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1. INTRODUCERE - SCURT ISTORIC AL BIOFILMULUI BACTERIAN SI AL
INFECTIILOR ASOCIATE BIOFILMULUI.

Biofilmul bacterian este definit ca “un agregat de celule microbiene Thconjurate de o matrice
polimetrica, mono sau pluribacterian”. Biofilmul bacterian poate fi sau nu aderent de suprafete,
acesta fiind predominant intalnit in tesuturi si secretii biologice, totodata fiind posibila si prezenta
de componente ale gazdei in structura acestuia (1).

In medicina, Niels Noibi observad pentru prima dati legitura dintre etiologia infectiilor
bacteriene cronice si agregatele bacteriene, in perioada 1970-1972, prin examindri microscopice
de rutinad ale frotiurilor cu sputa de la pacientii cu fibroza chistica, frotiuri colorate Gram, la
pacientii ce prezentau infectii pulmonare cronice cu Pseudomonas aeruginosa, dar si din
specimene pulmonare prelevate de la pacienti decedati in urma infectilor pulmonare cronice cu
Pseudomonas aeruginosa. (specimene prelevate in urma autopsiilor), in perioada 1974-1978.

1977 reprezintd anul in care s-a publicat pentru prima datd o imagine a unui biofilm, imagine
ce evidentia un agregat bacterian inconjurat de o “mazga/slime” ce ulterior va fi cunoscuta sub
termenul de matrice extracelulara polizaharidica (2).

J. W. Costerton, microbiolog si profesor la Universitatea din Calgary, Alberta, Canada, a
publicat numeroase studii observationale de structurd a peretelui celular al bacteriilor Gram-
negative. Grupul de cercetatori sub coordonarea lui Costerton publica un studiu, in 1980, pe
specimene tisulare prelevate postmortem de la pacienti cu fibroza chistica, ce evidentiaza prezenta
de microcolonii de Pseudomonas aeruginosa si studiaza glicocalixul bacterian in natura cat si in
caz de boala, termen pe care il inlocuieste in studiul sau ulterior cu termenul de BIOFILM (2) (4)

(5) (6) (7).

Anul 2015 reprezintd anul in care Societatea Europeand de Microbiologie Clinica si Boli
Infectioase/European Society for Clinical Microbiology and Infectious Diseases (ESCMID)
publica primul ghid de diagnostic si tratament al infectiilor asociate biofilmului.

Se poate concluziona prin faptul cd studiul agregatelor bacteriene Inconjurate de o matrice
produsa de acestea, agregate fie aderente de suprafete fie localizate in tesuturi sau secretii, este la
fel de vechi ca si microbiologia, DAR conceptul de infectie asociatd biofilmului bacterian cat si
importanta in medicind mai ales n cadrul infectiilor bacteriene cronice este de mai putin de 50 de
ani. O datd cu intelegerea acestui concept a fost acceptatd atit importanta cat si frecventa infectiilor
de biofilm, astfel aparand ghiduri de diagnostic, tratament si preventie a acestor infectii (2).
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2. BIOFILMUL BACTERIAN — FORMA EMERGENTA DE VIATA A BACTERIILOR.

Biofilmul reprezinta o structura alcatuita din celule bacteriene (apartindnd uneia sau mai multor
specii de microorganisme), un agregat de microorganisme, in care celulele sunt inconjurate de o
matrice produsd de bacterii, o structurd in care celulele bacteriene adera intre ele si/sau la o
suprafata (8).

Matricea este alcatuitd din compusi polimerici secretati, compusi cunoscuti ca si substantad
polimerica extracelulara (extracellular polymeric substance - EPS) sau exopolizaharide precum:
polizaharide, proteine, acizi, lipide si ADN extracelular (extracellular DNA - eDNA) (8).
Termenul de ,,agregat” este folosit pentru faptul ca majoritatea celulelor sunt in contact cu alte
celule formand agregate, fie atasate la suprafata, caz in care doar un strat al structurii este in contact
direct cu suprafata, sau in flocoane, care sunt biofilme mobile “mobile biofilms” si care se
formeaza in absenta unui substrat. Prin intermediul interactiunilor sociale si fizice de la celule la
celule (social and physical cell-to-cell interactions), si cu proprietatile matricei, biofilmul este cu
siguranta o forma distincta de viata a celulelor bacteriene (9). Biofilmul bacterian este una dintre
cele mai raspandite si de succes forme de viata de pe Pamant, fiind angajat in diferite procese bio-
chimice ciclice in ape, sol, sedimente si medii subterane (9).

Biofilmul este implicat in diferite procese tehnologice precum filtrarea apei potabile,
degradarea apelor uzate si a deseurilor solide, producerea de substante chimice, precum si in
producerea de biocarburanti. Oamenii pot fi colonizati de microorganisme (bacterii sau ciuperci)
care formeaza biofilme, caz in care pot fi asociate cu infectii persistente. Peste 65% din infectii
sunt infectii asociate biofilmului (10). Tn fiecare an, in Statele Unite ale Americii, peste 12 milioane
de cazuri de infectii sunt asociate biofilmului, cele mai frecvente fiind asociate implanturilor
endoprotetice ortopedice (11). Cu toate acestea, biofilmele sunt, de asemenea, responsabile pentru
biofouling si contaminarea apei procesate, sunt responsabile pentru deteriorarea apei potabile si
au, de asemenea, o influenta asupra procesului de coroziune (9).

La scala mica, bacteriile din biofilme pot fi privite ca formatori biogenici ai habitatului
(biogenic habitat formers). Prin procesul de generare a unei retele, bacteriile din biofilme creeaza
un habitat distinct din punct de vedere fizic, cu functii diferite, cum ar fi adapostul, un habitat care
faciliteazd acumularea de nutrienti si modificd fizico-chimic mediul in biofilm si, de asemenea,
interactiunile dintre organismele din biofilm (9).
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3.  ACTUALITATI IN STUDIUL BIOFILMULUI BACTERIAN.

