneigiamosios bakterijos 50 (51,02) | 11 (47,83) 4 (57,14)
— Morganella morganii 7(7,14) 3(13,04) 1(14,29)
— Klebsiella species 5(5,1) 1(4,3) 1(14,29)
— Proteus species 16 (16,33) | 3(13,04) 1(14,29)

— Acinetobacter species 4 (4,08)

— Citrobacter species 5(5,1)

— Serratia marcescens 2 (2,04) 1(4,3)

— Pseudomonas species 5(5,1) 2(8,7) 1(14,29)

— Enterobacter species 1(1,02)

— Escherichia coli 5(5,1) 1(4,3)

Anaerobai 2 (2,04)

— Bacteroides species 1(1,02)

— Eubacterium limosum 1(1,02)

BD histologiniy ir mikrobiologiniy tyrimy rezultatai visiSkai sutapo
62/88 (70,45 proc.) atvejais (5.2.8.2 lentel¢).
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5.2.8.2 lentelé. BD histologiniy ir mikrobiologiniy tyrimy rezultatai

Tyrimas Mikrobiologinis tyrimas
Teigiamas Neigiamas IS viso
Histologinis tyrimas | Teigiamas 26 5 31
Neigiamas 21 36 57
IS viso 47 41 88

5.2.9. Kaulo bioptatuose identifikuoty infekcijos sukéléjuy
palyginimas su paséliy i§ Zaizdos rezultatais

Pagal ligos istorijy duomenis 15-ai pacienty i§ 112-0S prie§ amputacijg
buvo paimti paséliai ir 11-ai nustatyti infekcijos sukéléjai i§ pazeistos kojos
vietos zaizdos. Infekcijos sukéléjai, nustatyti PKB metu, 33,33 proc. atvejy
sutapo su infekcijos sukéléjais, identifikuotais paséliuose i§ zaizdos (5.2.9.1
lentel¢). Visais Siais atvejais prie§ amputacija ir BA buvo jau paskirtas em-
pirinis antibakterinis gydymas.

5.2.9.1 lentelé. Perkutaninés kaulo biopsijos pazeistoje zonoje ir paséliy is

Zaizdos metu identifikuoty infekcijos sukéléjy palyginimas

Paciento| Perkutaniné Pasélis i§ Zaizdos, Radiologiniai Paskutiniai
Nr. kaulo biopsija | atlikimo laikas iki osteomielito vartoti
amputacijos | amputacijos, dienos poZymiai antibiotikai
metu (BD) prie§ amputacija
1 2 3 4 5
1. Infekcijos pasélis i§ zaizdos — | Osteomielito po- | Pirmos kartos
sukéléjai infekcijos sukéléjai | Zymiy néra (osteo- | cefalosporinai,
neisaugo neiSaugo / 3 d. mielitas anamne- | Metronidazolis
z¢&je, atlikta mazoji
kojos amputacija)
2. Morganella Klebsiella oxytoca/ |Osteomielitas Antros kartos
morganii 21d. cefalosporinai,
Metronidazolis
3. Infekcijos Pseudomonas aeru- | Osteomielitas Antros kartos
sukelgjai ginosa, Staphyloco- cefalosporinai,
neisaugo ccus aureus, B gru- Metronidazolis
pés beta hemolizinis
streptokokas / 5 d.
4, Infekcijos suké- | Enterobacter spp./ | Osteomielitas Pirmos kartos
léjai neiSaugo |3 d. cefalosporinai
5. Infekcijos suké- | Klebsiella Osteomielitas Ertapenemas
1éjai neisaugo | pneumoniae /5 d.
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5.2.9.1 lentelés tesinys

1 2 3 4 5
6. Enterococcus | Escherichia coli/ Néra radiologinio | Tre¢ios kartos
Sfaecalis 7 d.; Enterococcus | tyrimo apra§ymo, |cefalosporinai,
Sfaecalis / 2 d. kliniskai ryskis Metronidazolis
artrito pozymiai
7. Infekcijos Staphylococcus Radiologinis Pirmos kartos
sukeéléjai aureus, Klebsiella tyrimas neatliktas | cefalosporinai,
neisaugo oxytoca/1d. Metronidazolis
8. Proteus mira- | Staphylococcus Radiologinis Standacilinas
bilis, Esche- aureus / kelios tyrimas neatliktas
richia coli dienos
9. Morganella Infekcijos sukéléjai | Radiologinis Ilga laika
morganii neisaugo tyrimas neatliktas | antibiotikai
nevartoti
10. Morganella Escherichia coli, Néra radiologinio | Pirmos kartos
morganii Morganella tyrimo apraS§ymo | cefalosporinai
morganii
11. Proteus Infekcijos sukéléjai | Osteomielitas Antros kartos
vulgaris neiSaugo / 4 d. cefalosporinai,
Metronidazolis
12.  |Infekcijos Infekcijos sukéléjai | Osteomielitas Trecios kartos
sukéléjai neisaugo cefalosporinai
neisaugo
13. Infekcijos B grupés beta hemo- |Negalima atmesti | Pirmos kartos
sukéléjai lizinis streptokokas, |beprasidedancios |cefalosporinai,
neisaugo Staphylococcus destrukcijos
aureus, Escherichia
coli, Morganella
morganii, Klebsiella
oxytoca, Enteroco-
ccus faecalis / 7 d.
14. | Pseudomonas |Pseudomonas Radiologinis Ciprofloksacinas
aeruginosa, aeruginosa, tyrimas neatliktas
Enterococcus | Enterococcus
faecium, faecalis /3 d.
Staphylococcus
epidermidis
15. | Pseudomonas |Proteus mirabilis, Abiejy Trecios kartos
aeruginosa, Pseudomonas Slaunikauliy cefalosporinai,
Proteus aeruginosa /0 d. svetimkiiniai po | Metronidazolis
mirabilis, osteosintezés
Enterococcus
faecalis
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6. TYRIMU REZULTATU PAGRINDIMAS,
JU PATIKIMUMAS IR SANTYKIS SU KITU
TYREJU DUOMENIMIS

Siuo tyrimu nustatéme, kad, mikrobiologiskai i3analizavus AGDA piji-
vio vietos kaulo bioptat, infekcijos sukéléjai identifikuojami 42—-16 proc.
atvejy, nors amputacija atlieckama sveiky audiniy zonoje ir toli nuo infekci-
jos zidinio. Nepriklausomai nuo to, ar pacientas serga CD, ar ne, infekcinis
procesas gali tyliai iSplisti iSilgai kaulo ir pasiekti kojos amputacijos vietg
bei turéti reikSmes bigeés gijimui. Tai svarbu Zinoti parenkant diagnostikos ir
gydymo metodus tiek pédos, tiek véliau ir bigés srityje.

Miisy duomenimis, tai pirmasis tyrimas (tiek retrospektyvusis, tiek
perspektyvusis multicentrinis kohortinis), nagrinéjantis pédos infekcinio
proceso galima iSplitimg ] amputacijos vietg ir jtakg bigés gijimui, vertinant
kaulo biopsijy rezultatus. Kity panaSiy tyrimy literatiroje nerasta arba
nagrin¢jami tik pavirSiniai mikrobiologiniai paséliai.

Retrospektyvyji tyrimg Pranctzijoje (Kauly ir sgnariy infekcijy referen-
cijos centre) palyginus su perspektyviuoju kohortiniu tyrimu Kauno ligoni-
nése, nustatyta kur kas daugiau infekcijos sukélejy pjuvio vietoje (42,1
proc.) bei daugiau tokiy paciy rasta ir pazeistoje dalyje (69,6 proc.) — galbut
dél dazniau atlieckamy tausojanciy operacijy, mazesnio skaiCiaus jtraukty
pacienty su kraujagysliy patologija bei su tuo susijusiu didesniu kiekiu
amputacijy zemiau kelio. Matome, kad ] perspektyvyji kohortinj tyrimag
jtraukus pacientus su atlikta BP (t. y. pasirinkus maziau radikalios amputa-
cijos galimybg), infekcijos sukéléjy, identifikuoty amputacijos pjiivio
vietoje ir sutampanciy su distalinés pazeistos zonos sukéléjais, skaiCius
gerokai padidéja (atitinkamai nuo 10,7 proc. iki 16,1 proc. ir nuo 41,67
proc. iki 57,1 proc.). Atsizvelgus i kaulo biopsijos rezultatus, daugeliu atve-
juy numanoma blauzdos amputacija nebuty radikali ir reikéty antibakterinio
gydymo. [traukty pacienty su BP rezultatai yra dar papildomas argumentas
infekcijos plitimui i§ pédos | amputacijos vieta patvirtinti. Taigi, galvojant
apie tausojancias operacijas ir antibakterinj gydyma ($iuo metu jas stengia-
masi atlikti kuo dazniau), patikimy mikrobiologiniy paséliy svarba dar la-
biau padidéja tiek diagnozuojant liga, tiek pasirenkant antibakterinio gydy-
mo taktikg. Kaulo bioptato mikrobiologinis pasélis yra neabejotinai svarbus,
kai tenka diagnozuoti tiek pédos, tiek bigés kaulo infekcija, nustatyti tikrus
sukéléjus ir jy jautrumg antibiotikams bei pasirinkti gydymo taktika [7, 23].

Perspektyviojo tyrimo metu analizuoti veiksniai, galintys daryti jtaka
BA rezultatams (amputacijos lygis zemiau kelio, amputacijos priezastis —
nekontroliuojama infekcija, amputacijos anamnezéje, kiino masés indeksas,
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rentgenogramoje rasti osteomielito pozymiai, nustatyti infekcijos sukéléjai
prie§ amputacijag), skiriasi nuo retrospektyviojo tyrimo (trumpesné antibak-
terinio gydymo vartojimo trukmé prie§ amputacija, ilgesnis pacienty apsi-
sprendimo dé¢l amputacijos laikas) irgi, matyt, dél ty paciy priezasciy (daz-
nesniy tausojanciy amputacijy, daznesniy atvejy su infekcija ir retesniy su
kraujagysliy patologija retrospektyviojoje studijoje). Pacientai, kuriems nu-
statyta teigiama kaulo biopsija, dazniau buvo i§ LSMU ligoninés Kauno kli-
nikos negu i$ kity Kauno ligoniniy galimai dél to, kad ten pasitaiké kur kas
daugiau atvejy su osteomielitu ar infekcinémis komplikacijomis.

Nustatytas PNS kiekis kaulo biopsijose atitinka literattiros duomenis ir
iSlieka panasus tiek perspektyviojo, tiek retrospektyviojo tyrimo rodikliuose,
nors retrospektyvusis tyrimas buvo atliktas Kauly ir sanariy infekcijy refe-
rencijos centre patyrusio ortopedo traumatologo ir kontaminacijos rizika
buvo maza. Kiti abiejuose tyrimuose identifikuoti infekcijos sukeléjai taip
pat statistiSkai patikimai nesiskiria. Diferencijuojant tikrus sukéléjus nuo
kontaminacijos, iSlieka pakartotiniy teigiamy paséliy (tos pacios rusies
infekcijos sukéléjy, kurie pasizymi tuo paciu jautrumu antibiotikams, identi-
fikavimo) svarba.

ISnagrinéjus teigiamo kaulo bioptato mikrobiologinio pasélio BA jtaka
bigés gijimui bei iSanalizavus galimus iSkraipanc¢ius veiksnius, nustatyta,
kad BA rezultatai neturi jtakos, skiriant pakartotinj antibakterinj gydyma
moterims, pacientams be PAL ar <55 mety.

