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INTRODUCERE

DOMENIUL DE CERCETARE

Infectia articulard periproteticd (IAP) este consideratd una dintre cele mai grave
cauze ale degradarii implantelor, pe de o parte prin dificultatea de a stabili un diagnostic
corect si in timp util, pe de altd parte prin tratamentul laborios si prognosticul rezervat. Timp
de multi ani, nu au existat niste criterii de diagnostic definitorii acceptate universal, fiecare
autor sau societate stiintifica folosind propriile “standarde de aur”, putand include aspecte
clinice, paraclinice, analitice, radiologice, microbiologice sau histopatologice. In ciuda
acestor directii de cercetare diferite, studiul histologic si genomic al tesutului periprotetic si
al lichidului sinovial au fost considerate permanent ca fiind componente cheie in incercarea
de a confirma sau infirma o eventuald infectie periprotetica, si importanta acestora este
demonstratd prin includerea ca si criterii de diagnostic al IAP in protocolul propus de
Societatea Infectiilor Musculoscheletale (MSIS) in anul 2011 si revizuit in 2018, de
Infectious Diseases Society of America (IDSA) si de European Bone and Joint Infection

Society (EBJIS).

In ciuda stabilirii unui protocol riguros de diagnostic, diagnosticul diferential ramane
o provocare importantd, infectiile articulare periprotetice subdiagnosticate putand avea un
impact impresionant asupra sanatatii si mobilitatii pacientilor, dar si asupra sistemului sanitar

tinand cont de costurile financiare ridicate implicate in gestionarea cazurilor.

Diagnosticul precoce al infectiei periprotetice este absolut critic; Intarzierea stabilirii

acestuia poate afecta negativ rezultatul final si abilitatea de a eradica infectia.

In prezent, multiple teste diagnostice sunt disponibile pentru determinarea cauzei
degradarii implantelor articulare. Desi diagnosticul clinic al IAP nu este intotdeauna facil,
lipsa unui test “standard de aur” face diagnosticul cu adevarat dificil. Anamneza, examenul
clinic si datele paraclinice nu pot face mereu diferenta intre degradarea septica sau aseptica
a protezei. Din acest motiv este comuna intdlnirea unor cazuri presupuse ca fiind degradari
aseptice dar de fapt acestea sunt infectii periprotetice care ori nu au fost investigate riguros
anterior reviziei sau pur si simplu nu au fost detectate folosind mijloacele uzuale actual

disponibile in diagnosticul IAP.



I. PARTEA GENERALA

1. Definitie si particularitati ale infectiei articulare periprotetice
1.1. Aspecte generale ale IAP

Infectia periproteticd reprezintd una dintre cele mai serioase complicatii ale
artroplastiei, pe de o parte prin dificultatea diagnosticarii corecte si in timp util, pe de altd
parte prin tratamentul laborios [1]. Este o cauzd majora a esecului artroplastiei, fiind
principalul motiv al reviziei in primii cinci ani dupa operatia initiald, dar si un criteriu de
prognostic negativ In evolutia reviziei [2]. Ca procentaj, infectiile periprotetice au fost
raportate ca si complicatie in 0.5-2.2% dintre cazurile care beneficiazad de artroplastie
primard, incidenta fiind mult mai mare pentru pacientii care au efectuat deja o operatie de
revizie a artroplastiei [3]. Datoritd numarului in crestere al artroplastiilor anuale la nivel
global, numarul total al infectiilor periprotetice este asteptat sa creasca [4]. Este posibil ca
incidenta adevarata a infectiilor periprotetice raportate in registrele de artroplastie sa fie mult
mai mare, intrucat o proportie dintre pacientii diagnosticati initial cu o decimentare aseptica
a componentelor protezei care efectueaza o artroplastie de revizie sunt diagnosticati apoi cu

infectie periproteticd in urma analizei tesuturilor obtinute intraoperator [5].

Infectiile periprotetice sunt asociate cu rezultate functionale mai slabe, internari
prelungite in spital si multiple operatii complexe de revizie care la randul lor pot creste riscul
de a dezvolta complicatii postoperatorii severe; artroplastia de revizie a decimentarilor
septice prezintd o mortalitate de cinci ori mai mare cand este comparatd cu revizia

decimentarilor aseptice si rata de re-infectare poate ajunge pana la 20% [6].