Interventiile chirurgicale ce asociazd implanturi au ca si scop cresterea calitatii vietii si a
sandtatii pacientului, dar In ciuda metodelor de asepsie si a profilaxiei cu antibiotice Tn timpul
implantarii acestor dispozitive, infectiile microbiene inca raman o problema. O infectie persistenta
poate duce la consecinte serioase chiar si la indepartarea implantului, consecinte ce implica costuri
semnificativ crescute. Infectiile asociate implanturilor cresc durata de spitalizare cat si costul de
tratament al acestor pacienti. In general, bacteriile implicate in infectiile asociate implanturilor
provin de pe tegumentul pacientilor in timpul manoperelor de implantare, sau prin solutii de
continuitate ori prin insamantare hematogena (40) (41) (42).

Aderarea initiala, bacteriand, este urmata de un proces de dezvoltare graduala a biofilmului,
fapt ce reprezinta un factor primar de virulenta al bacteriilor ce sunt implicate in infectiile asociate
implanturilor. O caracteristica cheie a acestor comunitati bacteriene inconjurate de o matrice este
reprezentatd de toleranta acestora la antibiotice si la mecanismul fagocitar al gazdei. Penetrarea
scazutd a antibioticelor, limitarea nutrientelor, cresterea lenta, raspunsul adaptativ la stres,
activitatea metabolicd scdzuta, cat si formarea de persisteri (persister cells), toate reprezintd ipoteze
ce contribuie la un raspuns microbian multifatetat al biofilmului (40).

Pentru a imbunatati diagnosticul infectiilor de biofilm asociate implanturilor, este important
nu numai sd se investigheze valoarea noilor metode de diagnosticare, ci si sd se reevalueze
abordarile fundamentale, inclusiv tipul optim de specimen sau combinatia de probe, mediile de
culturd adecvate dar si conditiile de crestere (perioada, temperaturd, etc). Avand in vedere faptul
ca profilul microbiologic al fiecarei infectii asociate unui implant diferd in functie de localizarea
implantului, de material cét si de caracteristicile de suprafata, specimenele optime si metodele de
diagnostic vor varia. Prin urmare, mai mult de o metoda poate fi necesarad atunci cand rezultatele
culturilor vor fi negative in context de suspiciune clinica de infectie. Cheia pentru diagnosticul
optim al infectiilor asociate implanturilor este o combinatie a mai multor instrumente de
diagnosticare interpretate aldturi de istoricul individual al pacientului. FISH-ul reprezintd singura
metoda care - in adevaratul sens al cuvantului - priveste infectia in situs pentru a diagnostica o
infectie de biofilm si este adesea capabila sa pund in perspectiva rezultatele obtinute de alte
instrumente de diagnosticare. Deoarece studiul biofilmelor si al infectiilor asociate implanturilor
reprezinta un domeniu de cercetare relativ nou, raman multe intrebari cu privire la patogeneza si
colonizarea in vivo folosita de diverse bacterii in biofilme. O mai buna intelegere a acestor aspecte
esentiale ale infectiilor de biofilm la nivel molecular, incluzand factori de virulenta specifica, va
contribui la definirea unor obiective adecvate pentru interventii terapeutice, pentru Tmbunatatirea
diagnosticului precum si pentru dezvoltarea de noi materiale de tip antibiofilm. Odatd cu
dezvoltarea rapida a metodelor de diagnosticare moleculare, DNA sequencing, mass spectroSCcopy-
based proteomics and metabolomics, este posibild studierea detaliilor infectiilor in vivo.
Cunostintele rezultate vor contribui, fard indoiala, la intelegerea unor obiective noi in lupta
impotriva agentilor patogeni capabili sd dezvolte biofilme, In cazul infectiilor asociate
implanturilor.
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4. INFECTIILE PERIPROTETICE.

4.1. Introducere

Peste 65% din infectii sunt asociate biofilmului (10). In fiecare an, in Statele Unite ale Americii
sunt raportate peste 12 milioane de cazuri de infectii asociate biofilmului (BRI= Biofilm-related
infections), dintre aceste cele mai frecvente sunt asociate implanturilor ortopedice (11). Suprafata
celor mai utilizate implanturi ortopedice este alcatuita din titan (sau aliaj de titan), inox, cobalt-
crom, diferite biomateriale polimerice (ceramicd, hidroxiapatitd sau polietilend) si cimentul
polimetilmetacrilat care reprezinta structuri susceptibile colonizarii si deci formarii biofilmului
bacterian (82) (10).

Prima artroplastie de sold a fost efectuatd de Smith-Petersen in anul 1939. Aceasta artroplastie
partiala cu o cupa de vitallium a fost consideratd o descoperire majora in tratamentul osteoartritei
(83). Cu toate acestea, cativa ani mai tarziu, entuziasmul a scazut, deoarece s-au observat
complicatii cum ar fi infectia periprotetici (84). In aceeasi perioadi, Elek si Conen (85) au
exemplificat consecinta prezentei unui corp strain asupra virulentei Staphylococcus aureus, pe care
0 creste de cel putin 10,000 de ori. Motivul pentru clearance-ul inadecvat al microorganismelor
care adera la materialul strain este reprezentat de o functionare alterata a granulocitelor din jurul
implantului endoprotetic (86) (87). In plus fati de aceasta susceptibilitate ridicata la infectii, terapia
antimicrobiand are o eficacitate limitatd asupra microorganismelor ce se dezvolta ca si biofilme,
toleranta ce creste odata cu varsta biofilmului (88) (89). Prin urmare, un diagnosticul rapid si corect
al infectiei asociate unui implant ortopedic dar nu numai, este crucial, pentru a putea Incerca
salvarea implantului.