Kaip ir retrospektyvioji studija, taip ir perspektyvusis tyrimas parodé,
kad kaulo biopsijos mikrobiologiniy pas¢liy rezultatams netur¢jo jtakos CD
ir laiko tarpas be antibiotiky prie§ procediirg. Tiek retrospektyviojo, tiek
perspektyviojo tyrimo metu buvo stebétas laiko tarpas be antibiotiky
mazdaug pusei atvejy. Literatiiroje rastuose duomenyse apie tokios jtakos
nebuvimg jtrauktas per trumpas laiko tarpas be antibiotiky arba procediiros,
kurios analizuojamos kol kas dar tik debaty lygiu (kaulo fragmento biopsija
per zaizdg), arba atvejai, susij¢ su spondilodiscitu, o ne su pédos kauly
osteomielitu [41, 42, 73]. Masy tyrime S$iuos rezultatus galéjo paveikti
aplinkybé, kad prieS intervencija tik vienas pacientas vartojo
fluorochinolony grupés antibiotikus ir nei vienas nevartojo rifampicino,
klindamicino, kurie ilgai iSlicka kaule ir gali turéti reikSmés rezultatams.

PKB duomenimis, sukéléjy pasiskirstymas atitinka literatiiros duomenis
diagnozuojant diabetinés pédos kauly osteomielitg. Nors paséliy i§ Zaizdy ir
PKB rezultaty atitikimas (33,33 proc.) yra panasus kaip literatiiroje pateik-
tuose duomenyse ir yra per mazas, kad pasé¢lius 1§ zaizdos buty galima
naudoti kliniking¢je praktikoje, miisy tyrimo rezultatais tvirtai remtis nega-
lime, nes abu tyrimai buvo atlikti ne tuo paciu metu (dazniausiai juos skiria
kelios dienos) ir pries PKB (kurios buvo atlickamos amputacijy metu) jau

77



buvo paskirtas empirinis antibakterinis gydymas pagal paséliy i§ zaizdos
rezultatus. ISanalizavus kity autoriy duomenis, paséliy 1§ Zaizdos verté kauly
infekcijy diagnostikai iSlieka menka.

Mums atliekant tyrimg buvo jdomu ir svarbu jvertinti, ar, identifikavus
infekcijos sukéléjus kaulo bioptato mikrobiologiniu tyrimu, randami infek-
cinio proceso pakitimai kity tyrimy metu (histologinio, radiologinio). Histo-
loginio tyrimo metu BA pakitimai rasti tik keliais kaulo biopsijos atvejais,
kai jie buvo teigiamai jvertinti pagal mikrobiologinj paseli (3/12, 25 proc.);
retrospektyviosios studijos metu §is tyrimas nebuvo vertintas. Radiologiniai
tyrimai (ypa¢ magnetinio rezonanso) perspektyviojo tyrimo metu nebuvo
atlieckami, o atliekant retrospektyvyji tyrima, daugeliui pacienty rutiniskai
atliktas magnetinio rezonanso tyrimas, bet pakitimy amputacijos pjiivio
vietoje nerasta. Tod¢él manome, kad bakterijos j amputacijos vietg atkeliauja
ir gali biiti nustatomos anksc¢iau, kol dar nematomi pakitimai radiologinio ar
histologinio tyrimo metu, ir pirmenybé¢ turéty buti skiriama kaulo bioptato
mikrobiologiniam tyrimui amputacijos pjiivio vietoje. Distalin¢je pazeidimo
zonoje histologiniy tyrimy reikSme islieka.

Pasitelke molekulinius biologinius tyrimus nustatéme, kad apie vienoda
sukéléjy paderme klinikinéje praktikoje galima spresti 1§ pakartotinai
identifikuoty infekcijos sukéléjy, kurie yra tos pacios riisies ir pasizymi tuo
paciu atsparumu antibiotikams. Mokslingje literatiroje laikoma, kad tos
pacios rusies sukéléjai, pasizymintys tuo paciu atsparumu antibiotikams,
atitinka tg pacig paderme 93,3 proc. [84].

Studija turéjo keletg trikumy. Tyrimai, atlikti Kauno ligoninése ir Pran-
cuzijos kauly ir sgnariy referencijos centre skyrési ir imtimi (atitinkamai
daugiau kraujagysliy patologijos ir infekciniy komplikacijy), ir tyrimo dizai-
nu (atitinkamai perspektyvusis multicentrinis kohortinis ir retrospektyvusis
multicentrinis kohortinis), be to, kai kurie tyrimai nebuvo jvertinti
(atitinkamai magnetinis rezonansas ir histologinis, molekuliniai biologiniai
tyrimai, kaulo biopsija tarp pjiivio vietos ir pazeistos zonos), todél juos ly-
ginti néra labai tikslinga. Taciau musy perspektyviojo kohortinio multicent-
rinio tyrimo tikslas buvo pratesti tyrima, patvirtinti hipoteze, todél pasirink-
tas $is studijos dizainas bei papildomi tyrimai (dél to perspektyviajame ty-
rime neliko retrospektyviojo trilkkumy — mazos imties, retrospektyvaus dizai-
no, nejvertinto histologinio tyrimo). Kitas trukumas yra tas, kad dél organi-
zaciniy dalyky, besikei¢ianc¢iy chirurgy, daug jtraukty ligoniniy ir kliniky,
kai kuriy skubiy operacijy ir butinos biopsijos amputacijos metu, nepavyko
dalyvauti ir paimti kaulo biopsijy visy AGDA metu per perspektyviojo
kohortinio tyrimo laikotarpj, nes kartais tiesiog nebuvo galimybiy suZinoti,
kad vyksta amputacija. Jvertinus LSMU Endokrinologijos klinikos
kolektyvo surinktus duomenis, | misy tyrima galéjo buti jtraukta maziau
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negu pusé pacienty, kuriems per tiriamgjj laikotarpj buvo atliktos AGDA. Ir
vis délto miisy tyrimo imtis yra pakankama, norint jrodyti nustatyty sukéléjy
BA jtaka ligos iSeitims po operacijos, ir pacientai j studijg jtraukti visi i$
eilés sutike dalyvauti ir apie kuriuos buvo suzinota (informavo chirurgai,
kitas personalas, stebéti operacijy planai, dalyvauta penkiaminutése,
skambinta chirurgams prie§ jiems iSeinant j operacing, parengtos trumpos
atmintinés su nuorodomis rySiui palaikyti, supazindinta su atliekamu
tyrimu), todél pacienty atrankos nebuvo. Prie tyrimo trukumy galima
priskirti ir aplinkybe, kad kaulo biopsija numanomoje maziau radikalios
amputacijos vietoje (BP) buvo atlikta ne visiems ligoniams, kuriems galtine
buvo amputuota auksSciau kelio. Todél kai kuriy pacienty tyrimo protokolas
Siek tiek skyrési. Tai i§ dalies 1émé papildomi finansiniai resursai. Taciau
misy BP tyrimo tikslas buvo papildomas argumentas infekcinio proceso
plitimui jrodyti, tod¢l BP buvo atlickama amputacijy auksciau kelio metu
diabetikams ir/far akivaizdaus osteomielito atvejais (kai infekciniy
komplikacijy rizika didZiausia).

Nepaisant $iy trilkumy, misy tyrimas yra vertingas tiek kauly infekcijy
patogenezes bei jy plitimo patikslinimui (bakterijos pakyla 1§ pédos, o ne
per krauja, i§ gretimo infekcijos zidinio ar nuo odos), tiek praktine prasme.
Tyrimas jrodo, kad svarbu tinkama pédos kaulo infekcijos diagnostika
(jvertinti patikimus mikrobiologinius pasélius; esant kaulo infekcijai, ap-
svarstyti PKB galimybe; penetruojancius i kaulg ir ilgai jame iSsilaikancius
antibiotikus vartojan¢iam pacientui prie§ kaulo biopsija 2 sav. neskirti
antibiotiky) ir gydymas (antibakterinis gydymas, penetruojantis i kaula, vei-
kiantis biofilma, pakankamai ilgas — ne maziau kaip 4-6 sav.). Per ampu-
tacijas, atliekamas dél infekciniy komplikacijy, ypa¢ maziau radikalias,
kaulo biopsija pjuvio vietoje turi didelg reikSme Siekiant nustatyti patikimus
infekcijos sukéléjus, jy atsparumag antibiotikams ir koreguojant empirinj
antibakterinj gydyma bigés infekcijos atvejais. Islicka tausojanciy operacijy
ir antibakterinio gydymo pagal patikimus mikrobiologinius pasé¢lius svarba.
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ISVADOS

Nors apatiniy galtiniy didziosios amputacijos atlickamos toli nuo
infekcijos Zidinio, kaulo bioptate i$ pjuvio vietos 16,1-42,1 proc. atvejy
rasti infekcijos sukéléjai. Daugumoje atvejy mikroorganizmai aptikti
amputacijy pjuvio vietos kaulo bioptate nesant pakitimy histologiniame
tyrime. Amputacijos atsisakymas, trumpesnis gydymas antibiotikais
prie§ amputacija, infekcinés komplikacijos, maziau radikalios amputa-
cijos pasirinkimas, amputacija anamnezéje sglygojo infekcinj procesa
amputacijos pjuvio vietoje.

Nustatyta, kad infekcijos sukéléjai 57,1-69,6 proc. atvejy plinta iSilgai
kaulo 1§ pédos iki amputacijos vietos. Infekcijos sukéléjy plitimg jrodo
77,8 proc. atvejy nustatytas jy tapatumas pédoje ir zonoje tarp pédos ir
amputacijos vietos.

Infekcijos sukéléjai amputacijos vietoje ilgina bigés gijima 6,9 karto
(95 proc. PI 2,4-19,9), didina pakartotinés operacijos rizika 6,4 (95
proc. PI 2,4-17,3) ir pakartotinio antibakterinio gydymo rizikg 7,8
kartus (95 proc. PI 3,2-18,5).
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PRAKTINES REKOMENDACIJOS

Itariant diabetinés pédos kauly osteomielita, tiksliausias etiologinés
diagnostikos metodas iSliecka PKB. Atsizvelgiant | tai, kad tyrimas yra
invazinis, sudétingas atlikti pirSty srityje, PKB rekomenduojama $iais
atvejais:

a) Neaiski osteomielito diagnozé pagal klinikinius ir radiologinius
pozymius, norima tikslios diagnozés, apsisprendziant dél ankstyvo
chirurginio, ilgo antibakterinio gydymo arba kai prie jtartino kaulo
planuojamos metalo konstrukcijos;

b) Neigiami (arba neaiSkis, jtariamas didelis atsparumas antibio-
tikams) minkStyjy audiniy, kraujo mikrobiologinio tyrimo rezul-
tatai;

C) Neéra efekto (progresuoja kaulo paZeidimas, iSliecka padidéje uzde-
giminiai rodikliai) gydant empiriniu antibakteriniu gydymu arba
antibakteriniu gydymu pagal paséliy rezultatus (turéty biiti apsvars-
tyta kaulo rezekcija);

d) Planuojama skirti antibiotikus, ypa¢ efektyvius sergant osteomie-
litu, taCiau esant didelei rizikai iSsivystyti mikroorganizmy
atsparumui jiems (rifampicinas, fluorochinolonai, fuzidino r. ar
klindamicinas).

