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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Istotny brak dostepnych tkanek ludzkich nie zmniejszyt zainteresowania homogennymi za-
stawkami serca. Wykorzystanie homograftéw to nadal najkorzystniejsze rozwigzanie w leczeniu
chirurgicznym wad nabytych i wrodzonych serca. Uzyskanie optymalnych wiasciwosci takich
zastawek nastepuje w wyniku procesu przetwarzania, w tym sterylizacji za pomoca roztworéw
antybiotykéw. Metoda zapewnia jatowo$é, a zarazem odpowiednia zdolno$¢ do zycia komérek
oraz zachowanie natywnych cech tkanek. Otrzymany material ma odpowiednie wlaciwosci
strukturalne i powierzchniowe, co wigze sie z jego prawidlowym funkcjonowaniem in vivo.
W ciagu kilku dekad warunki sterylizacji i sktad mieszanin antybiotykéw znaczaco sie zmieniaty.
Osiagnieto duzy postep w rozwoju omawianej metody, jednak w ostatnich latach wskazano na
istnienie réznych wad sterylizacji homograftéw antybiotykami. Do najwazniejszych nalezy uwal-
nianie sie antybiotykéw w czasie analiz mikrobiologicznych kwalifikujacych tkanki do wszczepie-
nia oraz mozliwo$¢ wystapienia objawéw niepozadanych wskutek uwalniania sie antybiotykdw
ztkanek po wszczepieniu. W artykule scharakteryzowano stosowane mieszaniny antybiotykéw.
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Summary

A significant deficit in the availability of human tissues has not resulted in less general interest
in homogeneous heart valves. The application of homografts still remains the optimal solution
in the surgical treatment of congenital and acquired defects. Obtaining the optimal properties
of these valves is followed by processing, including sterilization. This method provides sterility
with rewarding cell viability and maintenance of the tissues’ native features. The prepared
material possesses appropriate properties at the level of structure and surface, which results
in correct functioning in vivo. During the past several decades, sterilization conditions and
the compositions of antibiotic mixtures have changed significantly. In this period, significant
progress in the development of this method was achieved; however, in the last few years,
various flaws in antibiotic sterilization of homografts have been revealed. The release of the
antibiotic during microbiological tests of tissue evaluated for implantation or the possibility
of side effects as a result of antibiotic release after implantation remain the most important
issues here. In this work we characterized the main antibiotic mixtures that are currently in use.
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WPROWADZENIE

Ryzyko wystapienia powiktari u pacjentéw po wszcze-
pieniu homogennej zastawki serca zalezy od wielu
zmiennych. Gtéwna role odgrywaja czynniki o podtozu
klinicznym, a takze wiek pacjenta. Ponadto istotna
zmienna warunkujacg skuteczno$¢ leczenia jest brak
powiktart spowodowanych wystapieniem infekcji poope-
racyjnych.

Obecnie w leczeniu chirurgicznym wad wrodzonych
i nabytych zastawek serca stosuje sie zaréwno tkanki
ludzkie (homografty) [19,20,40], jak i zwierzece (hete-
rografty) [10,24, 64]. Wedtug danych za lata 1991-2013
ogloszonych przez Amerykanski Departament Zdro-
wia i Opieki Spotecznej (U.S. Department of Health &
Human Services) obserwuje sie rosngcy deficyt tka-
nek i organéw ludzkich do celéw transplantacji [73].
Mimo wykorzystania we wzglednie duzym zakresie
tkanek zwierzecych powszechnie uwaza sie zastosowa-
nie homograftéw za zdecydowanie lepsze rozwigzanie
w leczeniu chirurgicznym w poréwnaniu do heterogra-
ftéw. Wprawdzie ksenotransplantologia staje sie coraz
pospolitsza w praktyce klinicznej, a w przypadku zasta-
wek serca opracowywane sa nawet materiaty hybrydowe
oparte na rusztowaniach uzyskanych z tkanek zwierzg-
cych i komérkach homogennych pobranych od pacjen-
téw lub dawcéw [17], jednak wiele probleméw wcigz nie
zostalo rozwigzanych.

Do koronnych argumentéw przemawiajacych za prze-
wagg tkanek ludzkich nalezy znacznie mniejsza immu-
nogenno$¢ [17,42]. Zachowanie zywych komérek na
ich powierzchni sprawia, ze sa nietrombogenne oraz
mniej podatne na infekcje [21,90]. Natomiast zachowa-
nie takich komérek wewnatrz struktury niewatpliwie
sprzyja szybszym procesom regeneracyjnym. Jednak
obecno$é martwych komérek i/lub ich pozostatosci

powstalych w nastepstwie procesu przetwarzania moze
by¢ zrédlem kalcyfikacji, ktéra jest jedng z czestszych
przyczyn reoperacji zastawek serca [12,15,61].

Produkcja biologicznych zastawek serca wigze sie z pod-
daniem pobranych tkanek wielu czynno$ciom, czyli
wspomnianemu juz przetwarzaniu. W polskim prawo-
dawstwie zdefiniowano je w przepisach Ustawy z dnia
1 lipca 2005 roku o pobieraniu, przechowywaniu i prze-
szczepianiu komdrek, tkanek i narzaddéw, a takze w jej
pézniejszych zmianach. Zgodnie z tg ustawa omawiane
czynnosci obejmuja przygotowanie, transportowanie,
konserwowanie i pakowanie tkanek lub narzgdéw prze-
znaczonych do stosowania u ludzi. Przepisy definiuja
réwniez pojecie sterylizacji zaréwno tkanek, jak i komé-
rek. W my$l powyzszej ustawy sterylizacja oznacza pro-
ces, w ktérym zastosowanie odczynnikéw chemicznych,
czynnikéw biologicznych i czynnikdéw fizycznych ma na
celu unieszkodliwienie patogenéw w komdrkach i tkan-
kach [76,77].