4.2. Definitie si clasificari

Infectiile asociate plagilor chirurgicale (surgical site infections/SSI) sunt in general clasificate
conform definitiilor CDC (90). Aceasta clasificare imparte SSI in infectii superficiale - incizionale,
profunde si de organ/spatiu. Infectiile periprotetice corespund unei infectii SSI de organ/spatiu. Cu
toate acestea, nu exista nicio procedura clinica, de laborator sau imagistica, care sa permita in mod
fiabil diferentierea intre aceste tipuri diferite de infectii. Potrivit lui Berbari si colab. (91), SSI
superficiale reprezintd cel mai mare factor de risc pentru infectiile periprotetice (OR 35.9, CI1 95%
8.3-154.6). Astfel, progresia de la o SSI superficiala la cea de organ/spatiu este foarte frecventa si
imprevizibila din punct de vedere clinic. Tabelul 5 prezinta criteriile de definire ale cazurilor de
infectii periprotetice, criterii de definire ale IDSA-Infectious Disease Society of America si ale
MSIS -Musculoskeletal Infection Society.

In mod traditional, infectiile periprotetice sunt clasificate ca fiind incipiente/precoce (<3 luni),
intarziate (3-24 luni) si tarzii sau tardive (>2 ani de la implantare), clasificare ce nu este utila din
punct de vedere clinic. Prin urmare, existd o clasificare care dicteaza managementul chirurgical
optim al infectiei periprotetice (92). Infectia periprotetica hematogena acuta cu o durata de cel
mult 3 sdptamani dupa o perioada postoperatorie fara complicatii. Infectia periproteticd precoce
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postoperator este definita ca o infectie care se manifesta in termen de o luna dupa o procedura
invazivd, cum ar fi o artroplastie sau o artrocenteza. Infectia periprotetica cronica este fie o infectie
hematogena cu simptome persistente timp de >3 sdptamani, fie o infectie diagnosticata >1 luna
dupa interventie. Infectiile periprotetice acute hematogene sau precoce postoperator pot fi tratate
cu succes cu retentia implantului. In contrast, la pacientii cu infectie periprotetici cronici, sansa
de a elimina biofilmul de pe suprafata implantului este sub 50%, chiar si in contextul unei terapii
antimicrobiene prelungite.

Tabel 1 Criterii de definitie ale infectiilor periprotetice in concordanta cu criterile IDSA si MSIS

IDSA (Pentru diagnosticul de PJI cel putin unul dintre cele cinci criterii este necesar) (93):

* Prezenta unei fistule

* Prezenta unei secretii purulente fara o altd etiologie cunoscutd in jurul implantului
endoprotetic

* Proces inflamator acut in concordanta cu prezenta unei infecti la examinarea histopatologica
a tesutului periprotetic

* Numar crescut de leucocite in lichidul sinovial si/sau predominanta neutrofilelor (94) (95)

* [zolarea aceluiasi microorganis in cel putin doua culturi din prelevate intraoperatorii sau din
aspirat preoperator si culturi intraoperatorii in cazul unui microorganism cu virulenta scazuta
(stafilococi coagulazo-negativi, Propionibacterium acnes etc.). Tn cazul unui microorganism
virulent (de exemplu, Staphylococcus aureus, Escherichia coli etc.), cresterea dintr-un singur
specimen din lichidul sinovial si/sau tesutul periprotetic si/sau lichidul de sonicare pot
reprezenta, de asemenea, PJI. Cu toate acestea, cresterea dintr-un singur specimen trebuie sa ia
in considerare intotdeauna si alte criterii sau alte procedurii de diagnostic (de exemplu,
tratamentul antimicrobian anterior).

MSIS (Pentru diagnosticul de PJI, cel putin un criteriu major sau 4 criterii minore trebuie
ntrunite) (96) (97):

Criterii majore

* Prezenta unei fistule

* [zolarea unui agent patogen prin cultura din 2 specimene de tesut periprotetic separate sau de
lichid

Criterii minore

(@) VSH crescut (>30 mm/h) si CRP (>10 mg/L)

(b) Numar crescut de leucocite in lichidul sinovial (>3000 celule/uL)

(c) Procent crescut de neutrofile Tn lichidul (>65%)

(d) Prezenta de secretie purulenta la nivelul articulatiei afectate

(e) 1zolarea unui microorganism prin cultura dintr-un singur specimen de tesut periprotetic sau
lichid sinovial

(f) >5 neutrofile pe cdmp de mare putere Tn cinci cAmpuri de mare putere evidentiate la
examinarea histopatologica a tesutului periprotetic lao mag nificare de x400.

PJI, Periprosthetic joint infection — Infectii periprotetice; IDSA, Infectious Disease Society of
America; MSIS, Musculoskeletal Infection Society; VSH, Viteza de sedimentare a hematiilor;
CRP, C-reactive protein — Proteina C-reactiva.

10
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Anul 2011 reprezinta punctul cheie de standardizare al managementului infectiilor periprotetice,
avand loc Primul Consens International pe Infectii Musculoscheletale din Philadelphia.

Tn 2018 are loc cel de-al 2-lea Consens International pe Intectii Musculoscheletale din
Philadelphia (Second International Consensus Meeting (ICM) on Musculoskeletal infection — ICM
Philly) care propune un nou set de criterii de diagnostic al infectiilor periprotetice, criterii ce au la
baza vechiul consens.

Poate cele mai simplu de utilizat pentru a diagnostica si clasifica o infectie periprotetica este
Ghidul de Buzunar pentru Diagnosticul si Tratamentul Infectiilor Periprotetice creat de PRO-
IMPLANT Foundation, Berlin, Germania (sub coorodnarea N. Renz si A. Trampuz) - Pocket
Guide to Diagnosis & Treatment of Periprosthetic Joint Infection (PJI), ghid ce este in conformitate
cu recomandarile nationale si internationale, si de asemenea actualizat periodic.