Managementul infectiilor periprotetice presupune o strategie terapeutica complexa ce
include o abordare multidisciplinard, interventii chirurgicale laborioase si tratament
antibiotic de lunga duratd. Un diagnostic precis cu identificarea micro-organismului patogen
si a antibioterapiei corespunzatoare este un pas extrem de important in ceea ce priveste
prognosticul si evolutia infectiei. O infectie periproteticd nediagnosticatd sau
subdiagnosticata poate duce la persistenta infectiei si la multiple operatii de revizie ce scad

considerabil calitatea vietii si cresc invaliditatea pacientilor.

Tratamentul infectiilor periprotetice presupune existenta unei echipe multidisciplinare
alcatuitd din medic ortoped, anestezist, medic infectionist, anatomopatolog si biolog.

Abordarea interdisciplinari este cruciald in obtinerea rezultatelor optime [7]. In acest capitol



incercdm sa oferim cititorului o imagine de ansamblu asupra conceptelor curente in

managementul infectiilor periprotetice si a fiziopatologiei specifice.

1.2.Clasificarea infectiilor:

Tratamentul initial adecvat al infectiilor periprotetice depinde de amplitudinea
acesteia, cronicitatea, stabilitatea implantului si statusul biologic al pacientului. Desi
tratamentul infectiilor profunde in cazul artroplastiilor totale de sold sau de genunchi este de
cele mai multe ori chirurgical, decizia de a pastra sau de a extrage componentele protezei
poate fi influentatd partial de statusul cronic al infectiei. Tsukayama a clasificat infectiile

periprotetice in patru mari categorii [8] :

a) Infectie acutid postoperatorie — definitd ca o infectie aparutd in prima luna
postoperatorie; diagnosticul in acest caz este stabilit prin identificarea agentului patogen si
cuantificarea celularitatii din aspiratul intra-articular. Particularitatea acestei etape a infectiei
este reprezentatd de conduita terapeutica conservatoare, astfel se va tenta reinterventia cu
debridarea agresivd a tesuturilor neviabile, lavaj abundent, evacuarea hematomului
postoperator in cazul prezentei acestuia, cu pastrarea pe loc a implantului ortopedic, eventual
schimbarea componentelor detasabile precum cap femural,insert polietilenic, biofilmul
bacterian putand fi prezent pe suprafata acestora, si terapie antibioticd parenterald 2-6
sdptamani, procedeu cunoscut in literatura sub acronimul DAIR (Debridement, Antibiotics,

Implant Retention).

b) Infectie cronica tirzie — cu debut insidios al simptomelor la mai mult de o lund
postoperator; aproape intotdeauna este necesara revizia tuturor componentelor protezei,

aceasta procedura putand fi realizatd intr-un singur timp operator sau in doi.

¢) Infectie acutd hematogena — apdrutd la mai mult de o lund postoperator, dar cu debut
acut al simptomelor la un pacient cu proteza perfect functionald anterior si o localizare la
distantd a unei alte infectii; cauza acestui gen de infectie este de cele mai multe ori
bacteriemia provenita din alta sursa infectioasd cu localizare la distantd. Din punct de vedere
al profilaxiei este necesar screeningul infectiilor de la nivelul tractului urinar, cailor aeriene,
vezicii biliare, dentar sau leziunilor cutanate. Consensul terapeutic propune abordarea
acestui tip de infectie ca In cazul unei infectii acute postoperatorii dacd simptomele se
manifestd pe o perioadd mai scurtd de 3 saptaimani, in caz contrar conform protocolului

infectiilor cronice.



d) Cultura pozitiva intraoperatorie — o culturd pozitiva obtinuta in timpul procedurii de
revizie la un pacient fara semne si simptome de proces septic preoperator; diagnosticul este
stabilit postoperator prin cel putin doud culturi pozitive din tesuturile recoltate intraoperator.
O singura culturd pozitiva nu stabileste indicatia absoluta de tratament specific unei IAP [9].
Pentru a exclude contaminarea probelor, este recomandat ca cel putin cinci probe de tesut sa
fie recoltate si trimise citre examen microbiologic si histopatologic. In ceea ce priveste
tratamentul, antibioterapia tintitd (intravenoasd sau combinata intravenoasd/orald) conform

antibiogramei se poate extinde de la 3 zile pana la 6 sdptamani.