Jeigu amputuotoje kojoje, pjiivio zonoje, randami osteomielito
pozymiai ar infekcijos sukéléjai, biity galima skirti ar koreguoti
antibakterinj gydyma ir jo trukme, atsizvelgiant | rasty per kaulo
biopsija infekcijos sukéléjy jautruma antibiotikams ir osteomielito
poZymius, ir tai galéty pagerinti bigés gijimg ir sumazinti infekcijos
epizody pasikartojima ateityje.
Kadangi bakterijos randamos anksciau, kol dar amputacijos pjivio
vietoje nepasireiSkia kaulo pakitimai, matomi radiologinio ar histolo-
ginio tyrimo metu, rekomenduojama teikti pirmenybe kaulo bioptato
mikrobiologiniam tyrimui, taciau jtariant pédos osteomielitg iSlieka
kombinuoto mikrobiologinio ir histologinio kaulo bioptato tyrimo
svarba.

Kadangi nustatytas galimas pédos infekcijos iSplitimas iki amputacijos

vietos, svarbu gydyti pédos infekcija, o kai yra pazeistas kaulas (1étinio

osteomielito, potrauminio osteito atveju), parinktas antibakterinis gydy-
mas turi veikti biofilmg, penetruoti | kaulg (ypa¢ rifampicinas, fluoro-
chinolonai, klindamicinas, fuzidino r., daptomicinas) ir turi biti skiria-
mas ilgg laika (ne maziau kaip 4-6 savaites), neskiriant monoterapijos,
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spresti dél pédos diagnostinés PKB, kad buty tiksliai nustatyti infek-
cijos sukel¢jai (Zr. indikacijas ir atlikimo technikg auksciau).

Numatyta amputacija neatidéliojama, pacienty apsisprendimui galéty
padeéti psichologiné pagalba, bendravimas su pacientais, kuriems jau
pritaikyti kojy protezai.

Kaulo biopsija amputacijos pjavio vietoje buty tikslinga atlikti pacien-
tams, sergantiems osteomielitu, kai galiné amputuojama dél infekciniy
komplikacijy, ypa¢ maziau radikaliy (blauzdos) amputacijy atvejais.
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KEYWORDS Summary

Section’s osseous Background: To assess the correlation between culture results of section’s osseous slice biopsy
slice biopsy; (SOB) and the distal infected site responsible for the amputation performed concomitantly
Major amputation of during major amputation of lower extremity. The influence of a positive culture of SOB on the
lower extremity; patients’ outcome was also evaluated.

Infection; Materials and methods: We conducted a retrospective study of medical charts of patients who
Prognostic role underwent SOB during major amputation of lower extremity at our institution from 2000 to

2009.

Results: Fifty-seven patients (42 males/15females, mean age 52.16years) who undergone
major limb amputation (47 below knee and ten above knee) were included. The initial medi-
cal conditions of the investigated patients were: trauma (n=32), infection (n=13), trophic
disorders (n=10) and tumor (n=2). The major cause of amputation was an uncontrolled infec-
tion, accouting for 64.9% of the cases (37/57) (foot=5, ankle=8, leg=24), the remaining 20
patients had trophic disorders of lower limb. Twenty-one (36.8%) from 57 biopsies were sterile,
12 (21.1%) doubtful and 24 (42.1%) positive. Thirty-one (54.4%) patients had an antibiotic-free
interval before limb amputation. Independently of the bacterial species, 69.6% of the microor-
ganisms identified from S0B were found in the distal infected site. Patients with positive S0B
had a significantly longer interval between the decision to amputate the patient and the surgi-
cal procedure (200.2 vs. 70.1days; P<0.03) and a shorter total duration of antibiotic therapy
before amputation than patients with negative SOB (3.68 vs. 6.08 months; P<0.03). The delay
for complete healing was significantly higher in patients with a positive SOB compared with
those with a negative S0B (3.57 vs. 2.48 months; P<0.03).
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E-mail address: danguole.simanait; rgmail.com (D. isiene).
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Conclusion: Our results suggest that the infection may extend from the distal site to the level
of amputation in a large proportion of cases and that the delay with which the amputation is
performed after the decision has been taken may play a role in this event.

Level of evidence: Study level IV: retrospective observationnal study.

© 2012 Elsevier Masson 5AS. All rights reserved.

Introduction

The incidence of major amputation of the limb is growing
gradually worldwide. The annual number of major lower
limb amputation in France was 7871 in 2010 [1]. Pos-
sible wound-healing complications associated with lower
limb amputation stumps include infection, tissue necro-
sis, pain, problems associated with the surrounding skin,
bone erosion, haematoma, stump oedema and dehiscence
[2]. Section's osseous slice biopsy (SOB) is rarely performed
in routine practice because of the expenses, the possible
adverse events and the belief that a section of amputation
distant from the site leading to the amputation and, there-
fore, is unlikely to be involved by the infectious process.
Studies comparing the results of SOB with those of the site
leading to the amputation are lacking. Prognostic factors
of stump healing are not well defined. Data on the prob-
ability of the extension of the infectious process affecting
the distal site responsible for the amputation are scarce. At
our institution, we usually perform bone biopsy in patients
with amputation following the protocol we reported previ-
ously [3]. We therefore decided to assess the role of bone
biopsy cultures in those patients by comparing the microbi-
ologic findings of the section’s osseous slice and the distal
site and the prognostic role of these results on the stump
wound healing and the patients’ outcome.

Patients and methods

Population

The patients included in the present study had under-
gone a major amputation of lower limb with a S0B at the
National Referent Center for complex osteo-articular infec-
tions of the North-West inter-region of France from 2000 to
2009, Data was analyzed retrospectively, including age, sex,
details about diabetes, presence of peripheral vascular dis-
ease, osteoarthritis, level of infection, context of trauma,
level of amputation, immunosuppression, bedridden invalid,
comorbidity, pathology duration and details, reason of the
amputation, delay from decision of required major limb
amputation to realization of the surgical procedure, history
of previous amputation, total duration of antibiotic therapy
before amputation, duration of the antibiotic-free interval
before amputation, vascular status, inflammatory markers,
renal function, and antibiotic use before and after hospi-
talization. The presence of a peripheral vascular disease
was assessed on the absence of dorsal-pedal and posterior-
tibial pulses and/or previously diagnosed peripheral vascular
disease and/or pathological results of transcutaneous

oxygen pressure, Doppler UltraSound, angioscan, magnetic
resonance angiography, arteriography. Comorbidities were
evaluated according to the presence of cardiac, renal or
hepatic insufficiency. Stump outcome was assessed on the
delay of complete healing, equipment, reintervention and
need of antibiotics.

Surgery

Amputations above or below the knee are called ""major”’,
“'minor'’ amputations are those involving partial remaoval
of a foot, including toe or forefoot resections. In most
instances, surgeons performing a lower limb amputation will
use the primary closure technique, in which the edges of
the wound are closely approximated, thus eliminating dead
space and involving minimal formation of granulation tis-
sue. There may be a drain in situ, which will be removed
on the first or second postoperative day. The drain is often
not sutured in place to allow its removal without disturbing
bandages or dressings [2].

Specimen collection and microbiological
assessment

During the amputation, the orthopaedic surgeon performed
SOB and a biopsy of the distal infected site responsible for
the amputation in the surgical room by using two distinct
sets of surgical tools. Two bone fragments were obtained
for each biopsy; one was inoculated into Rosenow's broth
(Biorad), and the other was placed in a standard trans-
port system (Porta-germ; Biomerieux). Both fragments were
rapidly brought to the microbiology laboratory, where aer-
obic and anaerobic cultures were maintained for 5 days and
2weeks, respectively. A positive bone biopsy was defined as
the presence of at least one bacteria not belonging to the
skin flora or at least two bacteria belonging to the skin flora
(e.g. coagulase-negative staphylococci, Corynebacterium
spp. or Propionibacterium acnes).

Statistical analyses

Fisher's exact test and Student’s test were used to compare
the microbiological results. The statistical significance level
was set at P<0.05.

Results

Fifty-seven SOB were performed during major lower
limb amputation (ten above the knee and 47below the
knee) between 2000 and 2009. The mean age of the
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Figure 1

patients included in the study (42 men and 15women) was
52.16years £+ 2,25 (5=16,99). The initial medical conditions
of the investigated patients were: trauma (n=32), infec-
tion (n=13), trophic disorder (n=10) and tumor (n=2). The
main cause of amputation was an uncontrolled infection in
37 (64.9%) cases (foot =5, ankle =8, leg = 24) (Fig. 1).

For the other 20 patients, indication of amputation was
trophic disorders. The underlying conditions were dia-
betic foot infection in 14 cases (24,6%), osteoarthritis in
24 (42.1%), trauma in 38 (66.67%), immunosuppression in
seven (12.28%), peripheral arterial disease in 23 (40.35%),
bedridden invalid in one (1.75%). Twenty-four (42.1%) bac-
terial culture results from SOB specimens were positive, 12
(21.1%) doubtful and 21 (36.8%) sterile. Before amputation,
31 (54.4%) patient had not received any antibiotics, includ-
ing 22 of them (38.6%) with an antibiotic-free interval of
15days or more. Thirty-two (56.14%) patients had biopsy
of the distal site during amputation. Overall, the concord-
ance between the culture results of SOB and the distal site
was 48.15%, without significant difference between bacte-
rial species (Table 1). Microorganisms identified in SOB were
also cultured from the distal site in 69.57% of the cases.

Patients with a positive culture of SOB had a longer
interval from the moment the decision to amputate was
taken and the time of the surgical procedure (200.2 vs.
70.1days; P<0.03) and a shorter (3.68 vs. 6.08 months;
P<0.03) total duration of antibiotic therapy before ampu-
tation than patients with a negative SOB (Table 2). A longer
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Initial pathology and cause leading to amputation.

interval from decision to and carrying out of amputation was
generally associated with patient’s refusal.

The time to complete stump healing was significantly
longer in the group of patients with a positive culture com-
pared to those with a negative one (3.57 vs. 2.48 months;
P<0.03) (Table 3).

Patients with a positive or doubtful biopsy reguired
more antibiotics at discharge from the hospital (P<0.001)
and their total disease duration was significantly longer
in comparison to those with negative biopsy (61.45 vs.
23 days, respectively; P=0.001). They also received more
fluoroquinolones (P=0.04) and anti-MRSA antibiotics for the
treatment of osteomyelitis (P=0.03) (Table 4).

Discussion

The present study has some limitations as this is a retrospec-
tive study with a small size population and histopathology
examination was not used for confirming the diagnosis of
osteomyelitis.

In a recent study of 959consecutive major lower
extremity amputations performed in 788 patients, includ-
ing 704 below-knee amputations (73.4%) and 255 above-knee
amputations (26.6%), an infection of the stump wound was
reported in 5.5% of cases [4]. In a population of patients with
severe lower extremity trauma who were amputated, the
most commonly complication was wound infection (34.2%)
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Table 1  Proportion of microorganisms isolated from osseous slice biopsy (SOB) and the site leading to the amputation obtained
concomitantly from 32 patients with major amputation.
Microorganisms Total SOB only Bone biopsy of the SOB and the site Correlation® %
site leading to the leading to the
amputation only amputation
Staphylococcus aureus 6 1 2 3 50
Coagulase-negative staphylococci 17 3 3 1 64.71
Other gram-positive bacteria® 1 3 4 4 36.36
Gram-negative bacilli 17 4 5 8 47.06
Anaerobes® 3 2 1 1} 0
Overall 54 12 14 26 48.15

2 Percentage of bone biopsy of the site leading to the amputation and SOB specimens obtained from a given patient that yielded the

same pathogen.