Sterylizacja to jeden z gtéwnych etapéw przygotowy-
wania homogennych zastawek serca. Wybdr optymalne;j
metody musi uwzgledniaé osiagniecie jatowego pro-
duktu przy utrzymaniu jego wlasciwosci. Najistotniejsze
jest zachowanie zywotnosci komdrek oraz cech struktu-
ralnych tkanek. W najwiekszym stopniu pozwalajg na to
mieszaniny zawierajgce antybiotyki i inne chemiotera-
peutyki. Obecnie do sterylizacji, jak réwniez w pozosta-
tych etapach przetwarzania tkanek ludzkich, proponuje
sie i stosuje rézne tego typu mieszaniny, a tendencja
taka utrzymuje sie od kotica lat sze$édziesigtych ub.w.
[4,18,19,20,25,33,35,40].

W artykule oméwiono literature z zakresu wykorzysta-
nia antybiotykdéw w procesie sterylizacji homogennych
zastawek serca.
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Ryc. 1. Proponowany schemat postepowania w procesie przetwarzania tkanek
zastawki serca

ZASTAWKI JAKO ZAGROZENIE MIKROBIOLOGICZNE?

Znaczgcy wplyw na zwiekszenie skutecznosci uzyski-
wania petnowarto$ciowych biomateriatéw ma zastoso-
wanie zasad aseptyki oraz jak najkrétszy czas miedzy
zgonem dawcy a pobraniem tkanek. Banki tkanek wdra-
7ajg rézne schematy postepowania w procesie ich prze-
twarzania. W pracy proponuje sie réwniez tego rodzaju
schemat do przetwarzania tkanek zastawki serca (ryc.
1). W praktyce rozwigzania te sa jednak indywidualne
i uwarunkowane flora bakteryjna zalezng od czynnikéw
$rodowiskowych.

Poczatkowo tkanki pobierano w salach prosektoryjnych;
wspdlcze$nie optymalne warunki gwarantuje sala ope-
racyjna. Zasady pobierania takich materiatéw zostaty
$ci$le okreslone na poczatku lat osiemdziesigtych ub.w.
[62]. Od tej pory standardy sie zmieniaty, w istocie jed-
nak zapewnienie jatowosci czesto jest do$¢ trudne i zto-
zone [28,40,79]. Juz na stosunkowo wczesnym etapie
bankowania tkanek Yacoub i Kittle [40] odnotowali, ze
krew pobrana z serca schtodzonych zwtok byta skazona,
co dotyczyto nawet 85% analizowanych przypadkéw
po autopsji wykonanej 6-48 godzin po zgonie. Wyka-
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Ryc. 2. Uproszczony schemat dyfuzji roztworu antybiotyku do tkanki zastawki
podczas sterylizadji

zano réwniez, iz skuteczno$¢ sterylizacji rosnie wraz ze
skréceniem okresu liczonego od chwili $mierci dawcy
do pobrania tkanek [87]. Optymalnie czas ten wynosi
6 godzin (maksymalnie 24 godziny), a sama procedura
powinna by¢ przeprowadzona jak najszybciej [40].

Zastosowanie antybiotykédw w procesie przetwarza-
nia zastawek, zwlaszcza w sterylizacji, jest uzasad-
nione zaréwno z powodu mozliwych Zrédet skazenia
materiatu tkankowego, jak i wtasciwosci tkanek. Ich
strukture buduja biatka z rodziny kolagenéw (gtéwnie
kolagen 11 I1I), czyli biatka o charakterze silnie hydro-
filowym. Zastawki mogg by¢ zatem skutecznie steryli-
zowane za pomocg wodnych roztwordw antybiotykéw,
zdolnych do przenikania struktury tkanek w wyniku
dyfuzji (ryc. 2). Tkanki sg zazwyczaj skazone mie-
szang flora bakteryjna, trudng do ilo$ciowej i jako$cio-
wej oceny przed sterylizacja. Z danych literaturowych
wynika, ze do mikroorganizméw czesto wystepuja-
cych w pobieranych tkankach ludzkich naleza m.in.
paciorkowce tlenowe grup A, B, C i D (a-hemolityczne
i B-hemolityczne), paciorkowce beztlenowe, gron-
kowce (Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus salivarius), a takze wiele innych bakterii,
wérdd nich Achromobacter spp., Acinetobacter spp., Aero-
coccus spp., Bacteroides spp., Citrobacter spp., Clostridium
spp., Corynebacterium spp., Enterobacter spp., Escherichia
coli, Flavobacterium spp., Haemophilus spp., Klebsiella
spp., Micrococcus spp., Mycobacteria spp., Proteus spp.,
Pseudomonas spp., Serratia spp., ponadto tez grzyby
z rodzaju Candida albicans [33, 69,78, 79, 84,85, 87].
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Tabela 1. Ogdlna charakterystyka najczesciej stosowanych metod sterylizacji biomateriatéw tkankowych z uwzglednieniem wptywu na wtasciwosci strukturalne

i biochemiczne [7, 22, 28, 34, 50, 52, 67]

Czynnik

sterylizujacy Charakterystyka metody

Zalety sterylizagji

Wady sterylizagji

Proces chemiczny polega-
jacy na wigzaniu tlenku
etylenu z czasteczkami
biatek mikroorganizméw

Tlenek etylenu

Denaturacja w matym stopniu; zwiekszenie
opornosci na dziatanie kolagenazy

Mozliwos¢ reakcji miedzy tlenkiem etylenu a grupami
aminowymi biatek; mozliwo$¢ wywotywania silnego dziatania
cytotoksycznego i rakotwdrczego przez produkty reakgji
tlenku etylenu z wodg i chlorkami; rozdarcia i pekniecia; zanik
komorek; denaturacja biatek

Proces fizyczny wykorzy-

Promieniowanie  stujacy silne wtasciwosc

Duza skutecznos¢; dobra penetracja; nie-
znacznie podniesiona temperatura procesu;

Fragmentacja wiékien macierzy pozakomarkowej spowo-
dowana przez wysokie dawki promieniowania; mozliwos¢

gamma biobdjcze promieniowania  wyjatawianie biomateriatéw w zamknietych . N
. opornosci bakterii
gamma opakowaniach
Skutecznos¢ dziatania uzalezniona od sktadu roztworu
o quie! zaw.ierajqc? anty- Dobrze zachowana macierz pozakomérkowa antybioFykéw i te.mpera’tlury; moiliwo.s'c' opornosc .mikrogr—
Antybiotyki biotyki (4-37°C, ganizméw — konieczno$¢ czestych zmian sktadu mieszaniny

30 min—72 godz.)