1.3.Managementul infectiilor periprotetice
1.3.1. Tratamentul chirurgical:

Debridare, antibioterapie si retinerea implantului (DAIR)

Desi studiile incipiente care au investigat aplicarea in cazurile de revizie septica a
acestui tip de procedeu au aratat sanse mari de esec [10], sansele de reusitd pot fi
imbunatatine atunci cand starea locala si generala a pacientului indeplineste anumite conditii
precum: implant stabil, o bacterie patogena cu raspuns bun la antibiotic, lipsa unei fistule
active sau a unor tesuturi moi compromise si durata simptomatologiei de mai putin de 3
saptamani. Acest tip de interventie chirurgicala se preteazd in tratamentul infectiilor

periprotetice acute, necomplicate.
Revizia intr-un singur pas chirurgical

Precum i1 spune si numele, acest tip de revizie implica explantarea protezei vechi si
implantarea unei noi proteze in acelasi timp chirurgical. Acest tip de interventie se preteaza
pentru pacientii care au un stoc 0sos bun si tesuturi moi necompromise, fara fistula articulara
activa si nu prezinta infectii cu bacterii multirezistente la antibiotice [11]. Desi acest tip de
procedeu se poate folosi cu succes atat in tratamentul decimentarilor septice (cand sunt
indeplinite anumite conditii) cat si in tratamentul decimentarilor aseptice, in clinica noastra,
protocolul acceptat unanim de catre colectiv rezerva acest tratament chirurgical pacientilor
cu degradari aseptice ale protezelor, intrucdt majoritatea pacientilor se prezintd la spital

tardiv, atunci cand evolutia infectiei depdseste limitarile acestui tip de procedeu.
Revizia in doi pasi chirurgicali

Acest tip de procedeu implica explantarea protezei vechi si implantarea unui spacer

articular de asteptare intr-un prim pas chirurgical, apoi implantarea protezei finale intr-un



timp cihrurgical secund la un anumit interval de timp. Perioada dintre cele doua operatii
poate varia de la 4 pand la 8 sdptamani in functie de virulenta bacteriei incriminate, tulpinile
rezistente necesitand o antibioterapie prelungita, si in functie de starea tesuturilor moi [12].
In asteptarea asanirii infectiei, se implanteaza un spacer articular de polimetilmetacrilat
impregnat cu antibiotic cu rolul de a creste concentratia locald de antibiotic si de a pastra
lungimea si mobilitatea membrului afectat precum se poate observat in figura 1.1. Acest tip
de procedeu este considerat standardul de aur al tratamentului IAP, mai ales in cazul
pacientilor cu infectii extinse [13], rata reinfectarii dupa acest tip de tratament fiind usor mai

scazutd decat in cazul reviziei intr-un singur pas chirurgical [14].

2. Biofilmul - element central al patologiei infectioase
2.1.Formarea si rolul biofilmului bacterian

Odata ce bacteria a fost inoculata la nivelul abordului chirurgical, aceasta poate exista
in forma de suspensie, biofilm sau invaziva (intracelular) [15]. Forma in suspensie este
reprezentatd de o bacterie solitara si este forma cea mai usor de identificat si eradicat de catre
sistemul imun si anticorpii gazdei. Biofilmul este o colonie tridimensionala de bacterii ce se
asociaza des cu materialele ce alcatuiesc protezele articulare intrucét suprafata abiotica a
acestora ofera o interfata perfectd pentru atasamentul si maturarea biofilmului, astfel jucand
un rol crucial in infectiile periprotetice [16]. Biofilmul nu se formeaza doar la nivelul
protezei, in contextul unei infectii deja stabilite, acesta poate fi prezent pe cimentul acrilic,
osul in sine sau pe tesutul fibros. Bacteriile intracelulare, recent studiate in contextul
infectiilor periprotetice, sunt capabile sa patrundd, sd supravietuiasca si sd prolifereze in
celulele gazdei, mai ales in fagocitele non-profesionale cum ar fi celulele endoteliale si
osteoblastii, putand evita astfel declansarea unui raspuns imun [17]. Asemadnarea dintre
fenotipurile bacteriene de tip biofilm si intracelulare precum variante de colonii mici a S.
aureus ar indica faptul ca@ patogenii intracelulari se dezvolta din biofilm [15-17]. Astfel, cu
scopul de a eradica o infectie periproteticd, toate bacteriile din lichidul sinovial, de pe
suprafata implantelor sau a tesuturilor periprotetice trebuie inldturate; este probabil ca
repopularea bacteriana sa aiba loc daca lavajul, debridarea sau explantarea sunt insuficiente

[18].