B Includes group B streptococci, enterococci, and corynebacteria.

© Includes Veillonella species, Fusobacterium species, Bacteroides species, and Peptostreptococcus species.

Table 2 Parameters associated with the positivity of osseous slice biopsy (SOB).

Sterile biopsy (n=21) Positive biopsy (n=24) P

Delay from decision of required major 70.15 200.25 0.03

limb amputation to realization of the

surgical procedure (days)
Total duration of antibiotic therapy 6.08 3.68 0.03

before amputation (months)
Age 51.38 51.29 1
Peripheral vascular disease 9 7 0.37
Diabetic foot infection 7 4 0.3
Comorbidity 10 [ 0.13
Immunosupression 1 4 0.35
Foot 5 5 0.44
Ankle 5 6 1
Leg 10 15 0.38
Trauma 14 17 1
Duration of the pathology (days) 2124.81 2075.21 1
History of previous amputation 9 4 0.1
Antibiotic-free period (days) 27.9 22.19 0.8
Below-knee amputation 12 14 1
Above-knee amputation 4 5 1

[5]. Moller et al. studied the incidence of postoperative
wound infection in major amputations [6]. He recorded the
organisms isolated in preoperatively infected gangrene and
in postoperatively infected wounds of 61 patients undergo-
ing lower limb amputations due to ischemia, including 34%
of coexisting diabetes mellitus [6]. Postoperative infections
occurred in nearly two-thirds of the 19cases of infected

Table 3 Outcomes of 57 patients with leg amputation.

gangrene, compared to less than one-third of cases of
non- infected, and the presence of diabetes mellitus did
not significantly influence the infection rate [6]. Postop-
erative wound infection following lower limb amputation
due to ischemia is the main reason for reamputation, espe-
cially in patients with infected gangrene [6]. Some authors
have stated that patients in whom swabs had been taken

Sterile biopsy (n=21) Positive biopsy (n=24) P
Not healing 1 3 0.61
Delay for complete healing (months) 2.48 3.57 0.03
Equipment 19 17 0.14
Reintervention L 7 0.75
Need of antibiotics 4] 9 0.36
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Table 4 Antibiotic therapy after amputation.

D. Vaznaisiene et al.

Positive and doubtful biopsy (n=36) Negative biopsy (n=21) P
Antibiotic therapy prescribed at 29 (80.56%) 5 (23.81%) <0.001
discharge from the hospital
Intravenous administration (days) 1,12 7.81 0.34
Total duration (days) 61.45 23 0.001
Rifampicine association 7 (19.44%) 1 (4.76%) 0.24
Fluoroguinolones 10 (27.78%) 1 {4.76%) 0.04
Anti-methicillin-resistant 13 (36.11%) 2 (9.52%) 0.03
Staphylococcus aureus®
Others” B (22.22%) 2 (9.52%) 0.3

? Glycopeptides, linezolid, fusidic acid, trimethoprim-sulfamethoxazole, tetracyclines,

b B-lactams, clindamycine, pristinamycine.

precperatively and had yielded significant numbers of
pathogens, were significantly more likely to develop a post-
operative wound infection and had an amputation sepsis rate
of 57% compared with 33% of those with a negative preop-
erative culture [7]. A surgical wound following amputation
for ischemia may occur either as a direct result of entry
of endogenous bacteria [8] or from the patient’s skin at the
time of surgery [9], or from their pre-existing gangrene [10].
These results have, however, been established from data of
superficial sample culture results. The results of the present
retrospective study suggest that the culture of the SOB is
often positive even if the level of limb amputation is dis-
tant from the initial site responsible for the amputation.
This study compared the culture results of SOB with those
of the initial distal site of infection. We hypothesize that
the infectious process affecting the distal site may extent
to the level of amputation and that the duration of the inter-
val between the decision of amputating the patient and the
carrying out of the amputation may play a role in this set-
ting. Reason of long delay was generally possible refusal of
patient. This is probably the fear of invalidity, little infor-
mation about the opportunity to walk with the prosthesis,
the belief that healed without amputation. In other study
patient's refusal to accept amputation resulted in a delay in
amputation in 48,51% patients [11]. Psychological assistance
and communication with the amputated could help in these
settings.

The most important factor ensuring a successful ampu-
tation is the correct choice of amputation site based on
the assessment of limb perfusion and functional require-
ments [2]. Complications of stump wound healing are of
concern because they impact the patient’s ability to walk
with a prosthetic limb [2]. Wound-healing difficulties pro-
long rehabilitation and reduce the quality of life [2]. One
study on lower limb amputation found that the most com-
mon stump-related complications were wound infection and
poor healing (70%), poorly fashioned stumps (20%) and pain
(10%) [2]. Important factors in healing and outcome of
amputation include the patient's nutritional status, age,
tobacco use, tissue perfusion, infection, the presence of
potentially infected graft material and the presence of
co-existing diseases such as renal failure, diabetes and
anemia [2]. Our study revealed that a positive culture
of the section's SOB is a risk factor for delayed stump
healing.

96

In the present study, patients with positive SOB had a
shorter total antibiotic therapy before amputation than had
patients with negative SOB.

In addition, patients with positive S0B required a pro-
longed antibiotic therapy for osteomyelitis prescribed at
discharge from hospital, including anti-MRSA agents in sev-
eral cases. Antibiotics with good penetration into bone
(fluoroquinolones, rifampicin, clindamycin, fusidic acid,
metronidazole, linezolid) were used in combination accord-
ing to the bacteria susceptibility profile for a duration of at
least 6 weeks.

Bone biopsy of the distal infected site is important
before amputation. While most diabetic foot infections are
relatively superficial at presentation, microorganisms can
spread contiguously to subcutaneous tissues, including fas-
cia, tendons, muscle, joints and bone [12]. The anatomy
of the foot, which is divided into several rigid but inter-
communicating compartments, fosters proximal spread of
infection [12). Soft tissue or sinus tract cultures are not suf-
ficiently accurate in predicting bone pathogens. Ideally, it
would be best to process a bone specimen for both culture
and histopathology [12]. To clarify the spread of infection
would be interesting to perform a biopsy between distal site
and section’s osseous slice.

As the antibiotic treatment of bone infection is long, it is
recommended to tailor the choice of the antimicrobials on
the basis of reliable identification of the pathogens involved
in the bone infection [13,14].

Conclusions

Our results suggest that the infection may extend from the
distal site to the level of amputation in a large proportion
of cases and that the delay with which the amputation is
performed after the decision has been taken may play a role
in this event.
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Abstract

Background: The purpose of this cohort study was to assess the incidence of positive cultures in section’s osseous
slice biopsy (SOB) taken at the level of major limb amputation. In case of positive cultures we sought whether the

microorganisms present in SOB could take origin from the primary infection site necessitating the amputation. The
impact of diabetes on culture results was also investigated.

Methods: This prospective cohort study, which aimed to confirm the results of the pilot study, analysed patients
who underwent major limb amputation between 2012 and 2013 in three Lithuanian hospitals. SOBs at the
amputation site (surgical bone biopsies) and percutaneous bone biopsies of the distal site were performed
simultaneously during limb amputation. Tissue cultures were analysed by microbiologists, and species along with
antibiograms were reported. Histopathological assessment and bacterial typing were also evaluated. A positive
culture was defined as the identification of at least 1 bacteria not belonging to the skin flora, at least 2 bacteria
belonging to the skin flora with the same antibiotic susceptibility profiles or the same bacteria belonging to the
skin flora in two different sites. Fisher's exact test and Student's test were used to compare the populations and the
microbiological results. The statistical significance level was set at P < 005,

Results: Sixty-nine patients (35 males/34 females), mean age 68.7 (S = 13.6) years, including 21 (30.4 %) with
diabetes underwent the major limb amputation. Forty-five amputations (65.2 %) were done above the knee. In total,
207 SOBs and 207 percutaneous distal site biopsies were studied. SOB cultures were positive in 11 {159 %) cases. In
5 (45.5 %) cases the same microorganisms were identified in both SOB and distal biopsy cultures. No association
between culture results and presence of diabetes was identified.

Conclusions: Our results suggest that, independently of the diabetes status, foot infection may silently spread
along the bone and can achieve the site of major limb amputation. Additional investigations aiming to confirm this
hypothesis and to evaluate a prognostic value are in progress.

Keywords: Bone biopsy, Major amputation, Osteoarticular infections
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Background

Section’s osseous slice biopsy (SOB) is rarely performed
in routine amputations, partially due to additional cost
and the threat of increased risk of adverse events. How-
ever, the belief that the proximal amputation site distant
from the site necessitating the limb amputation is un-
likely to be involved in the infectious process, is still
frequent and this may explain why SOB is regularly
omitted from the amputation site selection process. Data
about the probability of the extension of the infectious
process affecting the distal site responsible for the ampu-
tation, prognostic value are lacking and findings present
have only been established by taking superficial micro-
biology cultures.

We hypothesized that infection from the distal site
may spread along the bone and be present at the ampu-
tation site. Therefore, a positive SOB culture could be a
risk factor for delayed stump healing. Our team has pre-
viously participated in a retrospective pilot study in
France, which compared the culture results of SOB with
those of bone biopsy at the initial distal infection site
[1]. The results of this study suggested that SOB cultures
are often positive even if the level of limb amputation is
distant from the infection source responsible for the am-
putation, and that a positive culture of the SOB is a risk
factor for delayed stump healing. However, the study
was limited by retrospective design, small population
size and failure to use histopathological assessment for
the diagnosis of osteomyelitis. To confirm the findings
from this previous study we decided to conduct a pro-
spective cohort study in institutions where SOB or per-
cutaneous bone biopsies are not routinely performed
during the amputation.

Methods

This is a 1 year follow-up cohort study. Stump wound
healing, postoperative antibiotic therapy will be assessed
at the secondary end point of the study.

In this preliminary study we report the incidence of
positive cultures in section’s asseous slice biopsy (SOB)
taken at the level of major limb amputation and com-
pare the microbiology of positive cultures with percutan-
eous bone biopsy cultures performed at distal infected
site. We also analyze the relationship between diabetes
and microbiological culture results.

Population

In this multicenter prospective cohort study we included
adult patients who underwent a major amputation of
lower limb in the Hospital of Lithuanian University of
Health Sciences Kauno klinikos, Kaunas Clinical Hospital
and Republican Hospital of Kaunas between 2012 and
2013. The only exclusion criterion was the refusal to par-
ticipate in the study. Patients had a complete medical
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history taken, full examination and tests performed. The
following data were collected: age, sex, diabetes status
and glycemic control, presence of peripheral vascular
disease, osteoarthritis, level of infection, context of
trauma, level of amputation, immunosuppression, bed-
ridden disability, comorbidity, duration and history of
the pathology, reason of the amputation, time from the
decision to amputate to surgical procedure, history
of previous amputations, total duration of antibiotic
therapy before the amputation, antibiotic-free interval
before amputation, inflammatory markers (C-reactive
protein), renal function (creatinine, estimated glomerular
filtration rate), and antibiotic use before and after
hospitalization.

Peripheral vascular disease was assumed to be present
if 1) dorsal-pedal and posterior-tibial pulses were absent
and/or 2) pathological results were evident on Doppler
UltraSound, peripheral arteriography and/or 3) there
was a previously made diagnosis of peripheral vascular
disease by vascular surgeon by using the methods men-
tioned above. Comorbidity status was evaluated on the
presence of cardiac, renal or hepatic insufficiency. Pa-
tients were considered to have had an antibiotic-free
interval, if they had not received any systemic antibiotic
for at least 2 weeks before the amputation. An informed
consent form had to be completed by every patient who
met the inclusion criteria. The study protocol was approved
by Lithuanian Ethics Committee (Number BE-2-23, 2012
May 14).