4.3 Tablou clinic

Din punct de vedere al tabloului clinic exista doua tipuri de manifestari ale infectiilor: acute si
oliogosimptomatice. Manifestarile acute sunt reprezentate de: febra si frison (cauzate de
bacteriemie), semne celsiene locale, tumefiere articulara sau fistuld activa. Atunci cand sursa
infectiei este una hematogena, initial pot predomina manifestarile sistemice si ulterior cele locale
ca si in cazul endocarditei, pneumoniilor sau urospesis-ului. Infectiile oligosimptomatice sunt mai
greu de diferentiat de o decimentare aseptica sau o depasire a duratei de viata a implantului
endoprotetic, fiind caracterizate de dureri cronice, subfebrilitati, tumefiere articulard si semne
radiologice de decimentare.

4.4 Microbiologie.

Tabelul 11 sumarizeaza agentii etiologici ai infectiilor periprotetice pe un lot de 618 pacienti
supusi unui procedeu de tip artroplastie de sold sau de genunchi (92). in doua studii recente de
cohorta, rata de pacienti cu infectie periptotetica cauzatd de bacili Gram-negativi a fost mai mare,
respectiv 42% (63/152) si 28% (632/2288) (101) (102). Sunt incriminati mai multi factori care pot
duce la o crestere selectiva a bacililor Gram-negativi la pacientii cu infectii periprotetice, si anume:
(1) utilizarea vancomicinei n profilaxie, (ii) procedurile de decolonizare cu mupirocin, (iii) terapia
empirica inutild cu antibiotice in perioada postoperatorie timpurie, si (iv) tratament antibiotic la un
pacient cu tulburari de vindecare ale plagii. Astfel, profilaxia cu vancomicina trebuie administrata
numai in caz de prevalenta crescutd a MRSA (Methicillin-resistant Stahylococcus aureus) (103).
In cazul pacientilor ce prezinti tulburiri de vindecare a plagilor, cum ar fi o plagd dehiscenti sau
prezenta de secretii, este necesara o interventie chirurgicald de debridare.

11
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4.5 Diagnosticul paraclinic al infectiilor asociate implanturilor ortopedice - imagistica medicala
la implementare in rutina.

Interventiile contemporane de artroplastie au inceput acum 75 de ani, cand a fost introdus
predecesorul sistemelor moderne de sold. O artroplastie totala de sold include atdt componente
femurale cat si acetabulare; o hemiartroplastie este formata doar din componenta femurala. Aceste
proteze sunt integrate la nivelul osului prin diverse metode, printre care cimentarea utilizand
PMMA (polimetilmetacrilat) cat si integrarea directa osoasa prin dezvoltarea de tesut osos la
nivelul suprafetei dispozitivului endoprotetic. Unele dispozitive sunt acoperite cu hidroxiapatita
care induce formarea de os si astfel atasamentul testului osos nou format la nivelul componentelor
protetice. Componenta acetabulara poate fi stabilizata la nivelul acetabulului cu sau fara suruburi
(stabilizare ce poarta numele de pressfit) (104). Referitor la protezele de genunchi, istoria lor
incepe cu aproximativ 40 de ani in urma. Acestea sunt alcatuite dintr-o componenta metalica
femurala si tibiala, un insert/liner de polietilena crosslinkatd cat si o componenta tot de polietilena
de endoprotezare a patelei. Endoprotezele actuale de genunchi prezintd o imbunatatire
semnificativa a gradului de mobilitate cat si a durabilitatii crescute a componentelor. Actualmente
cea mai frecventd cauza de revizie a unei endoproteze este defixare asepticd, care apare la o patrime
din cazuri pornind de la un proces inflamator reactiv la prezenta componentelor endoprotetice.
Particulele rezultate din degradarea componentelor protetice (,,corpi liberi”) atrag si activeaza
leucocitele din tesuturile periprotetice, activand secretia de citokine si enzime care duc la
degradarea tesutului osos periprotetic — defixare aseptica (104).

Diagnosticul infectiilor asociate implanturilor ortopedice se bazeaza pe o combinatie de semne
clinice, date de laborator si studii de imagistica. Nu exista o tehnica de imagistica de tip ,,gold
standard”: radiografia conventionald este indispensabila, desi in 50% din cazuri radiografia este
fara modificari. Tomografia computerizata (CT), imagistica prin rezonanta magnetica (IRM) si
ultrasonografia sunt valoroase pentru detectarea anomaliilor tesuturilor moi. Scintigrafia osoasa
exclude infectia activa. Pentru infectiile care implica scheletul periferic, scintigrafia cu leucocite
marcate asociata cu scintigrafia coloidala este tehnica de referintd, in timp ce o scintigrafie cu galiu
este intotdeauna necesara pentru imagistica coloanei vertebrale sau a pelvisului. Pentru a confirma
sau a exclude infectia, artrocenteza cu analiza lichidului aspirat este cheia algoritmului de
diagnosticare.

4.8 Diagnosticul paraclinic al infectiilor asociate implanturilor ortopedice — diagnosticul de
laborator

Dintre modificarile biologice, un VSH peste 30mm/h sau 0 CRP (proteina C reactiva) peste
10mg/L pot diagnostica o infectie acuta cu o sensibilitate de 91-97%, o specificitate de 70-80% si
o valoare predictiv negativa de 96%, pe cand, in cazul infectiilor cronice (asociate biofilmului
matur) utilitatea acestor markeri scade foarte mult. Consensul american avertizeaza asupra acestor
valori din cauza diferentelor dintre laboratoarele in care sunt prelucrate aceste analize si
modificarile In functie de varsta, gen si comorbiditatile pacientului; totodata, avertizeaza asupra
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sau precedenta (98).

Examenul lichidului sinovial in cazul unei infectii periprotetice poate evidentia urmatoarele
modificari: leucocite peste 4200/uL sau peste 80% granulocite polimorfonucleare in cazul
protezelor de sold, iar in cazul celor de genunchi, leucocite peste 1700/ul sau peste 65%
granulocite polimorfonucleare — valori ce pot fi aplicate Tn cazul unui interval de maximum 2 luni
postoperator; peste acest interval, sunt necesare valori ale leucocitelor de peste 25000/uL (139).