Odata stabilit, biofilmul este extrem de greu de eradicat, sau si mai problematic,
impiedica stabilirea unui diagnostic corect al infectiilor periprotetice prin identificarea
germenilor patogeni. Concentratia de antibiotic minima pentru eradicarea biofilmului este in

general de 100-1000 de ori mai mare decat cea minimd pentru inhibarea bacteriilor

9



planctonice [19]. Rezistenta la antibiotice este consecinta penetrarii limitate a antibioticelor
la nivelul biofilmului, degradarii antibioticelor in zonele “aspre” de la periferia biofilmului,
functia matricei extracelulare polimerice de a actiona ca un tampon prin legarea si
degradarea antibioticelor, rezistenta innascutd a celulelor dormante, si difuziunea limitata ce
creeaza un gradient de concentratie a antibioticelor, astfel expunand diferite sub-populatii
bacteriene ale biofilmului la concetratii neletale si crescandu-le toleranta la antibiotice, lucru
stiut din studii anterioare [20]. Biofilmele utilizeazd si mecanisme conventionale de
rezistenta la antibiotice precum beta-lactamaze, regularizarea expresiei pompelor de eflux in
vederea eliminarii antibioticelor intracelulare, dar si capacitatea de a transfera gene pe linie

orizontala.

3. Metode actuale si emergente de diagnostic
3.1. Caracteristici speciale si protocoale curente de diagnosticare ale IAP

Diagnosticul precoce al infectiei periprotetice este absolut critic. Intarzierea stabilirii
acestuia poate afecta negativ rezultatul final si abilitatea de a eradica infectia. O anamneza
amdanuntitd asupra simptomatologiei poate oferi informatii despre posibilitatea unui proces
septic. In cazul debutului acut postoperator, medicul curant ar trebui sa ridice suspiciunea
unei infectii periprotetice daca pacientul se prezintd cu Intarzierea vindecdrii plagii,
simptomatologie algica, mers schiopatat si incapacitatea pacientului de a progresa in
redobandirea functionalitatii [21]. Pe de altd parte, infectiile pe cale hematogena de cele mai
multe ori se caracterizeaza printr-o evolutie fulminanta, cu debutul brusc al durerii,
tumefactiei si posibil al celulitei [22]. Prezenta factorilor de risc cum ar fi infectii dentare,
urologice sau alte proceduri chirurgicale invazive ar trebui sa ridice suspiciunea unei infectii
periprotetice, precum $i prezenta unor semne mai putin comune in aceastd patologie cum ar

fi febra, frisonul sau starea generala alterata [23].

Din punct de vedere clinic, cele mai zgomotoase simptome din cadrul unei patologii
infectioase, febrd, frisoane, fistuld activa cu drenaj purulent sunt inconstant intalnite in
infectiile periprotetice [24]. Simptome mai des intalnite la prezentare sunt durerea,
tumefactia, hipertermia locald sau sinovita, simptome ce sunt prezente si In degradarea
asepticad a implantelor, facand stabilirea unui diagnostic cert dificila [25]. Un lucru este sigur,
pacientii care se prezintd cu simptomatologie algica in evolutie fara motive clare in perioada
postoperatorie imediatd sau cu debut brusc al durerii ar trebui evaluati din punct de vedere
infectios. Ca un consens general, acesti pacienti trebuie considerati infectati pand la

momentul demonstrarii contrariului. Majoritatea pacientilor cu infectii periprotetice acute
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sau cronice vor dezvolta la un moment dat durere; cazurile in care acestia se prezinta fara
durere, doar cu fatigabilitate sau stare generala alterata sunt rare. Celulita este un semn clinic
inconstant, dar care poate trezi suspiciunea unui diagnostic mai serios, mai ales in cazul
infectiilor hematogene. Se considera ca mobilizarea genunchiului fard durere in astfel de
situatii ar putea semnala natura superficiald a infectiei, dar se recomanda aspirarea

articulatiei printr-o zona fard afectare tegumentara [26].

II. PARTEA SPECIALA

4. Ipoteza de lucru si obiectivele generale

Unele dintre cele mai comune motive de degradare a protezelor articulare sunt
reprezentate de decimentarea asepticd (loosening), instabilitate (luxatii), fracturi
periprotetice sau decimentarea septica (infectia periproteticd). Desi incidenta infectiilor
periprotetice este extrem de scdzutd, contabilizand doar 1% dintre complicatiile
postoperatorii, este o complicatie mult mai serioasa si complexa. Infectiile periprotetice sunt
asociate cu multiple interventii chirurgicale in vederea asanarii, un algoritm de diagnostic
complex, un tratament antibiotic de lunga durata, timp de spitalizare prelungit si necesitatea
unei echipe terapeutice multidisciplinare, toate acestea traducandu-se intr-un consum
extraordinar de mare de resurse financiare de cétre spital, precum si cresterea morbiditatii si

scaderea calitatii vietii pacientului.