i Zywotnos¢ komdrek

sterylizujacej; komplikacje zwiazane z doborem wtasciwego
sktadu

ZAPEWNIENIE STERYLNOSCI A OPTYMALNE WEASCIWOSCI
HOMOGRAFTOW

Wszystkie typy kolagendéw zaliczane sa do biatek zawie-
rajacych wiele aktywnych grup funkcyjnych, co decy-
duje o ich stosunkowo silnej reaktywnosci [26,74,79].
Ponadto, kolageny charakteryzuja sie termolabilnoscia,
a ich znaczne uwodnienie w tkankach nie sprzyja gazo-
przepuszczalno$ci. Wiekszo$¢ rutynowych metod stery-
lizacji, wymienianych m.in. w farmakopeach, nie moze
w tym wypadku zostaé zastosowana, ze wzgledu na duze
ryzyko spowodowania niepozadanych zmian wiasciwo-
$ci biologicznych, strukturalnych i powierzchniowych.
Nadrzedna przyczyng wykluczenia wielu metod wyja-
tawiania jest konieczno$¢ zachowania zywych komérek
w materiale tkankowym. Nalezy podkresli¢, ze w litera-
turze zywotno$¢ fibroblastéw w zastawkach podaje sie
jako ceche determinujaca ich trwato$¢. Poniewaz tkanki
ludzkie sa wykorzystywane gtéwnie do otrzymywania
wszczepdw biowitalnych, wszystkie etapy przetwarza-
nia tkanek, wlaczajac w to sterylizacje, maja na celu
uzyskanie jalowego produktu przy utrzymaniu zywot-
nosci komdrek dawcy [1,7,27,39,43,50,51,54,67,71].

Do powszechnie znanych metod osiggania sterylno-
$ci nalezy uzycie takich czynnikéw jak promieniowa-
nie jonizujace, wysoka temperatura, tlenek etylenu,
aldehyd mréwkowy, aldehyd glutarowy i lakton kwasu
B-hydroksypropionowego. Tylko cze$¢ z nich znala-
zta zastosowanie w inzynierii biomateriatléw, niemniej
zadna nie pozwala na zachowanie zywotnosci komdrek.
W biomateriatach tkankowych proces sterylizacji moze
réwniez wptywad niekorzystnie na wiele ich wtasciwo-
$ci w razie wyboru nieodpowiedniej metody. Dlatego
od lat analizuje sie metody sterylizacji nie tylko pod
katem dziatania bakteriobdjczego, ale takze oddziatywa-
nia na tkanki. Zmiany zachodzace w obrebie struktury
i powierzchni biomateriatéw sg rozpatrywane zaréwno

w aspekcie pozytywnym, jak i negatywnym (tabela 1)
[7,22,27,34,50,52,67].

Szczegblng wage przywigzuje sie do mozliwo$ci skutecz-
nej sterylizacji tkanek z jednoczesnym zachowaniem
ich cech natywnych. Chociaz istnieje wiele sposobédw
ich wyjatawiania, maja znaczaco ograniczony zakres
aplikacji ze wzgledu na labilno$¢ sktadnikéw macierzy
pozakomérkowej [7,22,46,50,51,67]. W$réd wyrobdw
medycznych najcze$ciej wykorzystuje sie metode radia-
cyjnag (®°Co, 25 kGy) [22]. Zastosowanie standardowych,
wysokich dawek promieniowania zapewniajacych sku-
teczno$¢ sterylizacji wywotuje jednak niekorzystne
zmiany wiasciwosci fizycznych biatka. Nalezy zaznaczy¢,
ze zalezy to od stopnia uwodnienia biatka. Do fragmen-
tacji wibkien, ich rozszczepienia, zaburzen struktury
oraz pogorszenia wlasciwosci mechanicznych docho-
dzi w wiekszym stopniu w kolagenie uwodnionym niz
w kolagenie odwodnionym przy zastosowaniu iden-
tycznych dawek promieniowania (ryc. 3). Po dziataniu
promieniowania stwierdzono réwniez spadek rozpusz-
czalno$ci kolagenu uwodnionego i wzrost rozpuszczal-
no$ci kolagenu odwodnionego [58]. Ponadto, sterylizacja
radiacyjna nie pozwala na zachowanie zywotno$ci komé-
rek [22], dlatego nie jest wlasciwg metodg w przypadku
takich materiatéw jak tkanki o duzej zawartos$ci wody, tj.
wlasnie zastawki, osierdzie czy tez rogédwki.

Znaczne uwodnienie tkanek jest takze przeciwwska-
zaniem do stosowania metod termicznych. Kolagen
w wysokiej temperaturze bez kontrolowania jego uwod-
nienia ulega szybkiej denaturacji. Warunki te prowadza
do zniszczenia struktury helikalnej i naruszenia stabil-
nosci catego uktadu (ryc. 3). Eliminacje niekorzystnego
wplywu wysokiej temperatury osigga sie przez catko-
wite odwodnienie kolagenu, co jednak sprzyja powsta-
niu dodatkowych wigzad (ryc. 4i5), a w konsekwencji
- utracie natywnych wtadciwosci tkanek [75].
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Ryc. 3. Dziatanie promieniowania gamma (Xy) w réznych stanach uwodnienia
tkanki: uwodniona (A); odwodniona ( (B); a takze wptywu podwyzszonej
temperatury (70°C<) na strukture kolagenu w uwodnionej tkance (C)

ZASTOSOWANIE ANTYBIOTYKOW W STERYLIZACJI BIOLOGICZNYCH
ZASTAWEK SERCA

Antybiotyki zaczeto stosowaé do sterylizacji homogra-
ftéw w celu wyeliminowania najczestszych wad pozo-
statych metod, wykorzystujacych tlenek etylenu, lakton
kwasu B-hydroksypropionowego, aldehyd mréwkowy
czy tez promieniowanie gamma. Powodowaly, wyste-
powanie rozdar¢ i peknie¢ tkanek, a przede wszystkim
zmniejszaly zywotno$¢ komdrek [7,50,51,67].