Metodele uzuale de diagnostic, precum culturile, de cele mai multe ori nu evidentiaza prezenta
unui germen (o sensibilitate cuprinsa intre 13.4% si 94.8%) dependenta si de numarul de probe —
de preferat recoltarea a minimum 3 specimene, dar nu mai mult de 5 (98)).

Astfel, conform ghidului European de diagnostic si tratament al infectiilor asociate biofilmului,
publicat in anul 2014 (33), punerea in evidenta a biofilmului se poate realiza fie prin microscopie
electronica fie prin tehnici FISH (Flurescence in situ hybridization) cu o sensibilitate cuprinsa intre
80%-100% (10), tehnici asociate sau nu unei detectii prin PCR.

Dintre tehnicile microscopice de evidentiere a biofilmului, se poate utiliza microscopia optica
asociatd unei coloratii Gram, care evidentiazd celulele inflamatorii, bacteriile si matricea
biofilmului (All) (32). Tehnici precum microscopia confocala bazata pe baleierea fasciculului
laser (confocal laser scanning microscopy - CLSM) si microscopia electronica (SEM scanning
electron microscopy), sunt cele mai bune metode de evidentiere a biofilmului, avand dezavantajul
de a nu se putea realiza de rutina (BIII) (35).

Pe langa aceste tehnici, utilizarea sonicarii este 0 metoda ieftind, care creste semnificativ rata
de diagnostic (36). In urma sonicirii, este raportat si numarul de unititi formatoare de colonii
(UFC) (33). Implantul ortopedic este introdus intr-o cuva de sonicare care produce microbule de
aer, care produc energie suficient de puternicd pentru a detasa biofilmul de pe implant, ulterior
acest lichid putand fi cultivat pe medii sau putand fi aplicate tehnici FISH (All) sau PCR (37) (38).

Studii precum cele ale lui Bouza si colab. si ale lui Percival si colab, au demonstrat faptul ca,
prin sonicare sau centrifugare sunt recuperate mai multe unitati formatoare de colonii de Candida
spp. decat in urma brasajului (140) (141).

in Romania, din anul 2012, a inceput sd fie utilizatd sonicarea in Institutul National de Boli
Infectioase ,,Prof Dr Matei Bals”; singurele date publicate sunt din perioada iulie 2012 — iulie
2014, studiu in care au fost incluse 39 de implanturi ortopedice (21 hip prostheses, 11 knee
prostheses and 7 fixation devices) (142).

Criteriile de diagnostic histopatologic sunt foarte variate; exista un consens, conform caruia
prezenta a peste 5 neutrofile/ cdmp microscopic (400x) in 5 zone diferite creeaza o importanta
suspiciune de infectie.

Markerii proinflamatori nespecifici, precum proteina C-reactiva, procalcitonina, viteza de
sedimentare a eritrocitelor, leucocitele sau diferite citokine, nu pot distinge intre infectii cauzate
de bacterii in stare planctonica si biofilm (DIII).
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4.9 Manegementul terapeutic

Prima intrebare este dacd scopul tratamentului este de vindecare sau de a suprima infectia.
Telul oricarui tratament ar trebui sa fie vindecarea iar supresia ar trebui s fie exceptia, deoarece
reprezinta doar o procedura cu scop paliativ. Putem defini vindecarea ca reprezentand eliminarea
tuturor microorganismelor si conservarea sau restaurarea unei bune functii a articulatiei. Succesul
tratamentului a fost definit recent; pe scurt, aceasta include eradicarea infectiei in contextul unei
plagi complet vindecate, lipsa recurentei, fard necesitatea unor interventii chirurgicale ulterioare
pentru eradicarea infectie dupa reimplantare si absenta mortalitatii legate de infectia periprotetica
pana la 2 ani dupa interventia chirurgicala definitiva asociata infectiei periprotetice (150). O
optiune terapeuticd de gestionare a infectiei periprotetice care vizeazd tratamentul, necesitd o
discutie multidisciplinard de caz, incluzand cel putin un chirurg ortoped si un specialist in boli
infectioase. In cazuri complexe, acest grup ar trebui s includa si un microbiolog clinic dar si un
chirurg de chirurgie plastica-reconstructiva. In cazul pacientilor cu comorbidititi sau in cazul celor
nedeplasabili, poate fi rezonabil a alege o strategie paliativa. Acelasi lucru este valabil si pentru
pacientii cu risc crescut de reinfectare, cum ar fi persoanele consumatoare activ de droguri intra
venoase (151).

Infectiile de biofilm asociate implanturilor ortopedice pot fi prevenite prin administrarea unei
antibioprofilaxii perioperative (Al) (Song, et al., 2013).

Exista studii clare care au demonstrat ca, utilizarea materialelor impregnate cu antibiotic,
precum cimentul (frecvent cu gentamicina dar si tobramicind sau vancomicina), reduce rata
infectiilor de biofilm asociate implanturilor protetice (Al) (Parvizi, et al., 2008) (Marschall, et al.,
2013).

Managementul infectiilor periprotetice consta in antibioterapie atat pe cale generala cat si local,
asociatd interventiei chirurgicale. Existd in principal 7 metode de tratament: lavaj si inlocuirea
componentelor mobile (debritment and implant retention DAIR), revizie intr-o etapa, revizie in 2
etape, extragerea implantului, artrodeza, terapie antibiotica supresiva si optiunea finala — amputatia
(Domizia, 2015).