Pornind de la premisa cad succesul tratamentului unei astfel de patologii este strict
conditionat de stabilirea precoce a unui diagnostic corect si rapid, lucrarea curentd isi
propune s aduca noutdti in procesul de diagnosticare al infectiilor periprotetice. Principalele
obiective ale acestei directii de cercetare s-au dezvoltat din nevoia obtinerii unor noi criterii
de diagnostic mai precise, mai rapide, mai ieftine cu scopul de a simplifica si imbunatatii

algoritmul actual de diagnosticare.

Prin monitorizarea datelor demografice, caracteristicilor individuale si a datelor
paraclinice am dorit stabilirea factorilor de risc ce duc la cresterea sanselor de a dezvolta o
complicatie infectioasd, existenta concomitentd a mai multor factori de risc ducind la

stadializarea unui grup de risc inalt.

5. Metodologia generala a cercetarii

In cadrul studiului clinic prospectiv desfasurat de-a lungul a patru ani in perioada

2020-2024 in sectia clinica de Ortopedie si Traumatologie a Spitalului Universitar de
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Urgenta Bucuresti au fost incluse 52 de cazuri de revizie a artroplastiei de sold sau genunchi
din 165 de pacienti recrutati, cu scopul de a aduce informatii noi cu privire la diagnosticul si
prognosticul infectiilor periprotetice. Au fost selectionati pacientii consecutivi ce au

indeplinit criteriile noastre de includere si excludere.

Toti pacientii inclusi au fost de acord cu participarea in acest studiu si au semnat

consimtamantul informat. Studiul a fost aprobat de catre consiliul de eticd al spitalului.

Folosind algoritmul de diagnosticare propus de MSIS in 2018, pacientii inclusi au
fost impartiti in doud grupuri: grupul infectiilor periprotetice (n=23) si grupul decimentarilor
aseptice (n=29). Pentru diagnosticarea precoce au fost folosite date clinice precum fistula
articulard, purulenta periarticulard, radiografii, dar si date paraclinice reprezentate de
proteina C reactiva sericd (CRP), numaratoarea leucocitelor serice, viteza de sedimentare a
eritrocitelor (VSH) si analiza celularitatii lichidului sinovial. Identificarea bacteriilor
patogene a fost obtinutd prin efectuarea unor culturi bacteriologice din lichidul sinovial,
tesuturile periprotetice recoltate in timpul reviziei sau din lichidul de sonicare a protezelor.
Mai mult, tesuturile periprotetice recoltate au fost supuse si unei analize histopatologice in
vederea diagnosticarii patologiei infectioase. Au fost analizate si datele demografice ale
pacientilor precum varsta, sexul, mediul de provenientd, prezenta factorilor de risc (fumat,

diabet zaharat, obezitate, etc).

6. Studiu analitic al metodelor de diagnostic, prognosticului si al

factorilor ce au determinat evolutia pacientilor cu revizii protetice
Principalul obiectiv al acestui prim studiu a fost atins prin descrierea principalelor
caracteristici ale celor doud subloturi de pacienti ce au suferit o interventie de revizie a
artroplastiei totale de sold sau genunchi in perioada data, diferentele majore dintre ele fiind

cuantificate In urma analizei statistice.

Tinand cont de impactul imens pe care infectiile periprotetice il au asupra calitatii
vietii pacientului cat si asupra personalului medical si a spitalului, Eka A. et al. a identificat
principalii factori de risc pentru aceasta patologie intr-un studiu publicat in 2015. Printre
acestia s-au enumerat factori precum obezitatea, malnutritia, hiperglicemia (diabet zaharat),
poliartrita reumatoidd, anemia preoperatorie, patologia cardiaca asociata si fumatul [27].
Rezultatele obtinute in urma studiului nostru au identificat factori de risc asemandtori ce au
fost prezenti mai frecvent In cadrul pacientilor septici. S-a observat cd asocierea

concomitenta a diabetului zaharat, obezitatii si a fumatului a fost prezenta doar in cadrul
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pacientilor cu infectii periprotetice, mai mult, aceasta asociere avand o pondere foarte mare
in sublot, implicand 41.67% dintre pacienti. Analiza statisticd a demonstrat o corelatie de
intensitate mare (p=0.002) dintre existenta concomitentd a acestor trei factori de risc si
infectiile periprotetice, indicand o clasa de pacienti cu risc Tnalt de a dezvolta o astfel de

complicatie.

Analiza celor mai importanti biomarkeri paraclinici a relevat ca proteina C reactiva
impreuna cu viteza de sedimentare a hematiilor ramén cei mai folositi markeri in screeningul
infectiilor paraclinice. Acest aspect se datoreaza pe de-o parte costului extrem de scazut,
crescutd 1n identificarea patologiei tinand cont de celelalte avantaje mentionate anterior.
Valori peste 10 mg/L pentru CRP si peste 30mm/H pentru VSH au fost considerate ca fiind

cut-off-ul ideal pentru diagnosticare.