Specimen collection

Concomitant SOB and percutaneous bone biopsy of the
distal site were performed during limb amputation. A
new surgical setup and new instruments were used, to
try and decrease the likelihood of cross-contamination
during surgery. Percutaneous bone biopsy was per-
formed in the surgical room using an 11-gauge biopsy
needle inserted through a 5-10-mm skin incision at least
20 mm from the ulcer periphery, to avoid contamination
by the colonizing flora, following the methodology de-
scribed in the literature [2]. During the amputation, in
the surgical room we performed SOB at the level of
major limb amputation from the amputated limb part
using Liston bone cutting forceps and removing the
bone fragments (cortical bone and bone marrow for
each biopsy). Three bone fragments were obtained for
both SOBs and percutaneous distal biopsies, two of
which underwent the microbiological assessment, the
rest bone fragment - histopathological assessment.

Microbiological assessment

Specimens were immediately placed into Amies trans-
port medium (Brescia, Italy), brought to the microbiol-
ogy laboratory within 1 h after sampling. The samples
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were inoculated directly into 5 % sheep blood agar (BBL,
USA), chocolate agar (BBL, USA), Mac Conkey agar
plates (Oxoid, UK), Schaedler agar (BBL, USA) and thio-
glycollate broth. Sheep blood and chocolate agar plates
were incubated at 35 °C in an atmosphere containing
5 % CO, and Mac Conkey agar plates — at 35 °C for
18-24 h. If culture was negative at the first observation,
sheep blood and chocolate agar plates were re-examined
after a second 24 h incubation. Thioglycollate broth was
incubated at 35 “C temperature for 5 days. Schaedler
agar was incubated at 35 °C in an anaerobic workstation
Bug Box (UK) for 2 weeks. Maldi-TOF-MS (BRUKER)
mass spectrometry was used for microorganism identifi-
cation. Analysis of the number of colony-forming units
per culture was performed by means of a counting frame
for bone biopsy cultures. A positive culture was defined
as the identification of at least 1 bacteria not belonging
to the skin flora, at least 2 bacteria belonging to the
skin flora (CoNS (coagulase negative staphylococci),
Corynebacteritm spp) with the same antibiotic suscepti-
bility profiles or the same bacteria belonging to the skin
flora in two different sites. A doubtful culture was
defined as the identification of one bacteria belonging to
the skin flora in one site. The dominant pathogen
required at least a three times higher growth in bone
cultures than other microorganisms. All positive cultures
were frozen at -60 °C for further research. The isolated
pathogens from SOB and distal site biopsy, which
happened to be the same species were compared using
genotyping (pulsed field gel electrophoresis) to confirm
the same strain.

Histopathological assessment

Bone fragment was fixed in 4 % paraformaldehyde, dec-
alcified in 10 % HCl and embedded in paraffin for histo-
logical analysis. 3-pm thick sections were made, stained
with hematoxylin-eosin.

Histopathological findings for the signs of infection
were evaluated. Histopathological findings in bone speci-
mens were defined as acute osteomyelitis when necrosis,
destroyed bone and infiltrations of polymorphonuclear
granulocytes at cortical sites and inside the bone marrow
were present. Congestion or thrombosis of medullary or
periosteal small vessels was also a frequent finding. It
was defined as chronic osteomyelitis when there was
destroyed bone and infiltrations of lymphocytes, histio-
cytes and/or plasmatic cells at cortical sites and inside
the bone marrow. All cases of osteomyelitis exhibited
areas of fibrosis in variable forms and medullar oedema.

Statistical analyses
Fisher's exact test and Student’s test were used to
compare the populations and microbiological results,
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all the variables had normal distribution, The statistical
significance level was set at P < 0.05.

Results

From 2012 to 2013, 69 patients (35 males/34 females,
age 68.7 (5 = 13.6)) underwent major limb amputation at
Kaunas hospitals. Among all these 69 patients, 45
(65.2 %) had above the knee amputation and 21 (30.4 %)
were known to have diabetes (Table 1). 207 SOBs at am-
putation level and 207 distal percutaneous biopsies were

Table 1 Population and the results of bone biopsies

Variable Prospective
cohort study
in=69)

Population Mean age nST_\%-TE\J

Male 35 (50.7 %)

Amputation above the knee 45 (65.2 %)

Of them due to peripheral vascular 40/45

disease (889 %)

Diabetics 21 {304 %)

Diabetic foot 14 (20,3 %)

Trophic disorders 52 (754 %)

Trauma 24 (348 %)

Antibiotic-free interval before 39 (565 %)

limb amputation

S08 Sterile 508 52 {754 %)

Pasitive SOB 11 (159 %)

Doubful SOB 6 (B.7 %)

Positive + doubtful SOB 17 (24.6 %)

No. of isolates 27

Mo, of isolates, by pathogen

5. gureus 1]

Coagulase-negative staphylococd (in all) - 9 (333 %)

Staphylococcus epidermidis 7

Staphylococcus warneri 1

Staphylococcus cohnii 1

Other gram- positive bacteria 8 (2956 %)

Gram-negative bacill 10 {37 %)

Anaercbes 4]

Methicillin resistant staphylococci 39

S08 and Microorganisms identified from SOB 455 %
percutaneous  were found in the distal infected site

of the digay 5 9urus 0

site Coagulase- negative staphylococci 1/9

Other gram- positive bacteria 27

Gram-negative bacilli 310

Anaerobes 0

Methicillin resistant staphylococei o3
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taken, and 138 of each underwent the microbiological
assessment, 69 of each - histopathological assessment.
In 17 cases (24.6 %) the microorganisms were identified
in SOB. SOB cultures were evaluated as positive in 11
(15.9 %) cases (Fig. 1). 83.3 % Enterococcus isolates were
sensitive to vancomycin. Susceptibility of Gram-negative
organisms to ciprofloxacin was 87.5 %. The rate of resist-
ance of Pseudomonas aeruginosa to imipenem and ceftaz-
idime was 50 % for each. In 2 cases the signs of infection
were found in histopathological assessement of SOB.

In 5 (455 %) cases the same microorganisms (same
species, antibiogram, genotype) were identified in SOB
and distal site bone biopsy cultures (Fig. 2). No species
were found to be particularly predominant (Table 2).

SOB cultures were positive in 5 (23.8 %) patients suf-
fering from diabetes and in 6 (12.5 %) patients without
diabetes (p =0.29). Microorganisms identified in SOB
were also cultured from the distal site in 1 (20 %) dia-
betic and 4 (66.7 %) non-diabetics (p = 0.24) (Table 3).

Discussion

Studies comparing the microbiological cultures of SOB
and the cultures from the site necessitating amputation
are lacking. Previously reviewed reports on how infec-
tious processes influence the amputation outcome have,
however, been established using the superficial samples
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[1]. Taking superficial samples for the diagnosis of osteo-
myelitis of diabetic foot, which is a widespread practice,
is of limited or at least uncertain diagnostic value [2, 3].
In case of non-diabetic bone infection (including stump
infections) the swab bacterial cultures are often mislead-
ing, and bone biopsy remains the optimal management
as well [4, 5]. Bone biopsy is particularly valuable in pro-
viding reliable data on infecting organisms and their
antimicrobial susceptibility [6].

In the retrospective pilot study carried out in France,
the positive SOB cultures were more commeon than in
our present study (p = 0.01). SOB cultures were positive
in 42.1 % of the pilot study patients, while the micro-
organism at amputation and distal sites coincided in
69.6 % of the cases [1]. These discrepancies may be par-
tially explained by a more radical surgery performed in
Lithuania, as suggested by a greater percentage of the
above-the-knee amputations as well as by a higher pro-
portion of patients with peripheral vascular disease in
our cohort. Antibiotic-free interval was observed in
about a half of the cases in both cohorts. In the pilot
study conducted at the National Reference Center as
having complex osteo-articular infections, patients
underwent routine SOB during major lower extremity
amputation. In agreement with the results of the pilot
study, we did not identified any difference between

m%

Fig. 1 Microorganisms isolated from SOB
"
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microbiological cultures obtained from diabetic and
non-diabetic patients [1]. To the best of our knowledge,
there are no similar studies reported in the literature.

In previous studies, the rate CoNS isolation from bone

tissue varied between 10 % and 50 %, and was consid-
ered in most cases as true infections [2, 7, 8]. Lavery et
al. [7] recorded that the intraoperative bone cultures
used by their team were less prone to contamination
than the percutaneous technique, and accounted for the
lower CoNS incidence than in Newman series (11 % vs
50 %) [8).

In our study a chance of contamination

both SOE
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non-diabe

remains high in spite of surgical bone biopsy (SOB). Three
out of nine CoNS were evaluated as positive in SOB. Eight
out of nine CoNS were not identified at the distal biopsy.
Interestingly, one study found a higher rate of CoNS in
the percutaneous bone biopsy samples than in the swab
samples (25.6 % vs. 4.6 %; p < 0.001) [2]. This finding may
support the idea that ColNS are the causative pathogens in
these cases. However, the validity of this finding is unclear,
because histological confirmation of osteomyelitis was not
done [2]. Nevertheless, Aragon-Sanchez et al. presented a
series of cases in which 5. epidermidis was isolated from
the bone biopsy and the histopathological studies,
confirming diagnosis of osteomyelitis, but no anaerobic
cultures were performed [9]. In the present study, the
CoN5 were the most common microorganisms grown
from SOB (33.3 %), which corresponds to the literature
data. In terms of CoNS abundance, the results of our
previous pilot study did not differ from the present
study, although in the pilot study all bone biopsies were
performed by an experienced orthopedic surgeon, and the
possibility of contamination was small. The other identi-
fied microorganisms did not differ significantly in both
present and pilot studies,

Differentiating the true coagulase-negative staphylo-
coceal infection from contamination has an important
impact on therapeutic implications. In this situation,
clinical, radiological findings, as well as histological signs
of infection may be useful. In our study only in 2 cases
the signs of infection were found in histopathological
assessement of SOB. We think that the microorganisms
spread and were found in SOB earlier until the changes
are visible in histopathological or radiological analysis.

Repeated positive cultures, isolation of identical species
with comparable antibiotic susceptibility profile were con-
sidered as strong arguments in favour of a true infection
in recent study [10]. In this study genotyping techniques
demonstrated that CoNS exhibiting comparable antibiotic
susceptibility patterns had a 93.3 % probability to belong
to the same strain [10]. In our study in all cases isolated
pathogens from SOB and distal site biopsy, which hap-
pened to be the same species and antibiogram were com-
pared using genotyping and confirmed the same strain. In
Bernard et al study with quantitative cultures, coagulase
negative staphylococci were considered as commensals,
since their quantification was inferior to other concomitant
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and more classical pathogens of osteomyelitis [11]. Of note,
genetic markers of virulence are unlikely to differentiate
invasive and commensal strains [12-14].

To confirm our hypothesis that culture results of the
slice site are reliable and bacteria ascend from the foot
instead of from skin, blood, or other nearby source of
infection and affect the amputation outcome, further
investigations and analysis are in progress.