W historii produkcji homogennych zastawek serca
mozna wyrézni¢ dwa przetlomowe momenty. Pierwszy
z nich jest zwigzany z wprowadzeniem antybiotykdéw
do procesu przetwarzania, a zwtlaszcza do steryliza-
cji. Zespdt kierowany przez Barratta-Boyesa (1969) jako
pierwszy spopularyzowat zastosowanie kapieli zawie-
rajacej antybiotyki juz pod koniec lat sze$édziesiatych
ub.w. [5,6]. Metoda szybko zyskata na znaczeniu dzieki
whasciwos$ciom uzyskanych homograftéw. Jak podaja
Wain i wsp., Barratt-Boyes i Roche w wyniku steryliza-
cji poczatkowo osiagneli efekty bakteriobdjcze i grzy-
bobdjcze przez synergistyczne dziatanie penicyliny,
kanamycyny, streptomycyny i amfoterycyny B (PKSA)
[83]. Niezaleznie przeprowadzone badania wykazaty

optymalny wskaznik zywotno$ci fibroblastéw po ste-
rylizacji z uzyciem powyzszej mieszaniny [2]. Wkrétce
potem inne mieszaniny zaproponowato wiele zespotéw
[48,83,85,87].

Drugim istotnym wydarzeniem bylo wprowadzenie na
poczatku lat osiemdziesiatych ub.w. mieszaniny o innym
sktadzie. Zmiana miata umozliwi¢ infiltracje wszczepu
komérkami gospodarza. Nowa kapiel sterylizujaca zawie-
rata cefoksytyne, linkomycyne, wankomycyne, poli-
myksyne B i amfoterycyne B (CLWPA) w najnizszych
skutecznych dawkach. Ze sktadu wyeliminowano penicy-
line i streptomycyne, ze wzgledu na mozliwo$¢ interakeji
ze sktadnikami macierzy pozakomdrkowej [69].

W nastepnych latach sterylizacja za pomoca antybio-
tykéw zostata znaczaco udoskonalona i dzieki temu
jest stosowana do dzi$ [18,19, 25,35, 38,59, 65,66,78, 80,89
]. Mozna jednak przyjaé, ze mieszaniny wprowadzone
i upowszechnione przez zespoly Barratta-Boyesa oraz
Strickett zapoczatkowaly szybki postep w przetwarza-
niu homogennych zastawek serca.

SKEAD MIESZANIN ANTYBIOTYKOW DO STERYLIZAC)I HOMOGRAFTOW

Wedtug powszechnie przyjetych standardéw w farma-
koterapii nie uzywa sie jednoczesnie substancji o dzia-
taniu bakteriobdjczym i bakteriostatycznym. Stosuje
sie antybiotyki o mozliwie najwezszym zakresie dzia-
tania. Ponadto, ze wzgledu na ryzyko interakcji farma-
ceutycznych, w przypadku podawania antybiotykdéw
parenteralnie nie sa one przewaznie przygotowywane
w jednej mieszaninie. Odmienne reguty obowiazuja jed-
nak w kapielach antybiotykowych stuzacych do wyja-
tawiania zastawek serca. Czeste odchodzenie od wielu
ogdlnie panujacych zasad wynika z tego, Ze po pobraniu
wielonarzadowym wystepuje wysokie ryzyko skazenia
tkanek mieszang flora bakteryjng. Dlatego tez w dekon-
taminacji homogennych zastawek serca sa wykorzysty-
wane antybiotyki bakteriobdjcze i bakteriostatyczne
w jednej mieszaninie o mozliwie najszerszym zakresie
dziatania. Mieszaniny zawierajg antybiotyki grzybobdj-

NH,

O

Ryc. 4. Reakcja powstawania wigzan peptydowych w wyniku reakcji kondensacji w odwadnianej tkance
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Ryc. 5. Reakcja powstawania wigzan estrowych w wyniku reakgji estryfikacji w odwadnianej tkance

Tabela 2. Przyktady przedstawicieli poszczegdlnych grup antybiotykéw wchodzacych w skfad mieszanin do sterylizacji biomateriatow tkankowych z uwzglednie-

niem rodzaju dziatania [3, 5, 6, 16, 27, 28, 34, 36, 48, 83, 85, 87]

Grupa Przedstawiciele Rodzaj dziatania
Blaktamy Penicylina, metycylina, oksacylina, karctéigli(cs))lllti;s; cefalotyna, cefotaksym, cefalorydyna, Bakteriobgjcze
Aminoglikozydy Amikacyna, gentamycyna, kanamycyna, netylmicyna, neomycyna, streptomycyna Bakteriobdjcze

Makrolity Erytromycyna Bakteriostatyczne

Linkozamidy Linkomycyna, klindamycyna Bakteriostatyczne
Rifamycyny Ryfampicyna Bakteriobdjcze
Polimyksyny Polimyksyna B, polimyksyna E Bakteriobdjcze
Glikopeptydy Wankomycyna Bakteriobdjcze
Polieny Amfoterycyna B, nystatyna Grzybohéjcze

cze oraz inne chemioterapeutyki wykazujace takie wia-
$ciwodci (tabela 2) [3,4,5, 16, 27, 29, 34, 36, 48, 83, 85,
87]. W ostatnich latach w kapielach do sterylizacji tkanek
uzywa sie sktadnikéw, ktére zaproponowano w okresie
intensywnego rozwoju tej metody [4,5, 69,83, 85,87].
Niektére z nich zastepuje sie innymi, najczesciej z tej
samej grupy lub o podobnym dziataniu [14, 18,19, 20,28,
33,40, 44, 45,56, 63].

Poczatkowo w bankowaniu tkanek antybiotyki znajdo-
waly zastosowanie nie tylko podczas sterylizacji, ale
takze innych etapéw przetwarzania tkanek (ptukanie
i przechowywanie) [6, 30, 55]. Postepowanie takie miato
na celu eliminacje lub ograniczenie ich skazenia mikro-
biologicznego. Od konca lat sze$édziesigtych ub.w. do
obecnej dekady przeprowadzono wiele badat nad moz-
liwo$cia stosowania réznych antybiotykéw w prze-
twarzaniu tkanek. Uwzgledniono wiele parametréw,
z ktérych najwazniejsze to sktad mieszaniny, stezenie
substancji oraz czas i temperatura sterylizacji. Zawar-
to$¢ sktadu kapieli byta uzalezniona od skuteczno$ci
procesu sterylizacji przeprowadzanego w jednostkach
badawczo-wdrozeniowych, takich jak banki tkanek czy
szpitale (tabela 3) [3,4,5,16,18,19,27,28,29,32,41,47,48,
49,69,79,81,83, 85,87, 88].