Identificarea agentilor patogeni a fost obtinutd in urma inocularii diferitelor tipuri de
probe pe diverse medii de culturd. Acuratetea cea mai mare a fost atinsd de culturile din
lichidul de sonicare si cea mai micd in cazul culturilor intraoperatorii. Aceste rezultate pot fi
explicate de mai multi factori. Se poate observa in urma analizei statistice ca o mare parte a
pacientilor cu culturi intraoperatorii sterile au consumat antibiotice Inainte de recoltare,
scazand semnificativ sensibilitatea acestui tip de testare de la 73.33% 1n cazul pacientilor
carora nu li s-a administrat antibiotic prerecoltare la 52.17% (sensibilitatea medie din cadrul

sublotului septic).

7. Studiu imunohistochimic al peptidelor antimicrobiene ca o viitoare

metoda de diagnostic si prognostic al infectiilor periprotetice
7.1. Introducere
Intelegaind mecanismul si importanta peptidelor antimicrobiene in infectiile
bacteriene, au fost publicate din ce In ce mai multe studii despre rolul lor in infectiile
periprotetice. Cele mai relevante AMP descoperite au fost a-defensinele 1-3, defensina
umana B 2 st 3 (HBD-2, HBD-3), si catelicidina LL-37. Unele dintre rezultate vor fi
dezbatute mai amplu in capitolul destinat discutiilor ale acestui studiu. Detectarea o-
defensinelor in lichidul sinovial a fost implementatd cu succes si aprobata ca un criteriu de
diagnostic pentru infectiile periprotetice in forma unui kit de testare rapid (Synovasure) sau

prin tehnica ELISA [28§].
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Stadializarea histopatologicd a membranei periprotetice propusa de Morawietz et al.
este consideratd in continuarea unul dintre cele mai importante criterii in diagnosticarea IAP
[29]. Desi identificarea celulelor inflamatorii in tesutul examinat prezintd rezultate bune in
diagnosticarea patologiei, exista posibilitatea imbunatatirii acuratetei acestui tip de testare.
In studiul de fata am incercat si optimizam si sa facilitim diagnosticul histopatologic al
infectiilor periprotetice folosind analiza imunohistochimicad a tesuturilor periprotetice in
vederea detectiei peptidelor antimicrobiene HBD3 si LL37, sperand s imbunatatim evolutia

si prognosticul pacientilor ce efectueaza o interventie de revizie a artroplastiei.

7.2. Materiale si metode
7.2.1. Date generale ale lotului
Acest studiu a folosit populatia studiului anterior prezentat, folosind aceleasi criterii
de includere si de excludere. Pacientii ce au efectuat o interventie chirurgicald de revizie a
protezei articulare au fost din nou impartiti in cele doua subloturi, pacientii cu decimentari
aseptice (n=29) si cei cu infectii periprotetice (n=23) folosind criteriile de diagnostic propuse

de MSIS si revizuite in 2018.

7.2.2. Analiza semicantitativa a reactiei imunohistochimice
Lamele obtinute au fost analizate prin microscopie optica folosind obiective de 10x,
20x s140x. Au fost selectate si evaluate cele mai reprezentative zone din 3-5 lame per pacient
folosind scorul de imunoreactivitate (IRS) propus de Remmele [30]. Acest scor este

rezultatul inmultirii scorului celulelor pozitive cu intensitatea coloratiei.

Cu un scor ce poate lua valori intre 0 si 12, am considerat valorile 0 s1 1 ca fiind
rezultate negative si valorile cuprinse Intre 2 si 12 ca fiind pozitive pentru a interpreta reactia
imunohistochimica atat in sublotul pacientilor cu decimentari aseptice cat si in sublotul

infectiilor periprotetice.

7.3.Rezultate

7.3.1. Rezultatele testarii imunohistochimice
Lamelele rezultate in urma procesului imunohistochimic automatizat descris mai sus au fost
analizate si descrise. Au fost selectate cateva imagini reprezentative (fig 7.2 si 7.3) unde s-a
observat diferenta vizuald evidentd in coloratia cu cromogen DAB ( coloratie brund) intre
cele doud subloturi, sublotul infectiilor periprotetice prezentand rezultate intens pozitive ale
reactiei imunohistochimice atit cu anticorpul HBD3 cat si cu anticorpul LL37, precum si