Conclusions

Our results suggest that, independently of the diabetes
status, foot infection may silently spread along the bone and
can achieve the site of major limb amputation. Additional
investigations aiming to confirm this hypothesis and to
evaluate a prognostic value are in progress.
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SUMMARY

1. INTRODUCTION

Section’s osseous slice biopsy (BA) is rarely performed in routine
major amputations of lower extremities, partially due to additional cost and
the threat of an increased risk of adverse events. However, the belief that the
proximal amputation site distant from the site necessitating limb amputation
is unlikely to be involved in the infectious process is still frequent, which
may explain why BA is regularly omitted from the amputation site selection
process. Data about the probability of the infectious process extension
affecting the distal site responsible for amputation and prognostic value are
lacking; the findings present have only been established by taking superfi-
cial microbiology cultures [5]. We hypothesized that infection from the dis-
tal site might spread along the bone and be present at the major amputation
site. Therefore, a positive BA culture could be a risk factor for delayed
stump healing.

2. AIM AND OBJECTIVES

2.1. The aim of the study

To assess the spread of foot infection and its impact on the outcomes of
major amputations of lower extremities.

2.2. Objectives of the study

1. To assess the prevalence of a positive bone biopsy culture perfor-
med at the level of major limb amputation, compare with histopa-
thological findings and to evaluate the factors influencing the
spread of infection;

2. To compare BA culture results with the results of the culture of
percutaneous bone biopsy of the distal site (BD), and to evaluate
the results of bone biopsy performed at the site of presumed below-
the-knee operation (BP) between BA and BD;

3. To assess the value of a positive BA culture on stump healing and
equipment, and the need of re-intervention and antibiotics.
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2.3. Scientific novelty

To the best of our knowledge, this is the first study evaluating the
possible ascending spread of an infectious process to the amputation site and
its impact on the stump outcome in terms of bone biopsy results.

2.4. Practical value

In the recent years, chronic osteomyelitis has been managed by less
radical surgery and antibiotic therapy based on reliable culture results.
Taking superficial samples for the diagnosis of osteomyelitis of a diabetic
foot, which is a widespread practice, is of limited or at least uncertain diag-
nostic value [31, 77]. In case of a non-diabetic bone infection (including
stump infections), swab bacterial cultures are often misleading, and bone
biopsy remains the optimal management option as well [23]. Bone biopsy is
particularly valuable in providing reliable data on infecting organisms and
their antimicrobial susceptibility [7].

3. MATERIALS AND METHODS

3.1. Population

In a multicentre retrospective cohort study, we included adult patients
(> 18 years) who underwent a major amputation of a lower limb in the
University Hospital of Tourcoing and University Hospital of Lille between
2000 and 2009. A total of 57 patients were included (of which 42 (73.68%)
were men and 15 (26.32%) were women) with the mean age of 52.16 years
(SD=16.99).

In a multicentre prospective cohort study, we included adult patients (>
18 years) who underwent a major amputation of a lower limb in the Hospital
of the Lithuanian University of Health Sciences Kauno klinikos, Kaunas
Clinical Hospital and Republican Hospital of Kaunas between 2012 and
2014. The only exclusion criterion was the refusal to participate in the
study. All patients signed a consent form. One patient refused to follow-up.
A total of 112 patients were included (of which 60 (53.6%) were men and
52 (46.4%) were women) with the mean age of 71.3 (SD=13.8) years. In
order to perform the study, permissions were obtained from Kaunas Regio-
nal Research Ethics Committee (No. BE-2-23) and the State Data Protection
Inspectorate (No. 2R-6247 (2.6-1.), see Appendix).
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In the retrospective study, the data were taken from medical charts and
were analysed retrospectively. In the prospective study, the patients had a
complete medical history taken, full examination and tests performed. The
following data were collected: age, sex, height, weight, diabetes status and
glycaemic control, presence of peripheral vascular disease, osteoarthritis,
level of infection, context of trauma, level of amputation, immunosuppres-
sion, bedridden disability, comorbidity, duration and history of the patho-
logy, reason of amputation, time from the decision to amputate to the surgi-
cal procedure, history of previous amputations, total duration of antibiotic
therapy before amputation, antibiotic-free interval before amputation,
inflammatory markers (C-reactive protein, leukocytes), renal function (crea-
tinine, estimated glomerular filtration rate), and antibiotic use before and
after hospitalisation. Peripheral vascular disease was assumed to be present
if 1) dorsal-pedal and posterior-tibial pulses were absent, and/or 2) patholo-
gical results were evident on Doppler UltraSound or peripheral arterio-
graphy, and/or 3) there was a previously made diagnosis of peripheral
vascular disease by a vascular surgeon using the methods mentioned above.
The comorbidity status was evaluated on the presence of cardiac, renal or
hepatic insufficiency. The patients were considered to have had an anti-
biotic-free interval, if they had not received any systemic antibiotic for at
least 2 weeks before amputation. An informed consent form had to be
completed by every patient who met the inclusion criteria.

The patients were followed-up for 1 year. Stump outcomes were asses-
sed on the delay of complete healing, equipment, need of re-intervention
and antibiotics.

3.2. Specimen collection

Concomitant BA and BD were performed during limb amputation. A
new surgical set-up and new instruments were used to try and reduce the
likelihood of cross-contamination during surgery. BD was performed in the
surgical room using an 11-gauge 10 cm biopsy needle inserted through a 5—
10 mm skin incision at least 20 mm from the ulcer periphery, to avoid
contamination by the colonising flora, following the methodology described
in the literature [31]. During amputation, in the surgical room, we perfor-
med BA at the level of major limb amputation from the amputated limb part
using Liston bone cutting forceps and removing the bone fragments (cortical
bone and bone marrow for each biopsy). Three bone fragments were ob-
tained for both BA and BD, 2 of which underwent microbiological assess-
ment, and the rest bone fragment — histopathological assessment. Taking
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into account that radical surgery is usually performed at our institutions, and
to search for possible ascendant spread of infection, in the prospective study
during amputation above the knee, bone biopsy was also performed in the
site of presumed below-the-knee operation (BP) (for diabetics and/or cases
of evident osteomyelitis) with distinct tools (Figure 3.2.1).

Figure 3.2.1. The sites of bone biopsies
Photos: E. Beltrand, Sce d'Orthopédie CH Tourcoing

3.3. Microbiological assessment

The media used in the prospective study matched the media of the
retrospective study. The specimens were immediately placed into Amies
transport medium (Brescia, Italy), brought to the microbiology laboratory
within 1 h after sampling. The samples were inoculated directly into 5%
sheep blood agar (BBL, USA), chocolate agar (BBL, USA), Mac Conkey
agar plates (Oxoid, UK), Schaedler agar (BBL, USA) and thioglycollate
broth. Sheep blood and chocolate agar plates were incubated at 35 °C in an
atmosphere containing 5% CO, and Mac Conkey agar plates — at 35 °C for
18-24 h. If a culture was negative at the first observation, sheep blood and
chocolate agar plates were re-examined after the second 24-h incubation.
Thioglycollate broth was incubated at 35 °C for 5 days. Schaedler agar was
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incubated at 35 °C in an anaerobic workstation Bug Box (UK) for 2 weeks.
Maldi-TOF-MS (BRUKER) mass spectrometry was used for microorganism
identification. Analysis of the number of colony-forming units per culture
was performed by means of a counting frame for bone biopsy cultures. A
positive culture was defined as the identification of at least 1 species of
bacteria not belonging to the skin flora or at least 2 bacteria belonging to the
skin flora (CoNS (coagulase negative staphylococci), Corynebacterium spp,
Propionibacterium acnes) with the same antibiotic susceptibility profiles. A
doubtful culture was defined as the identification of 1 species of bacteria
belonging to the skin flora. The dominant pathogen required at least 3 times
higher growth in bone cultures than other microorganisms. All positive
cultures were frozen at —60 °C for further research. The isolated pathogens
from BA and distal site biopsy, which happened to be the same species,
were compared using genotyping (pulsed field gel electrophoresis, Maldi
TOF-MS) to confirm the same strain.

3.4. Histopathological assessment

Bone fragment was fixed in 4% paraformaldehyde, decalcified in 10%
HCI and embedded in paraffin for histological analysis. Then, 3-um thick
sections were made and stained with hematoxylin-eosin. Histopathological
findings for the signs of infection were evaluated. Histopathological
findings in bone specimens were defined as acute osteomyelitis when necro-
sis, destroyed bone and infiltrations of polymorphonuclear granulocytes at
cortical sites and inside the bone marrow were present. Congestion or
thrombosis of medullary or periosteal small vessels was also a frequent
finding. It was defined as chronic osteomyelitis when there was destroyed
bone and infiltrations of lymphocytes, histiocytes and/or plasmatic cells at
cortical sites and inside the bone marrow. All the cases of osteomyelitis
exhibited areas of fibrosis in variable forms and medullar oedema. In the
retrospective study, histopathology examination was not used to confirm the
diagnosis of osteomyelitis.

3.5. Statistical analysis

Statistical analysis was performed using IBM SPSS statistical software
(SPSS v.20.0). Normally distributed continuous variables were presented as
the mean and SD and compared using the Student t test. The statistical
significance of differences between the other groups was analysed using the
Mann-Whitney U test for non-parametric continuous variables, and
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categorical variables were compared using the chi-square test and Fisher’s
exact test. Relative risk (RR) was calculated with a 95% confidence interval
(CI). A P value <0.05 was considered statistically significant.

4. MAIN RESULTS

4.1. Results of the retrospective study

In total, 57 BA were performed during major lower limb amputations
(10 above the knee and 47 below the knee) between 2000 and 2009. The
mean age of the patients included in the study (42 men and 15 women) was
52.16 years (SD = 16.99). The main cause of amputation was uncontrolled
infection in 37 (64.9%) cases (foot = 5, ankle = 8, leg = 24). For the other
20 patients, the indication of amputation was trophic disorders. The under-
lying conditions were diabetic foot infection in 14 cases (24.6%). Twenty-
four (42.1%) bacterial culture results from BA specimens were positive, 12
(21.1%) doubtful and 21 (36.8%) sterile. Before amputation, 31 patients
(54.4%) had not received any antibiotics, including 22 (38.6%) with an
antibiotic-free interval of 15 days or more. Microorganisms identified in BA
were also cultured from the distal site in 69.57% of the cases. The patients
with a positive culture of BA had a longer interval from the moment the
decision to amputate was made and the time of the surgical procedure
(200.2 vs. 70.1 days; P < 0.03) and a shorter (3.68 vs. 6.08 months; P <
0.03) total duration of antibiotic therapy before amputation than patients
with a negative BA. The time to complete stump healing was significantly
longer in the group of the patients with a positive culture compared with
those with a negative one (3.57 vs. 2.48 months; P < 0.03).