Skutecznos¢ sterylizacji biomateriatéw wynika bezposred-
nio z mechanizmu i zakresu dziatania substancji aktyw-
nych, co pozwala osiagna¢ efekt synergistyczny uzytych
antybiotykéw [28,83,85]. Na przyktad Barratt-Boyes
i Roche zaproponowali wyjatawianie tkanek z wykorzy-
staniem mieszaniny zawierajacej PKSA [83]. Hamowanie
syntezy $ciany komdrkowej przez penicyline utatwiato
dziatanie kanamycyny i streptomycyny wewnatrz komérki.
Zastosowanie tego sktadu wydaje sie catkowicie zasadne,
mimo watpliwosci zwiazanych z wrazliwo$cia penicyliny
na dziatanie p-laktamaz. Penicylina jednak, nalezy do anty-
biotykéw o duzej skutecznosci terapeutycznej, zwlaszcza
przeciwko paciorkowcom oraz innym bakteriom Gram-
-dodatnim. Natomiast kanamycyna i streptomycyna wyka-
zujg aktywno$¢ przeciwko takim bakteriom, jak Escherichia
spp., Klebsiella spp., Proteus spp., Pseudomonas spp., Sta-
phylococcus spp., ktérych obecno$é stwierdza sie czesto
w pobranym materiale. Analiza 121 przypadkéw umozli-
wita ocene przydatnosci klinicznej tkanek wyjatowionych
za pomoca mieszaniny PKSA. Wyniki wykazaty niewatpliwe
zalety tak przygotowanego biomateriatu. Przede wszystkim
operowarne osoby nie wymagaly terapii przeciwzakrzepo-
wej, nie zaobserwowano zmian zatorowych ani hemolizy.
Omawiana metoda wplynela na istotne ograniczenie kom-
plikacji i $miertelno$ci wéréd pacjentédw - sze$cioletnia
przezywalno$¢ wynosita 69% [6].
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Tabela 3. Sktad wybranych mieszanin antybiotykéw stosowanych do sterylizacji biomateriatdw tkankowych w bankach tkanek i szpitalach

Autor

Barratt-
-Boyes
i Roche [4]

Yacoub
i Kittle [87]

Lockey
iwsp.
[48]

Gavin i wsp.
[30-32]

Yacoub
iwsp. [88]

Waterworth
iwsp. [85]

Wain i wsp. [83]

HANYNM

NYDANM

DANYM

Strickett
iwsp. [69]

Rok

1969

1970

1972

1973

1973

1973

1974

1977

1983

Amfoterycyna B

0,025

50, 000%

0,010

0,250

0,025

Amikacyna

25,000*

Ampicylina

Cefalorydyna

10, 000

0,040

0,040

Cefoksytyna

Cefoperazon

Cefotaksym

Ceftazydym

Cefuroksym

Cyprofloksacyna

Erytromycyna

Flucytozyna

Flukonazol

Gentamycyna

0,050

—_

,000

Imipenem

Kanamycyna

—_

,000

0,050

Karbenicylina

10, 000

10, 000

10, 000

Ketokonazol

Klotrimazol

Linkomycyna

Metronidazol

Metycylina

10, 000

Neomycyna

5,000

5,000

1,000

1,000

Nystatyna

2500, 000*

0,500

0,100

0,500

Penicylina

50, 000*

50, 000*

1,000

Polimyksyna B

0,070

0,010

0,700

0,700

0,700

0,100

Polimyksyna E

Streptomycyna

Tykarcylina

Tobramycyna

Wankomycyna

0,050

Stezenie dla substancji czynnych w mieszaninach podano w 1 mg/ 1ml, z wyjatkiem substancji oznaczonych *, dla ktdrych stezenie wyrazono w j.m./ 1 ml
[3,5,6,16,18,19,27,28,31,32,41,48,49,70,79, 81, 83, 85, 87, 88].
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Autor

Virdi i wsp.
[81]

Jonas
iwsp.
[41]

Angell
iwsp. [3]

Galli wsp.
[27,28]

Mestres
iwsp.
[53]

Costa
iwsp.
[16]

Verghese

iwsp.
[79]

Pompilio

iwsp.
[59]

Leeming i wsp. [47]

Cambridge

Bristol

Rok

1986

1988

1989

1995

1998

2000

2001

2004

2004

2005

Amfoterycyna B

25,000

0,005

0,010

0,010

0,025

0,050

Amikacyna

0,100

Ampicylina

Cefalorydyna

Cefoksytyna

240,000

0,240

Cefoperazon

Cefotaksym

0,250

Ceftazydym

Cefuroksym

Cyprofloksacyna

Erytromycyna

Flucytozyna

Flukonazol

Gentamycyna

0,025

4,000

4,000

Imipenem

0,240

Kanamycyna

0,025

Karbenicylina

Ketokonazol

Klotrimazol

Linkomycyna

120, 000

0,025

Metronidazol

Metycylina

10, 000

Neomycyna

Nystatyna

0,833

0,050

Penicylina

0,030

0,030

50, 000%

Polimyksyna B

100, 000

0,100

0,200

Polimyksyna E

Streptomycyna

0,050

0,050

0,050

Tykarcylina

Tobramycyna

Wankomycyna

0,050

0,050

0,050

0,050

0,050
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Schenke- VanKats  Jashari de By i wsp. [18] Villalba
Autor Layland i wsp. iwsp. i wsp. i wsp.
[66] [78] [40] Barcelona, BST Berlin Bristol Bruksela [80]