4.10 Concluzii

Diagnosticul si managementul infectiilor asociate implanturilor ortopedice incd rdman o
problema. Infectiile asociate implanturilor protetice raman cele mai de temut complicatii asociate
interventiilor de artroplastie. In ciuda progresului stiintific din ultimii ani, incidenta infectiilor este
in crestere, atat legatd de cresterea numarului de interventii primare cat si de aparitia de
microorganisme multidrog rezistente. Existd o multime de intrebari fara raspunsuri complete. Este
recomandat sa folosim antibiotice sistemice sau doar pe cele locale? Putem avea incredere in
culturile bacteriene pentru bacteriile care cresc in colonii? Sau sd asociem sonicarea I mod
regulat? Trebuie sacrificatd vascularizatia osului restant dupa extragerea implantului infectat?
pentru cd stim ca, biofilmul se dezvoltd pe suprafete. Existenta ,ferestrei” de 3 sdptdmani
reprezintd un punct temporal-cheie in care fie am castigat lupta pentru ,,suprafatda”, fie am pierdut-
o. Este necesara antibioterapia de lunga duratd? Dacd a reusit lavajul si inlaturarea tesuturilor
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afectate din focar de ce sd nu realizdm revizia in aceeasi interventie chirurgicala? Existenta
protocoalelor adaptate tratamentului infectiilor de biofilm si a noilor metode de diagnostic, a
imbunatatit rata de eradicare a infectiilor, fard a avea certitudine de 100% ca am eradicat infectia.
Sunt necesare centre de tratament bine dotate pentru diagnostic si echipe multidisciplinare chirurg-
infectionist-microbiolog.

Tn prezent, medicina nuclear este cea mai valoroasa investigatie care poate sa determine daca
este sau nu o artroplastie ,,dureroasd” septicd. Scintigrafia cu leucocite si imagistica maduvei
osoase, in prezent, este cea mai buna tehnicd imagisticd disponibild pentru acest scop. Date
preliminare sugereaza cd SPECT / CT-ul, pe langd furnizarea de informatii despre prezenta si
amploarea infectiei, poate oferi informatii suplimentare despre alte cauze care pot provoca esecul
unei artroplastii. Fluoride-PET poate furniza o perspectiva necunoscuta pana in prezent legata de
metabolismul tesutului osos periprotetic.
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1. MOTIVATIA ALEGERII TEMEI DE CERCETARE.

Chirurgia ortopedica de endoprotezare a articulatiilor in special a soldului si genunchiului,
alaturi de cea a umarului sau a cotului intr-o mult mai mica masurd, reprezintd cea mai de succes
interventie chirurgicald ortopedica a secolului trecut, avand drept scop primordial redobandirea
activitatii persoanelor afectate de osteoartrita dar nu numai (intrucat implanturile endoprotetice
sunt utilizate din ce in ce mai frecvent la populatia varstnica care este in crestere, in special pentru
managementul patologiei degenerative dar si al fracturilor). Interventiile de artroplastie au un efect
major asupra calitatii vietii persoanelor, a reducerii simptomatologiei, a redobandirii
functionalitatii articulare, a imbunatatirii mobilitatii si a independentei (229). Numarul
interventiilor de artroplastie este 1n crestere de la an la an, astfel, in 2010 In SUA au fost realizate
719.000 de interventii de endoprotezare a articulatiei coxo-femurale (230) iar Tn 2012 au fost
realizate aproximativ 600.000 de artroplastii totale de genunchi (231). Pana in 2030, se
preconizeaza ca numarul anual combinat de artroplastii totale de genunchi si de sold, in Statele
Unite ale Americii, sa atinga pragul de 3.5-4 milioane.

Astfel, cu cresterea numarului de interventii primare cat si a celor de revizie, este evidenta si
prezenta infectiilor asociate implanturilor ortopedice, infectii aparute in ciuda conditiilor
spitalicesti de asepsie si antisepsie, a conditiilor de producere a implanturilor sau a terapiei
profilactice cu antibiotice, toate aceste masuri ducand la reducerea ratei de infectie. Rata infectiilor
asociate implanturilor protetice este cuprinsd intre 1%-9% cu cresterea acesteia In urma
interventiilor de revizie. Se considera ca intre 0.5%-2% din pacienti, dezvolta o infectie de biofilm
asociata unui implant ortopedic in primii 2 ani postoperator (232) (233) (234).

Un diagnostic corect si rapid al infectiilor periprotetice este decisiv pentru un management
terapeutic corect. Diagnosticul se bazeaza pe o combinatie de semne clinice, date de laborator si
studii imagistice, totusi acest diagnostic ramane incd unul dificil. Infectiile periprotetice, de
asemenea, se asociaza cu o durata crescuta de spitalizare cat si cu niste costuri ridicate de tratament.
Managementul terapeutic al cazurilor de degradare aseptica a endoprotezelor este diferit de cel al
infectiilor periprotetice, iar un diagnostic precis este crucial pentru rezultatul tratamentului.

Tn acest context, mi-am propus realizarea unei cercetari stiintifice cu titlul: “Diagnosticul si
Managementul infectiilor asociate biofilmului din implanturile ortopedice.”, prin care imi doresc
sa studiez adevarata magnitudine a infectiilor asociate implanturilor ortopedice (cu precadere a
endoprotezelor articulare — implanturi endoprotetice pentru sold si genunchi) si implementarea
unor strategii de diagnostic si management terapeutic.
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3. MATERIAL SI METODA.

Designul studiului

Am realizat un studiu monocentric, observational, de cohorta, Tn cadrul Spitalul Clinic
Judetean de Urgenta Sibiu, Romania, un spital judetean cu numar de 1054 paturi. Protocolul de
studiu a fost evaluat si aprobat de comisia de evaluare institutionala Tnainte de includerea in studiu
a pacientilor. Un sistem standardizat de diagnostic a fost aplicat tuturor pacientilor ce au fost
candidati ai unei interventii chirurgicale de revizie a unei endoproteze articulare, pentru a
determina cauza degradarii implantului endoprotetic. Strategia de diagnostic implementata a inclus
esantionarea standardizatd a minimum patru probe de tesut prelevate intraoperator (unul dintre
esantioane fiind utilizat pentru examenul histopatologic (membrana periproteticd), iar celelalte au
fost trimise spre laboratorul de microbiologie in vederea realizarii culturilor bacteriene), sonicarea
componentelor implantului endoprotetic indepartate sau a spacerelor de polimetilmetacrilat
(PMMA) si recoltarea lichidului de sonicare, culturi bacteriene si evaluarea celularitatii lichidului
sinovial, detectarea esterazei leucocitare si a proteinei C-reactive din lichidul sinovial cat si
evaluarea lichidului de sonicare folosind un kit bbFISH (hemoFISH® Masterpanel, Miacom
diagnostics GmbH Disseldorf, Germany) ca metoda rapida de detectare a bacteriilor. Specimenele
au fost inoculate pe medii de culturd aerobd si anaeroba. De asemenea a fost implementata o
perioada de 14 zile de incubatie.