4.2. Population of the prospective study

From 2012 to 2014, 112 patients (60 men and 52 women, mean age
71.3 (SD = 13.8)) underwent major limb amputation at Kaunas hospitals.
Among all these 112 patients, 81 (72.3%) had above-the-knee amputation
and 37 (33%) were known to have diabetes. In total, 726 bone biopsies were
taken. The main cause of amputation was uncontrolled infection in 18
(16.1%) cases. Before amputation, 59 (52.7%) patients had an antibiotic-
free interval of 15 days or more.
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4.3. Prevalence of positive bone biopsy culture performed
at the level of major limb amputation and factors influencing
biopsy results

In 24 cases (21.4%), the microorganisms were identified in BA. BA
cultures were evaluated as positive in 12 cases (10.7%) (Figure 4.3.1). To
differentiate the true coagulase-negative staphylococcal infection from
contamination, repeated positive cultures, isolation of identical species with
a comparable antibiotic susceptibility profile, quantitative analysis, histopa-
thological assessment and genotyping techniques were used. The majority
(83.3%) of Enterococcus isolates were sensitive to vancomycin. Suscepti-
bility of gram-negative organisms to ciprofloxacin was 87.5%. The rate of
resistance of Pseudomonas aeruginosa to imipenem and ceftazidime was
50% for each. In 3 cases, the signs of infection were found in histopatho-
logical assessment of BA.
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Figure 4.3.1. Microorganisms isolated from BA

In comparison with the patients with a negative BA, the patients with a
positive culture of BA were more frequently treated at the Hospital of the
Lithuanian University of Health Sciences Kauno klinikos (6 (50%) vs. 6
(6.8%); P<0.001), more frequently had a history of previous amputations (8
(66.7%) vs. 29 (33%); P=0.023), had a higher body mass index (29.26 vs.
21.2; P=0,038), and more frequently underwent amputation below the knee
(7(58.3%) vs. 21 (23.9%); P=0.013). The main cause of amputation was
uncontrolled infection (6 (50%) vs. 10 (11.4%); P=0.008), the signs of
infection were determined upon radiological examination (3 (25%) vs. 8
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(9.1%); P=0.005), and microorganisms were identified before amputation (6
(50%) vs. 5 (5.7%); P<0.0001). An antibiotic-free interval and the diabetic
status did not influence bone biopsy results.

4.4. Matching microorganisms isolated from both BA
and percutaneous distal infected bone biopsy cultures

In 5/12 (41.67%) of the cases, the same microorganisms (Same Species,
antibiogram, genotype) were identified from BA and BD cultures: Morga-
nella morganii, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Enterococcus
faecalis; in one case, 3 bacteria were identified (Pseudomonas aeruginosa,
Enterococcus faecium and Staphylococcus epidermidis).

4.5. Results of bone biopsies performed between BA and BD

During 18 above-the-knee amputations, bone biopsies were performed
at the planned site of amputation below the knee (Table 4.5.1).

Table 4.5.1. Microorganisms isolated from BP, BD and BA

No of BD BP BA
patient

1. |Pseudomonas Pseudomonas Pseudomonas aeruginosa,
aeruginosa, aeruginosa, Proteus mirabilis,
Proteus mirabilis, Morganella morganii, Morganella morganii,
Enterococcus faecalis Enterobacter spp. Escherichia coli

2. | Staphylococcus hominis | Staphylococcus schleiferi | Negative
Proteus mirabilis Proteus mirabilis Negative

4. | Proteus mirabilis Proteus mirabilis, Negative

Enterococcus faecalis

5. |Staphylococcus aureus, |Staphylococcus aureus | Negative
Plazmos nekoaguliuo-
jantis stafilokokas,
Acinetobacter spp,
Escherichia coli,
Enterococcus faecalis

6. Proteus mirabilis, Proteus mirabilis, Negative
Escherichia coli Morganella morganii

7. Proteus mirabilis, Proteus mirabilis, Negative
Enterococcus faecalis | Enterococcus faecalis

8. |Negative Morganella morganii Doubful*

9. Proteus mirabilis Negative** Doubful*
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Table 4.5.1. Continued

No of BD BP BA
patient
10. | Streptococcus anginosus | Negative** Negative
11. |Citrobacter freundii, Negative** Negative
Enterococcus faecalis
12. |6 Negative 6 Negative 5 Negative, 1 doubful*

13. | Morganella morganii,

Escherichia coli,

Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis

Morganella morganii,
Enterococcus faecalis

Negative

Abbreviations: *Doubtful — coagulase negative staphyloccus in 1 specimen <IKFV/g;
**Osteomyelitis or suspicion of osteomyelitis, amputation below the knee could be as

radical surgery.

Taking into account all the positive BP cases in the prospective study,
BA were positive in 16.1%, and the same microorganisms were identified at
the distal site in 57.1% of the cases (Table 4.5.2).

Table 4.5.2. Positive bone biopsy culture results in terms of all positive BP

cases
Retro- |Prospec-| BP Taking into
spective |  tive only |account all positive
study study BP cases in the
prospective study
Positive bone biopsy 42.1% | 10.7% | 50% 16.1%
culture at the level of
major limb amputation
The same microorga- 69.6% | 41.76% | 77.8% 57.1%

nisms identified at the
distal site

4.6. The value of positive BA cultures on stump healing.

At the follow-up period, positive BA culture results increased the risk
of prolonged complete stump healing by 6.86 times (RR=6.86; 95% CI
(2.36-19.91), p=0.04), the risk of re-amputation by 6.4 times (RR=6.4; 95%
CI (2.37-17.26), p=0.038) and the risk of the need of antibiotics by 7.75
times (RR=7.75; 95% CI (3.24-18.52), p=0.002). Positive BA was asso-
ciated with the need of antibiotics (however, only in the patients with
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peripheral vascular disease, male sex or age >55 years). No difference in
stump healing in diabetic and non-diabetic patients was observed.

4.7. Comparison of BD culture results with the results
of the ulcer swab cultures

Based on medical charts, before amputation, 15 patients underwent
ulcer swab cultures from the distal site. Matching microorganisms isolated
from BD and ulcer swab cultures were present in 33.33% of the cases with
positive culture results. In all these cases before amputation, the patients had
been on antibiotic therapy.

CONCLUSIONS

1. Our results suggest that, regardless of the diabetes status, foot infection
may silently spread along the bone and may reach the site of major limb
amputation in 16.1-42.1% of the cases even if the level of limb
amputation is distant from the infection source responsible for
amputation. The signs of infection were found in the histopathological
assessment of BA later than in the microbiological assessment of BA.
Positive BA was associated with amputation below the knee, history of
previous amputations, infectious complications, a longer interval from
the moment the decision to amputate was made and the time of the
surgical procedure and a shorter total duration of antibiotic therapy
before amputation.

2. In 57.1-69.6% of the cases, the same microorganisms (Same Species,
antibiogram, genotype) were identified from BA and BD cultures. In
most cases (77.8%), presumed below-the-knee amputation required
antibiotic therapy according to the results of bone biopsy.

3. The microorganisms identified from BA play a role in stump healing.
Positive BA culture results increase the risk of prolonged complete
stump healing by 6.86 times (95% CI (2.36—19.91)), the risk of re-
amputation by 6.4 times (95% CI (2.37-17.26)) and the risk of the need
of antibiotics by 7.75 times (95% CI (3.24-18.52)).

PRACTICAL RECOMMENDATIONS
BA is useful during major limb amputation due to infectious compli-

cations, in particular in less radical (below the knee) amputations. Antibiotic
therapy could be corrected on the basis of the BA culture results.
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Cukrinis diabetas: ne — 0, taip — 1

Amputacijos lygis: Zemiau kelio — 1, auks¢iau kelio — 2
Imunosupresija: ne — 0, taip — 1

Arterijy patologija: ne — 0, taip — 1

Gulintis, slaugomas ligonis: ne — 0, taip — 1

oo ooooodn O

Gretutiné patologija (inksty, Sirdies ar kepeny
nepakankamumas): ne — 0, taip — 1
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20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

Patologijos pradzia (metai, ménuo, diena) CT T T T T T 1]

Patologijos trukmé iki amputacijos (dienos) I:l:l:l:l:l

Priezastis amputacijai: nefunkcionuojanti koja — 1, I:l
nekontroliuojama infekcija — 2, trofikos sutrikimai — 3,
nekontroliuojamas skausmas — 4, didelé iSemija — 5

Pasitilytos amputacijos data (metai, ménuo, diena) CT T T T T T ]

Laikas nuo pasitilymo iki amputacijos (dienos) I:I:l:l:l
Anamnezéje buve amputacijos: ne — 0, taip — 1 I:l
Suminé antibiotikoterapijos trukmé prie§ amputacija I:I:l:l:l
(dienos)

Ar vartoti antibiotikai prie§ pat amputacija? I:I
ne-0, taip-1

Jei ne, tai kiek laiko nevartoti antibiotikai iki operacijos? I:I
(dienos)

Paskutiné antibiotikoterapija prie§ amputacijg (jrasyti)

Ar anamnezéje atlikta angioplastika? ne — 0, taip — 1 I:I

Ar patikrinta kraujagysliy biiklé prie§ amputacijg?
ne-0,taip-1

Jei taip, koks atliktas kraujagysliy tyrimas? (jrasyti)

Ugis (cm) [T T[]
Svoris (kg) [T [ ]
Kulksnies — 7asto indeksas [T [ ]
Leukocitai (x10%2L) [T [ ]
Hemoglobinas (g/L) [T [ ]
Trombocitai (x10°L) T T 11
CRB (mg/l) [T T TT]
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40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.
54.
55.

56.

57.

58.
59.

Kreatininas (mkmol/l)

Urea (mmol/l)

Glikemija (mmol/1)

Albuminas (g/I)

Glomeruly filtracijos greitis (ml/min.)
Glikuotas hemoglobinas (proc.)

Ar atlikta rentgenograma prie$ amputacija?
ne — 0, taip — 1, jei taip, jrasyti pagrindinius pakitimus

Ar atlikta kompiuteriné tomograma prie§ amputacija?
ne — 0, taip — 1, jei taip, jrasyti pagrindinius pakitimus

Ar atlikta scintigrafija prie§ amputacija?
ne — 0, taip — 1, jei taip, jrasyti pagrindinius pakitimus

Ar atliktas magnetinis rezonansas prie§ amputacija?
ne — 0, taip — 1, jei taip, jrasyti pagrindinius pakitimus

Ar radiologiniai tyrimai stebéti dinamikoje?
ne — 0, taip — 1, jei taip, jrasyti pagrindinius pakitimus

Kaulo bioptato tyrimas pédos srityje: néra osteomielito
pozymiy — 0, yra osteomielito pozymiai — 1

Kaulo bioptato tyrimas amputacijos pjiivio vietoje:
néra osteomielito pozymiy — 0, yra osteomielito
pozymiai — 1

Mikrobiologiniy méginiy kiekis?

Ar rasti sukéléjai pédos srityje? ne — 0, taip — 1

Jei taip, kokie ir kokioj terpéj? (jrasyti)

Ar rasti sukéléjai amputacijos pjlivio vietoje?
ne-0,taip—-1

Jei taip, kokie ir kokioj terpéj? (jrasyti)

Rasty sukéléjy antibiotikograma (jrasyti j 1 lentele)

Ar atlikta kaulo biopsija prie§ amputacija?
ne-0,taip-1
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Kiti rasti sukéléjai pédos kaulo biopsijos ir paséliy su
tamponu metu, atlikty prie§ amputacija (jrasyti)

Bakterijy tipavimas (jeigu atliktas)

Kokie skirti antibiotikai po operacijos i/v?
(jrasyti, jei skirti)

Kada skirti antibiotikai po operacijos?
(metai, ménuo, diena)

Antibiotiky dozé (jrasyti)

Gydymo trukmé (dienos)

Kokie skirti antibiotikai i§leidziant? (jrasyti)
Praéjus metams po amputacijos ar pritaikytas protezas?
ne-0,taip-1

Ar uzgijusi bigé? ne — 0, taip — 1

Pjtivio uzgijimo trukmé po amputacijos (dienos)
Ar atlikta pakartotiné operacija? ne — 0, taip — 1
Jei taip, kada atlikta pakartotiné operacija?
(metai, ménuo, diena)

Ar skirti pakartotinai antibiotikai dél bigés?
ne-0,taip-1

Jei taip, tai kada skirti antibiotikai?