absenta reactiei in sublotul decimentarilor aseptice.
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7.3.2. Rezultatele analizei semicantitative ale examindrii imunohistochimice
(scorul de imunoreactivitate — IRS)
Fig 7.4. si 7.5.: distributia cazurilor in functie de LL37 (0-1 negativ, 2-3 pozitiv +
(slab), 4-8 pozitiv ++ (moderat), 9-12 pozitiv +++ (puternic))
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In urma analizei semicantitative a examinarii imunohistochimice s-au notat diferente
semnificative intre scorurile IRS (coloratiile cu LL37 si HBD3) ale celor doua subloturi.
Astfel, media scorului IRS a fost de aproximativ 13 ori mai mare in cazul infectiilor
periprotetice fata de pacientii aseptici cand a fost folosit anticorpul pentru LL37 si de aproape

6 ori mai mare cand a fost folosit anticorpul pentru HBD3 (p<0.001).
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Acuratetea  diagnosticarii  infectiillor  periprotetice  folosind  testarea
imunohistochimica cu anticorpii LL37 si HBD3 a tesuturilor periprotetice a fost evaluata
folosind valoarea AUC obtinutd in urma analizei curbei ROC. Acest tip de testare prezinta
un potential de diagnosticare excelent al IAP (p<0.001), cu o valoare a AUC de 0.987 pentru
detectia LL37 (fig 7.10) si 0.925 pentru detectia HBD3 (fig 7.11).

ROC Curve
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Fig 7.10. Curba ROC pentru LL37 si IAP Fig 7.11. Curba ROC pentru HBD3 si IAP

7.3.3. Evolutia pacientilor in functie de testarea imunohistochimica

Fig 7.12 si 7.13: distributia cazurilor in functie de evolutia la 6 luni si la I an raportata la

prezenta markerului LL37 in tesuturile periprotetice
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7.3.4. Influenta tratamentului antibiotic administrat pre-recoltare asupra

culturilor si a testarii imunohistochimice
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Fig 7.16.,7.17. si 7.18.: Grafice comparative ale sensibilitatii culturii intraoperatorii cu
sensibilitatea  biomarkerilor —imunohistochimici in functie de administrarea

antibioticelor preoperator in sublotul infectiilor periprotetice
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7.4.Discutii si concluzii partiale

Principala provocare 1n gestionarea infectiilor periprotetice este in continuare
reprezentatd de diagnosticarea dificila, mai ales in cazul unor infectii cronice ,,low-grade”
cu bacterii slab virulente [31]. Identificarea rapida si exactd a bacteriei patogene este cheia
succesului tratamentului. Cultura bacteriologica standard este cea mai folosita metoda pentru
identificarea bacteriei. Din pacate, sensibilitatea acestui tip de testare ramane foarte scazuta
in cazul infectiilor periprotetice [32], precum s-a putut observa si in lotul nostru. Culturile
preoperatorii efectuate din lichidul sinovial sau din secretiile fistulare au reusit sa identifice
doar 15 din cele 23 de cazuri de infectii periprotetice. Mai mult, culturile inoculate cu
tesuturile periprotetice recoltate intraoperator au identificat doar 12 cazuri pozitive. Aceasta
scadere a sensibilitatii poate fi explicatd prin initierea tratamentului antibiotic Tnainte de
prelevarea probelor in unele cazuri, fapt ce a dus la cresterea rezultatelor fals negative [33].
Identificarea micro-organismelor patogene a fost efectuatd cu un succes mult mai mare
atunci cand culturile bacteriologice au fost Insamantate cu lichidul rezultat in urma sonicarii

componentelor protezei explantate.

Folosirea detectiei peptidelor antimicrobiene ca un test diagnostic pentru infectiile
periprotetice a fost investigata mai amplu ulterior. Un studiu condus de Banke et al. in 2020
a demonstrat prezenta nivelurilor crescute ale HBD2, HBD3 si LL37 in membrana sinoviala

a pacientilor cu degradari septice [34]. Populatia studiului a inclus doar pacientii
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diagnosticati in prealabil cu infectii cu Staphylococcus coagulazo-negativ, considerand ca
aceastd bacterie este cel mai frecvent asociata cu infectiile cronice slab virulente. Un alt
studiu condus de Paulsen et al. ce a folosit testarea PCR (polymerase chain reaction), a
demonstrat prezenta defensinelor si a catelicidinelor in cadrul artritei piogenice si absenta

acestora din membrana sinoviala sanatoasa [35].