Sonicarea implantului s-a realizat in cadrul laboratoarelor Disciplinei Biochimie din cadrul
Universitatii “Lucian Blaga” din Sibiu — Facultatea de Medicina in urma stabilirii unui protocol
de colaborare.

Studiile de microbiologie au fost realizate prin implicarea, incd de la demararea studiului, a
managementului superior al Spitalului European Polisano Sibiu si indeosebi a personalului
laboratorului acestuia.

Populatia de studiu

Am inclus, In mod prospectiv, toti pacientii consecutivi cu varsta de peste 18 ani, spitalizati in
perioada Septembrie 2016 - Ianuarie 2019, pacienti care au suferit o interventie chirurgicala de
revizie a unei artroplastii (fie aceasta de sold sau de genunchi), la care proteza sau o parte din ea
(cum ar fi liner-ul) au fost extrase din orice motiv. De asemenea in studiu au fost incluse si
interventiile care au implicat extragerea unui spacer de polimetilmetacrilat. Informatii detaliate au
fost extrase din registrele medicale ale pacientilor folosind un formular digital standardizat de
colectare a datelor. Fisele medicale au fost evaluate in acest studiu pentru urmatoarele date:
caracteristici demografice; date clinice, radiografice, de laborator, histopatologice si
microbiologice; tipul de tratament chirurgical; terapie antimicrobiana anterioard si informatii
despre interventia artroplastica primara si reviziile ulterioare (daca s-a efectuat vreo interventie).
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Informatiile necesare au fost disponibile pentru toti pacientii inrolati in studiu. Am urmadrit
pacientii pana acestia au dezvoltat un esec de tratament, au decedat sau au fost pierduti in perioada
de follow-up. Perioada de follow-up s-a extins pana in luna lanuarie 2020, astfel pacientii au fost
urmariti pentru o perioada maxima de 39 luni.

Datele colectate au fost prelucrate in Microsoft Excel 2020, si ulterior analizate statistic
folosind IBM SPSS Statistics® version 26 software. Datele colectate au fost analizate si au fost
verificate utilizadnd Shapiro-Wilk test. Am utilizat statistici descriptive pentru a rezuma aspectele
demografice, clinice si de tratament. Variabilele cantitative au fost exprimate ca media £ SD
(deviatia standard) sau ca si mediana. Variabilele calitative au fost sumarizate numeric si
procentual. Variabilele cantitative au fost comparate utilizand Student's t-test sau chi-patrat test.
Am utilizat testul Kruskal-Wallis, analiza Kaplan-Meier pentru rata de supravietuire, curba ROC
(Receiver operating characteristic) pentru sensibilitatea si specificitatea diferitelor metode de
diagnostic analizate si analiza multivariabila Cox. Cele doua grupuri de pacienti au fost comparate
utilizand the incidence frequency (%), Chi-Square Tests, the Fisher's exact test, coeficientul de
corelatiec Pearson P-R, cét si corelatie bivariatd. Importanta diferentelor dintre cele 2 grupuri de
studiu a fost analizata utilizind Mann-Whitney U test pentru non-parametric one-tailed
significance. A fost utilizata, de asemenea, analiza regresiilor, prin modele de analiza multivariata
- modelele analitice pentru obtinerea de ecuatii de regresie, coeficienti ai modelelor de regresie.
Prin analiza regresiilor s-a dorit identificarea legaturilor intre variabilele analizate; prin comenzi
succesive Analyze — Regression — Curve Estimation — fereastra Curve Estimation, s-au selectat
tipurile de modele de analizd multivariata - modelele analitice pentru obtinerea de ecuatii de
regresie. Odds ratio si 95%CI ( intervale de incredere) au fost calculate pentru fiecare dintre factorii
de risc inclusi In modelele de regresie logistica. Nivelul semnificatiei statistice a fost stabilit la
p<0.05.

Definitii de studiu si clasificari utilizate

Infectia periprotetica a fost definitd folosind criteriile publicate in 2011, an ce a reprezentat
punctul cheie de standardizare al managementului infectiilor periprotetice, si anul in care a avut
loc Primul Consens International pe Infectii Musculoscheletale din Philadelphia cat si criteriile
grupului de lucru din cadrul Musculoskeletal Infection Society publicate de Javad Parvizi si colab.:
(1) existenta unei comunicari cu proteza (fistuld); sau (ii) un agent patogen care este izolat prin
culturd din cel putin doud probe separate de tesut sau fluid obtinute din articulatia endoprotezata
afectatd; sau (iil) existenta a minimum patru dintre urmatoarele sase criterii: o vitezd de
sedimentare a hematiilor (VSH) crescuta si un nivel seric crescut al proteinei C-reactive (CRP);
un numar crescut de leucocite in lichidul sinovial; un procent crescut de neutrofile in lichidul
sinovial (PMN%); prezenta de puroi la nivelul articulatiei implicate; izolarea unui microorganism
ntr-o singura cultura din tesut sau lichid periprotetic sau mai mult de cinci neutrofile per camp
microscopic (high-power field) observate din analiza histologica a tesutului periprotetic la o putere
de magnificare de x400 (96).
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Pentru a determina daca exista sau nu o infectie periproteticd acutd, cronicd sau tardiv-acuta,
am utilizat clasificarea propusd de Zimmerli si colab., clasificare care defineste infectiile
periprotetice ca fiind precoce (care apare in termen de 3 luni postoperator), intarziate (3-24 luni)
si tardive (> 24 luni) (236). De asemenea am utilizat si o clasificare mult mai simplificata: o infectie
periprotetice -din Ghidul de Buzunar pentru Diagnosticul si Tratamentul Infectiilor Periprotetice
creat de cei de la PRO-IMPLANT Foundation, Berlin, Germania (sub coorodnarea N. Renz si A.
Trampuz) - Pocket Guide to Diagnosis & Treatment of Periprosthetic Joint Infection (PJI), ghid
ce este in conformitate cu recomandarile nationale si internationale- poate fi acuta (perioperatorie
sau hematogend/prin continuitate) sau cronica.