Barcelona,
TSF

Rok 2006 2010 2011 2012 2012

amfoterycyna B - - - 0,005 0,010 - 0,050 - 0,005

amikacyna 1,200 0,012 - - - 0,600 - - 0,050

ampicylina - - - - - - . - -

cefalorydyna - - - - - - . - -

cefoksytyna - - - - - . - - _

cefoperazon - - - - - - _ _ _

cefotaksym - - - - - - - - -

ceftazydym - - - - - - - - -

cefuroksym - - - - - - - - -

cyprofloksacyna 0,300 0,003 - - - 0,600 0,200 - -

erytromycyna - - - - - - - R -

flucytozyna 3,000 0,030 - - - 1,500 - - -

flukonazol - - - - - - R R _

gentamycyna - - - - - - 4,000 - -

Imipenem - - - - - - . - -

kanamycyna - - - - - - - - -

karbenicylina - - - - - - - - B

ketokonazol - - - - - - - _ _

klotrimazol - - - - - - - - 0,050

linkomycyna - - 0,120 0,100 - - - 0,120 -

metronidazol

—_
N
(=3
o

0,012 - - - 0,600 - - 0,050

metycylina - - - - - - . - B

neomycyna - - - - - - - . B}

nystatyna - - - - - - - - -

penicylina - - - - 50, 000* - - - _

polimyksyna B - - 0,124 0,120 - - - 0,124 -

polimyksyna E - - - - - . - - B

streptomycyna - - - - 0,050 - - - B

tykarcylina - - - - - - - - -

tobramycyna - - - - - - - - 0,050

wankomycyna 1,200 0,012 0,050 0,050 0,050 0,600 0,050 0,050 0,050
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Autor

de By iwsp.[18]

Linz

Londyn

Lund

Mediolan

Paryz

Rotterdam

Treviso

Delmo Walter
iwsp. [19]

Rok

2012

2012

Amfoterycyna B

0,125

0,100

0,250

Amikacyna

0,600

0,600

Ampicylina

Cefalorydyna

Cefoksytyna

Cefoperazon

Cefotaksym

Ceftazydym

240, 000

Cefuroksym

0,250

Cyprofloksacyna

0,200

0,150

0,150

Erytromycyna

Flucytozyna

1,500

1,500

Flukonazol

Gentamycyna

0,080

0,500

Imipenem

Kanamycyna

Karbenicylina

Ketokonazol

Klotrimazol

Linkomycyna

0,120

0,600

120, 000

Metronidazol

Metacylina

Neomycyna

Nystatyna

Penicylina

Polimyksyna B

100, 000

Polimyksyna E

1000, 000*

0,200

Streptomycyna

Tykarcyklina

Tobramycyna

Wankomycyna

0,600

0,500

0,500

0,050

0,500

0,600

100, 000

0,600
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Dane opublikowane przez Galla i wsp. [27] jednoznacznie
potwierdzaja stuszno$¢ stosowania mieszaniny zawie-
rajgcej penicyline i streptomycyne. Wykorzystuje sie
ja od 1969 r. Nalezy jednak doda¢, iz od 1975 r. tkanki
byly krioprezerwowane, od 1988 r. ze skladu wytgczono
amfoterycyne B.

Natomiast z dziesiecioletnich badar przeprowadzonych
przez Mestresa i wsp. wynika, Ze wystarczajgca jest ste-
rylizacja w mieszaninie PSA [53]. Polgczenie antybioty-
kéw B-laktamowych i aminoglikozydowych stosuje sie
do dzisiaj, np. cefoksytyny i gentamycyny [33], penicy-
liny i streptomycyny czy tez ampicyliny i gentamycyny
[18].

Dobdr sktadnikéw mieszaniny do wyjatawiania zalezat
czesto od sposobu i warunkéw pobierania tkanek. Przy-
czyna rezygnacji przez Lockey i wsp. z metody wprowa-
dzonej przez Barratta-Boyesa i Roche’a byto pobieranie
tkanek w czasie sekcji w miejscowym prosektorium
bez zachowania sterylnych warunkéw w czasie 24-72
godzin od zgonu [4, 5,48]. Zaproponowano alternatywna
kapiel zawierajaca metycyline, gentamycyne, erytro-
mycyne i nystatyne (MGEN); sktad zapewnial szersze
pole dziatania [48]. Metycylina - penicylina pétsynte-
tyczna o waskim zakresie dziatania - charakteryzuje sie
duzg skuteczno$cig w zwalczaniu zakazent spowodowa-
nych obecno$cia gronkowcéw opornych na penicyliny
naturalne. Gentamycyna wykazuje znaczng skutecz-
no$¢ w likwidacji bakterii Gram-ujemnych, erytromy-
cyna - wlasciwosci zblizone do penicyliny, a nystatyna
- skuteczno$é w zwalczaniu drozdzakéw. Lockey i wsp.
[48] uzyskali jatowo$¢ biomaterialéw w kazdym bada-
nym przypadku dla mieszaniny zawierajacej MGEN oraz
w 53% przypadkdéw dla mieszaniny zawierajacej PKSA.
Natomiast przezywalno$¢ fibroblastéw podczas steryli-
zacji w obydwu mieszaninach byta podobna i wynosita
okoto 70%.

Tymczasem Waterworth i wsp. jako optymalne sktad-
niki mieszaniny sterylizujacej zastosowali penicyline,
gentamycyne, polimyksyne B i nystatyne [85]. Nieco
wczesniej Yacoub i wsp. z Harefield Hospital wprowadzili
kapiel antybiotykowa zawierajaca cefalorydyne, karbe-
nicyline, neomycyne, polimyksyne B i amfoterycyne B
[88]. Z czasem amfoterycyne B, z powodu cytotoksycz-
nosci, zastapiono nystatyna w mieszaninie nazywanej
HANYNM (Harefield antibiotics with nystatin in nutrient
medium). Biorac pod uwage szkodliwo$é wysokich ste-
zen antybiotykéw, w innej mieszaninie obnizono sto-
sowane dawki. W mieszaninie okre$lanej jako NYDANM
(nystatin with dilute antibiotics in nutrient medium)
zmniejszono stezenie cefalorydyny, neomycyny, nysta-
tyny, natomiast w mieszaninie DANYNM (dilute anti-
biotics with nystatin in nutrient medium) wrécono do
wyzszego stezenia nystatyny przy zachowaniu stezenia
pozostatych antybiotykéw [83].