Folosind scorul IRS pentru coloratiile imunohistochimice efectuate cu anticorpii
HBD3 si LL37, am reusit s8 demonstram o crestere semnificativda a acestor peptide
antimicrobiene 1n tesuturile periprotetice din sublotul infectiilor periprotetice. De asemenea,
s-a observat ca antibioterapia administratd pre-reclotare nu a influentat rezultatele obtinute,
sensibilitatea testului raimanand aproape constanta in tot lotul de pacienti. Rezultatele pot fi
obtinute in prima sau a doua zi postoperator, pozitivarea imuno-reactiei putand conduce la o

investigatie mai ampla asupra statusului septic al pacientului.

Rezultatele analizei curbei ROC au demonstrat o acuratete excelenta a testarii
imunohistochimice in identificarea patologiei infectioase, coloratiile pozitive cu HBD3 si
LL37 fiind aproape exclusiv asociate cu infectiile periprotetice [36]. Luand la cunostinta
aceastd informatie impreuna cu faptul ca IAP sunt asociate mai frecvent cu o morbiditate si
mortalitate mai crescute, precum si un prognostic mai prost pentru pacient in comparatie cu
degradarile aseptice [37], putem intelege de ce o mare parte a pacientilor ce au prezentat
rezultate pozitive ale celor doi markeri imunohistochimici au avut o evolutie nefavorabild la

un an de la procedura chirurgicald de revizie.

Concluzii si contributii personale

Concluziile tezei de doctorat

Unul dintre obiectivele atinse a fost demonstrarea importantei unui diagnostic
preoperator sau intraoperator precis si rapid pentru infectiile periprotetice si influenta
acestuia asupra evolutiei pacientului si a succesului artroplastiei de revizie. Aceasta corelatie
este sustinuta si prin prisma faptului ca tratamentul degradarilor aseptice este complet diferit
fatd de tratamentul degradarilor septice, subdiagnosticarea unei infectii periprotetice fiind

aproape mereu asociatd cu o evolutie nefavorabila a pacientului.

Diagnosticul diferential poate fi facilitat de prezenta sau absenta factorilor de risc
pentru infectii ale pacientilor cu proteze articulare. Astfel, un pacient care prezinta factori de

risc precum fumatul, diabetul zaharat sau obezitate ar trebui investigat mai amanuntit pentru
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a exclude o posibild infectie periprotetica chiar daca simptomatologia sau celelalte date

paraclinice uzuale nu sunt suficiente pentru un astfel de diagnostic.

Analiza statistica a demonstrat o asociere puternica intre perioada de timp scursa de
la implantarea protezei articulare primare pand la momentul reviziei si tipul de degradare.
Astfel, pacientii cu infectii periprotetice au necesitat revizia chirurgicald a implantului dupa

o perioadd mult mai scurta fata de cei cu degradari aseptice.

Un alt factor ce a influentat evolutia pacientilor a fost reprezentat de durata
spitalizarii. O spitalizare mai scurtd a fost corelatd cu tendinta pacientilor atat septici cat si

cu degradari aseptice sa evolueze favorabil la 6 si la 12 luni postoperator.

Obiectivul principal al celui de-al doilea studiu condus a fost de a dezvolta si evalua
noi biomarkeri pentru diagnosticarea precoce si prognosticul infectiilor periprotetice. Acesta
a pornit de la succesul examindrii histopatologice care reprezintd de altfel unul dintre
standardele de aur 1n identificarea patologiei infectioase si a dorit Imbunatatirea acesteia
printr-o analizd imunohistochimicd a tesuturilor periprotetice. Prezenta peptidelor
antimicrobiene HBD3 si LL37 in tesuturile periprotetice a fost strns corelata cu infectiile
periprotetice. Studiul imunohistochimic semicantitativ al tesuturilor, un proces usor de
efectuat, semi-automatizat, accesibil si eficient din punct de vedere al costurilor, s-a dovedit
a fi metoda optimd in identificarea peptidelor antimicrobiene si implicit a infectiilor
periprotetice. Analiza evolutiilor pacientilor din lot la 6 si 12 luni postoperator in functie de
rezultatele acestor markeri a aratat tendinta pacientilor de a avea o evolutie nefavorabila
atunci cand rezultatele reactiei imunohistochimice sunt pozitive, subliniind ca acesti markeri

nu au importantd doar in diagnosticare ci si valoare prognostica.

Odata cu avansarea tehnologiilor moleculare si proteomice, sperdm ca diagnosticul
infectiilor periprotetice folosind peptidele antimicrobiene sa devind mai rapid si mai exact.
Scopul final al cercetarii il reprezinta implementarea acestor biomarkeri in algoritmul de
diagnosticare al degradarilor septice, obtinerea rapida a diagnosticului putdnd influenta

decizia terapeuticd in patologia implantelor ortopedice.
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