(metai, ménuo, diena)

Jeigu ligonis mirgs, ar priezastis buvo susijusi su galiinés
patologija? ne — 0, taip — 1
Kita svarbi informacija

ool

[]

[]
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20 lentele. IS kaulo bioptaty isskirty sukéléjy jautrumas antibiotikams

Z tru, a — atsparu)

, mj — mazai jau

(j — jautru

Peqs/ddury "Peqoze)/ [eradig
A “Aepi/Syowry SBUIIESYO[JION
seureradlg SI[OZBPIUO.IIIA
seurpIdury SEWLIOJIWLL ],
seupRey Iy Jins/wiradojowray,
SRURIWEIUID) SBUIOJURINJOI)IN
seupesyopyoadi) sewduadoId A
SI[OYIUdJWRIO[Y)) sewduadruy
seupIdweynyy sewrdaya)
SBUDIWOYUE A seuoze1ado)d)
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Sukéléjas
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KAUNO REGIONINIS BIOMEDICININIU TYRIMU ETIKOS KOMITETAS
LSMUL KK Eiveniy g. 2, 50009 Kaunas, tel. +370 37 326243, ¢-mail: n.avrelija@yahoo.com

LEIDIMAS ATLIKTI BIOMEDICININ] TYRIMA,

2012-05-14  Nr. BE-2-23

Biomedicininio tyrimo pavadinimas: ,Apatiniy galiiniy didZiyjy amputacijy rizikos veiksniy ir
teigiamos kaulo kultiiros prognostinés reikimés nustatymas sergantiems ir nesergantiems
cukriniu diabetu*

Protokolo Nr.: 1

Data: 2011-12-15

Versija: 1

Pagrindinis tyréjas: Gyd. dr. R. Sulcaité

Biomedicininio tyrimo vieta: LSMUL Kauno klinikos

[staigos pavadinimas: Endokrinologijos klinika, Chirurgijos Klinika, Sirdies,
Adresas: kratinés ir kraujagysliy klinika, Anatomijos institutas,

Laboratorinés medicinos klinika

Eiveniy g. 2, LT- 50009, Kaunas

Mickevitiaus g. 9, LT -44307, Kaunas

Kauno klinikiné ligoniné

LSMU Infekciniy ligy klinika, Chirurgijos profilio skyriai
Josvainiy g. 2, LT- 47144, Kaunas

Respublikiné Kauno ligoniné

Chirurgijos klinika

Hipodromo g. 13, LT- 45130, Kaunas

I5vada:
Kauno regioninio biomedicininiy tyrimy etikos komiteto posédzio, ivykusio 2012 m. geguiés 7 d.
(protokolo Nr. 59/2012) sprendimu pritarta biomedicininio tyrimo vykdymui.

Mokslinio eksperimento vykdytojai sipareigoja: (1) nedelsiant informuoti Kauno Regioninj biomedicininiy Tyrimy
Etikos komitety apie visus ytus atvejus, susijusius su studijos vykdymu, (2) iki sausio 15 dienos — pateikti
metinj studijos vykdymo apibendrinimg bei, (3) per ménesi po studijos uzbaigimo, pateikti galutinj pranesima apie
eksperimenta. B
Kauno regioninio biomedicininiy tyrimy etikos komiteto nariai

Nr. | Vardas, Pavardé Veiklos sritis Dalyvavo posédyje

1. Doc. Irena Marchertiené anesteziologija taip

2. Doc. Romaldas Maciulaitis klinikiné farmakologija taip

3. Prof. Nijolé Dalia Baksiené pediatrija taip

4. Prof. Irayda Jakusovaité filosofija taip

5 Dr.Eimantas Pei¢ius filosofija taip

6. Laima Vasiliauskaité psichoterapija ne

7. Gintaras Cesnauskas chirurgija ne

8. Zelmanas Sapiro terapija ne

9. Jurgita Laurinaityté bioteisé ne

e —
Kauno regioninis biomedicininiy tyrimy etikos komitetas dirba vadovay M&ﬁko;; igcipais nustatytais biomedicininiy
tyrimy Etikos jstatyme, Helsinkio deklaracijoje, vaisty tyringjimo Geros klj raktikos tafsy R¢mis.

Pirmininké érw L ,\{

Irena Marchertiené
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VALSTYBINE DUOMENU APSAUGOS INSPEKCIJA

Lietuvos sveikatos moksly universitetui
A. Mickeviciaus g. 9, LT-44307 Kaunas
(reg. laisku ir el. p. danguole.simanaityte@gmail.com)

Pagr. tyréjai dr. R. Sulcaitei

. SPRENDIMAS
DEL LEIDIMO LIETUVOS SVEIKATOS MOKSLU UNIVERSITETUI ATLIKTI ASMENS
DUOMENU TVARKYMO VEIKSMUS

2014 m. gruodzio § d. Nr. 2R- bHH @6-1)

Vilnius

Valstybiné duomeny apsaugos inspekcija, iSnagringjusi 2014-09-30 Prane$ima dél iSankstinés patikros
Nr. DVT2-1491 (toliau - Pranedimas) (Inspekcijoje gauta 2014-10-07, reg. Nr. IR-5696(2.6.),
2014-11-28 rastu Nr. DVT2-2096 (Inspekcijoje gauta 2014-12-03, reg. Nr. 1R-7254(2.6.) pateiktus
patikslinimus,

nustaté,

kad PraneSime ir jo patikslinimuose nurodyti asmens duomeny tvarkymo veiksmai atitinka Lietuvos
Respublikos asmens duomeny teisinés apsaugos jstatyme nustatytus asmens duomeny tvarkymo ir duomeny
subjekty teisiy jgyvendinimo reikalavimus, bei numatytos tinkamos organizacinés ir techninés duomeny
saugumo priemonegs.

Valstybiné duomeny apsaugos inspekcija, vadovaudamasi Lietuvos Respublikos asmens duomeny
teisinés apsaugos jstatymo 33 straipsniu, Valstybinés duomeny apsaugos inspekcijos direktoriaus 2006 m.
vasario 2 d. jsakymu Nr. 1T-6 patvirtinty I8ankstinés patikros atlikimo taisykliy 11 ir 18.1 punktais,

nusprendZia
Lietuvos sveikatos moksly universitetui iSduoti leidima atlikti PraneSime nurodyty asmens duomeny
apie sveikata tvarkymo mokslinio medicininio tyrimo ,, Apatiniy galaniy didziyjy amputacijy rizikos

veiksniy ir teigiamos kaulo kultiiros prognostinés reikimés nustatymas sergantiems ir nesergantiems
cukriniu diabetu,* tikslu veiksmus.

/ % @M% dr. Algirdas Kunginas

Direktorius .

V. Gedeike, tel. (8 5) 219 7271, el. p. valerija.gedeike@ada.lt ‘6

A. Guéiene, tel. (8 5) 219 7264, el. p. ausra.guciene@ada.lt euras.lt
BiudZetiné jstaiga Tel. (8 5) 279 1445 Duomenys kaupiami ir saugomi
A. Juozapavitiaus g. 6 Faks. (8 5) 261 9494 Juridiniy asmeny registre
1L.T-09310 Vilnins EL n. ada@ada.lt Kadas 188607912
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Name, Surname:
Address:

E-mail:

Medical education:

2005

2005-2006

2006
2006-2010

2010

2011-2015

Current position:

Fellowships:
March 2008 -
September 2008

March 2009 -
February 2010

May 2011

CURRICULUM VITAE

Danguolé Vaznaisiené

Baltijos 120, Department of Infectious Diseases of Lithuanian
University of Health Sciences, LT-47116 Kaunas, Lithuania
danguole.simanaityte@gmail.com, danguole.vaznaisiene@]lsmuni.lt

MD diploma, Kaunas University of Medicine, Lithuania

(MA Nr. 0000199)

Second Clinical Hospital of Kaunas, medical internship

(IP Nr.000372)

Professional qualification of medical doctor (Nr. MPL-08439)
Residenship of Infectious Diseases at the Department of Infectious
Diseases of Lithuanian University of Health Sciences (RP Nr. 000791)
Professional qualification of Infectious Diseases doctor

(Nr. MPL-15924)

PhD studies at the Lithuanian University of Health Sciences,
Medical Academy, Department of Infectious Diseases

Infectious Diseases Physician at the Department of Infectious
Diseases, Kaunas Clinical Hospital, since August 2010
Lecturer at the Department of Infectious Diseases of Lithuanian
University of Health Sciences, since February 2016

University of Versailles, Department of Infectious Diseases,
Paris, France

Lille University, Department of Infectious Diseases,
Bone and Joint Infections Reference, Tourcoing, France

Salzburg Infectious Diseases seminars, Austria

Membership of professional societies:

Lithuanian Society of Infectious Diseases
European Bone and Joint Infection Society (country delegate)

Knowledge of languages:

Family status:

French, English, Russian, Italian, Esperanto

married, two children
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PADEKA

Nuosirdziai dékoju
LSMU Infekciniy ligy klinikos vadovei, Sio darbo mokslinei vadovei

profesorei Auksei Mickienei uz skirtag brangy laika, idéjas, pastabas, puiky
vadovavimg bei kantrybe.

LSMU Endokrinologijos instituto docentei Ritai Sulcaitei ir kolektyvui,
Sio darbo moksliniam konsultantui, Pranciizijos Lilio universiteto Infekciniy
ligy klinikos vadovui profesoriui Eric Senneville, Turkueno universitetinés
ligoninés buvusiam Infekciniy ligy klinikos vadovui profesoriui Yazdan
Yazdanpanah ir kolektyvui, Turkueno universitetinés ligoninés Ortopedijos
ir traumatologijos klinikos vadovui Eric Beltrand, LSMU Anatomijos
instituto vadovui profesoriui Dainiui Haroldui Pauzai, neuromorfologijos
laboratorijos ved¢jai Kristinai Rysevaitei-Kyguolienei ir kolektyvui, LSMU
Laboratorinés medicinos klinikos vadovei profesorei Astrai Vitkauskienei,
mikrobiologei Daivai Jomantienei ir kolektyvui, Kauno klinikinés ligoninés
mikrobiologei Gintarei Sinkutei, LSMU ligoninés Kauno klinikos, Kauno
klinikinés ligoninés ir Respublikinés Kauno ligoninés chirurgams, angio-
chirurgams ir traumatologams bei jy kolektyvams, LSMU fizikos, mate-
matikos ir biofizikos katedros vedéjui profesoriui Viktorui Saferiui, LSMU
profilaktinés medicinos katedros docentei Rimai Kregzdytei uz Jusy
begalinj geraSirdiSkumg, man skirtg brangy laikg, nuoSirdzig pagalbg, uz
ikvépima, paskatinima ir vertingus patarimus.

LSMU Mokslo centro darbuotojoms uz visapusiska pagalba. Dékoju
LSMU Mokslo fondui uz materialing parama darbo priemonéms jsigyti.
Dékoju Lietuvos mokslo tarybai uz paskirta doktoranto stipendija uz
akademinius pasiekimus.

Su didele pagarba noriu padékoti ir pirmiesiems savo mokytojams —
profesoriui Alvydui Pranui Laiskoniui ir docentei Vidai Marijai BareiSienei
uz nuosirdy palaikyma.

Visiems mano artimiesiems, draugams, bendradarbiams, ir mano bran-
giausiai Seimai uz kantrybe, padrasinancius zodzius, pagalba, pasitikéjima ir
galimybes...

Taip pat ligoniams, tikédamasi, kad Sis darbas turi ne tik moksling, bet
ir kliniking prasme.
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