Dodatek cefalorydyny, neomycyny i amfoterycyny B do
mieszaniny antybiotykéw pozwolit osiagngé 97% sku-

teczno$¢ procesu sterylizacji. Uzycie cefalotyny, gen-
tamycyny i amfoterycyny B umozliwito zachowanie
komdrek, a takze widkien tacznotkankowych [9]. Zasto-
sowanie metycyliny, gentamycyny, streptomycyny,
erytromycyny i nystatyny (MGSEN) w mieszaninie do
sterylizacji biologicznych zastawek serca doprowadzito
do wyeliminowania m.in. zapalenia wsierdzia o réznej
etiologii, a takze hemolizy, kalcyfikacji i stenozy [81].
Langley i wsp. [44] wykorzystali mieszanine MGSEN do
wyjatawiania tkanek w czasie 24 godzin w temperaturze
pokojowej, a nastepnie do ich przechowywania w tem-
peraturze 4°C do trzech miesiecy. Dzieki zastosowaniu
tej procedury udalo sie uzyskaé niska $miertelnosé (tj.
okoto 21% po dziesieciu latach), redukcje przypadkéw
zapalenia wsierdzia do zaledwie 2,80% oraz trombo-
gennosci do poziomu prawie nieistotnego. Alternatywa
byta takze kapiel zawierajaca amikacyne, gentamycyne,
cefotaksym i amfoterycyne B, wzbogacong o wankomy-
cyne, ktéra zapewniata sterylno$é¢ biomateriatu i jedno-
cze$nie przezywalno$¢ fibroblastéw [79].

Zupetnie odmienny sktad mieszaniny do wyjatawiania
zastawek przedstawili Strickett i wsp. (tabela 3). Catko-
wita zmiana komponentéw byta spowodowana podej-
rzeniami dotyczgcymi ewentualnych oddziatywan
antybiotykéw ze sktadnikami macierzy pozakomérko-
wej, tj. glikozoaminoglikandw z antybiotykami ami-
noglikozydowymi, a takze kolagenu btony podstawnej
z penicyling [69]. Po zaobserwowaniu zadowalajacych
wynikéw sterylizacji zaczeto stosowaé mieszanine lub
mieszaniny o zmodyfikowanym sktadzie ilo§ciowym
i jako$ciowym w innych o$rodkach [16,41]. Miesza-
nina CLWPA byta kapielg o szerokim zakresie dziata-
nia i mimo niskiego stezenia antybiotykéw okazata sie
skuteczniejsza w wyjatawianiu tkanek od wczeéniej-
szej, zawierajacej PSA. Uzyskano to, dzieki synergi-
stycznemu oddziatywaniu sktadnikéw, polimyksyna B
wykazuje bowiem aktywno$¢ przeciwko Pseudomonas
spp. 1 pateczkom Gram-ujemnym, wankomycyne za$
dodano w celu zniszczenia Enterococcus faecalis opor-
nych na cefoksytyne i linkomycyne oraz ze wzgledu na
aktywno$¢ przeciwko innym bakteriom Gram-dodatnim.
Cefoksytyne zastosowano w celu unieszkodliwiania bak-
terii Gram-ujemnych i beztlenowcéw, a linkomycyne
przeciwko bakteriom Gram-dodatnim [69]. Przeprowa-
dzone badania nie wykazaly wyraznych réznic miedzy
tkankami sterylizowanymi w mieszaninie CLWPA podda-
nymi i niepoddanymi krioprezerwacji [41]. W badaniach
poréwnawczych tkanek sterylizowanych za pomoca
kapieli opracowanych przez zespoty Barratta-Boyesa
i Roche’a oraz Strickett nie stwierdzono istotnych réz-
nic we wladciwo$ciach mechanicznych tkanek podda-
nych dziataniu PKSA i CLWPA [13].

Jednak zastosowanie amfoterycyny B w sterylizacji
wydawalo sie z czasem coraz bardziej kontrowersyjne.
Byla czesto uznawana za skuteczng w mieszaninach
z innymi antybiotykami, jak w przypadku potaczenia
z gentamycyng, polimyksyna B, wankomycyna i klinda-
mycyng. Metoda pozwala na zachowanie integralno$ci
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struktury tkanek [43]. Podkreslano jednak niekorzystny
wplyw amfoterycyny B na zachowanie zywotnosci fibro-
blastéw [1,11] przy jej niewystarczajacej skutecznosci
[28]. Doprowadzito to do zastgpienia jej innymi substan-
cjami grzybobdjczymi, takimi jak nystatyna, flukona-
zol czy flucytozyna [29, 63, 65, 81,86]. Niemniej, mimo
niepozadanych skutkéw stosowania amfoterycyny B do
sterylizacji tkanek, byta nadal uzywana w niektérych
oérodkach [18,47,60].

Z danych literaturowych ostatniej dekady wynika, ze
sktad mieszaniny sterylizacyjnej stale ulega modyfika-
cjom. W wielu mieszaninach pojawily sie amikacyna
[60,65,79,86], cyprofloksacyna [65,68,86], metronida-
zol [60, 65,68, 86] czy tez inhibitory p-laktamaz [18]. Do
dobrze znanych kapieli antybiotykowych stanowiacych
nowe rozwiazania naleza mieszaniny nazywane potocz-
nie ,,Cambridge” i ,,Bristol”. ,,Cambridge” zawiera gen-
tamycyne, wankomycyne, polimyksyne B, imipenem
i nystatyne [37], a,,Bristol” - gentamycyne, wankomy-
cyne, cyprofloksacyne i amfoterycyne B [47].

DWIE MIESZANINY ZAMIAST JEDNE)

Niektdére osrodki proponowaty stosowanie dwdch mie-
szanin antybiotykédw w czasie przetwarzania tkanek
w celu zwiekszenia skuteczno$ci ich dekontaminacji
[3,52,63]. Angell i wsp. [3] w pierwszym etapie uzyli gen-
tamycyny, linkomycyny, polimyksyny E, kanamycyny
i amfoterycyny B (3 h, 37°C), a w drugim gentamycyny,
linkomycyny i amfoterycyny B (21 h, 37°C).

McNally i Brockbank [52] wprowadzili sterylizacje zastawki
przez umieszczenie jej w pierwszej kolejnoci w miesza-
ninie zawierajacej cefoksytyne, linkomycyne, wankomy-
cyne, polimyksyne B (24 h, 4°C), a nastepnie przeniesienie
do roztworu zawierajacego cefoksytyne, wankomycyne,
linkomycyne, cefotaksym, netylmycyne i ryfampicyne
w 37°C przed krioprezerwacja. Zastosowanie dwéch kapieli
okazalo sie skuteczniejsze w eliminacji skazenia niz steryli-
zacja z wykorzystaniem tylko pierwszej mieszaniny. Aplika-
cja obydwu nie zabezpieczyta wprawdzie przed skazeniem
drozdzakami, ze wzgledu na brak w roztworach sktadnika
przeciwgrzybiczego, jednak ten sposb wyjatawiania zostat
zaprojektowany w celu eliminacji paciorkowcéw, gronkow-
cOw i Propionibacterium spp.

Sadowski i wsp. [63] réwniez stosowali dwie odmienne
mieszaniny antybiotykéw. Do sterylizacji wykorzysty-
wali amfoterycyne B, neomycyne, cefotaksym, polimyk-
syne B i karbenicyline, a roztwér do przechowywania
tkanek zawieral streptomycyne, penicyline i flukonazol.
Taka procedura pozwolita na osiagniecie $redniej trwa-
to$ci homograftu po wszczepieniu w wymiarze 12,4 =
4,54 roku.

Uzycie dwdch mieszanin jest w pelni uzasadnione ze
wzgledu na wstepna dekontaminacje i finalna steryli-
zacje. Ponadto, trzeba zaznaczy¢, iz w réznych etapach
przetwarzania tkanek jest wlasciwe zastosowanie réz-

nych kompozycji antybiotykédw. Zatem mozna rozwazy¢
aplikowanie nawet trzech mieszanin:

* we wstepnym oczyszczaniu po pobraniu,

« we wilasciwej sterylizacji i

« do krétkoterminowego przechowywania przed kriopre-
Zerwacja.

INNE ASPEKTY STERYLIZAC)I

Leeming i wsp. [47] badali mozliwo$¢ uwalniania sie
antybiotykdw po sterylizacji homogennych zastawek
serca w wymienionych wcze$niej mieszaninach ,,Cam-
bridge” i ,,Bristol”. Na szczegllna uwage zastuguje to, ze
mieszaniny zawierajg duzo wyzsze stezenia gentamy-
cyny w pordéwnaniu z innymi. Jej oddziatywania z kola-
genem sg stosunkowo dobrze poznane: gentamycyna
taczy sie z kolagenem wigzaniem jonowym miedzy gru-
pami aminowymi antybiotyku, a karboksylowymi biatka
[82]. Interakcje gentamycyna-kolagen sg powszech-
nie wykorzystywane do wytwarzania implantowanych
postaci leku, takich jak gabki kolagenowe zawierajace
gentamycyne. Kolagen stuzy takze jako no$nik lekédw
w produktach leczniczych stosowanych zewnetrznie
i majacych czasowy kontakt z tkankami, np. insertach
czy ostonach kolagenowych [75].

Nie nalezy zapominad, iz przy tak duzym stezeniu gen-
tamycyny w mieszaninach sterylizujacych, jak w ,,Cam-
bridge” i ,,Bristol”, w tkance niewatpliwie wystepuja
dwie frakcje antybiotyku - zwigzana i niezwigzana z jej
strukturg. Nie mozna wykluczy¢ powstawania oddzia-
tywan gentamycyny z kolagenem oraz putapkowania
jej przez strukture tkanki. Skutkiem tego jest mozli-
wos$¢ uwalniania sie gentamycyny w warunkach in vivo
po wszczepieniu zastawki. Badania Leeminga i wsp. [47]
jednoznacznie wykazaty obecno$é gentamycyny i wan-
komycyny w tkankach po ich sterylizacji. Jednak ilo§¢
antybiotyku zwigzanego z tkanka byta $cisle uzalez-
niona od jego wiasciwosci fizykochemicznych, a takze
od skfadu tkanki i jej struktury. Trzeba réwniez nadmie-
ni¢ o potencjalnym wystepowaniu innych oddziatywan.

Niedawne badania dekontaminacji zastawek serca wia-
$ciwie nie dotycza rozwoju nowych mieszanin do ste-
rylizacji, skutecznosci tej procedury oraz zapewnienia
przezywalno$ci komérek. Analizuje sie natomiast efek-
tywno$¢ usuwania antybiotykéw ze struktury tkanek
po ich przetwarzaniu [29]. Jest to szczegélnie istotne
zagadnienie ze wzgledu na to, iz obecno$é antybioty-
kéw w tkance moze maskowaé skazenie mikrobiolo-
giczne analizowane podczas oceny skuteczno$ci procesu
sterylizacji [23].

Z powodu zwiekszenia trwato$ci materiatu tkankowego
na uwage zasluguje ewentualne zastosowanie w prze-
twarzaniu tkanek antybiotykéw o wiasciwosciach inhi-
bitoréw metaloproteaz. Wtasciwosci takie wykryto
dla tetracyklin [72], ponadto wskazano na mozliwo$¢
wykorzystania doksycykliny do przedtuzenia zywot-
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nosci komérek [70]. Doksycyklina byta badana réwniez
jako inhibitor odpowiedzi immunologicznej. Usitowano
wykaza¢ hamowanie odpowiedzi immunologiczne;j
u myszy po transplantacji serca. Uzyskane wyniki oka-
zaly sie jednak mato skuteczne [8].

PobsumowaNiE

Zastosowanie antybiotykéw do sterylizacji biologicz-
nych zastawek serca odgrywa wazng role. Niewatpliwie
antybiotyki wplywaja w istotny sposéb na przezywal-
no$¢ komérek i elementy macierzy pozakomérkowe;j.
Sktad mieszanin sterylizujgcych oraz warunki tego

Pismiennictwo

procesu podlegaly od ich wprowadzenia nieustannym
modyfikacjom.

Obecnie, wlasciwe wydaje sie zastosowanie antybioty-
kéw réwniez w takich etapach przetwarzania tkanek,
jak transport po ich pobraniu, preparatyka, przechowy-
wanie czy rozmrazanie. Stosowane metody i procedury
sa zasadniczo zoptymalizowane w zakresie dziatania
przeciwbakteryjnego. W ostatnich latach wskazano jed-
nak na konieczno$¢ usuwania pozostato$ci antybioty-
kéw w przygotowanych biomateriatach ze wzgledu na
dzialania niepozadane oraz falszowanie wynikéw badan
mikrobiologicznych.
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