Clasificarea histopatologica a patologiei asociate implanturilor articulare (endoprotezelor)

Din probele prelevate intraoperator de tesut periprotetic (membrana periproteticd), una dintre
acestea a fost trimisa catre Departamentul de Anatomie patologica.

Culturile din lichidul sinovial

Lichidul sinovial a fost aspirat in conditii de asepsie preoperator. Aspiratul a fost transferat
ulterior in doud flacoane sterile de tip vacutainer. Unul dintre flacoane contine EDTA (acid
etilendiaminotetraacetic) si a fost utilizat pentru determinarea numarului de leucocite si a
procentului de granulocite. Celalalt a fost un flacon nativ utilizat pentru cultura bacteriana.
Lichidul sinovial a fost inoculat si incubat in conditii de aerobioza, anaerobioza si in concentratie
mare de CO2 la 37°C timp de 14 zile si inspectat zilnic pentru detectarea unei cresteri bacteriene.
Bacteriile izolate au fost identificate cu ajutorul analizatorului VITEK 2 Compact (bioMérieux,
Marcy-I’Etoile, France). MIC-urile (minimum inhibitory concentrations - concentratia minima
inhibitorie) au fost evaluate in conformitate cu European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing breakpoints (EUCAST) (94) (93).

Sonicare implantului si culturile din lichidul de sonicare

Atat endoprotezele cat si spacerele de polimetilmetacrilat sunt prelevate si sonicate. In sala de
operatie, solutia sterila Ringer sau ser fiziologic NaCl 0.9% a fost addugata in containerele sterile
pentru sonicarea implantului. Containerele anterior sunt sterilizate in functie de recomandarile
producatorului si ambalate in dublu strat. Implanturile au fost prelucrate in 30 de minute prin
sonicare (1 min) folosind o baie cu ultrasunete (BactoSonic®14.2, Bandelin GmbH, Berlin,
Germany) la o frecventa de 42 kHz si o densitate de putere de 0,22W/cm?. Lichidul de sonicare
rezultat a fost vortexat iar ulterior 50 ml de lichid de sonicare au fost centrifugati la 2500 rpm timp
de 5 minute. Precipitatul rezultat a fost inoculat pe medii de cultura de tip: agar Columbia cu sange
de oaie (incubat aerob, anaerob si in concentratic mare de CO2 - GENbag-GENbox Atmospheric
generators bioMérieux, Marcy-1"Etoile, France), placi Sabouraud, placi agar MacConkey, bulion
glucoza, bulion lactoza si bulion tioglicolat.

20



Diagnosticul si Managementul infectiilor asociate biofilmului din implanturile ortopedice
rezumat

Culturile au fost incubate la 37°C timp de 14 zile si inspectate zilnic pentru evaluarea cresterii
bacteriene. Bacteriile izolate au fost identificate cu ajutorul analizatorului VITEK 2 Compact
(bioMérieux, Marcy-1’Etoile, France). MIC-urile au fost evaluate in functie EUCAST breakpoints.
Culturile din lichid de sonicare au fost considerate pozitive, daca s-au numarat >50 UFC/ml (UFC
— unitati formatoare de colinii) lichid de sonicare (52) (162).

Culturile din tesutul periprotetic

Probele biopsice de tesut periprotetic de dimensiuni aproximative de 1.5cm? prelevate
intraoperator au fost colectate in flacoane sterile, transportate in cel mai rapid timp posibil spre
laboratorul de microbiologie unde au fost omogenizate individual intr-un ml bulion tioglicolat.
Probele omogenizate de tesut (1 ml) au fost inoculate pe medii de cultura tip: agar Columbia cu
sange de oaie (incubat aerob, anaerob si in concentratic mare de CO2 - GENbag-GENbox
Atmospheric generators bioMérieux, Marcy-1"Etoile, France), placid Sabouraud, placi agar
MacConkey, bulion glucoza, bulion lactoza si bulion tioglicolat. Culturile au fost incubate la 37°C
timp de 14 zile si inspectate zilnic. Bacteriile izolate au fost identificate cu ajutorul analizorului
VITEK 2 Compact (bioMérieux, Marcy-producétoile, Franta), iar MIC-urile au fost evaluate n
concordanta cu EUCAST breakponits.

Studiul lichidului sinovial

Lichidul sinovial a fost analizat din punct de vedere al celularitatii, nivelului proteinei C-
reactive si al esterazei leucocitare. Lichidul sinovial preoperator a fost aspirat si transferat in
flacoane sterile. Unul dintre flacoane continea EDTA pentru determinarea numarului de leucocite
si a procentului de granulocite. Dupa colectare, probele au fost transportate in laborator, unde
flacoanele au fost prelucrate in decurs de 10-15 minute. Am evaluat studii anterioare care au stabilit
niveluri optime pentru diagnosticul infectiilor periprotetice, un numar de leucocite din lichidul
sinovial mai mare de >1.7 G/l sau >65% neutrofile in cazul artroplastiilor de genunchi sau numar
de leucocite >4.2 G/l sau >80% neutrofile in artroplastiilor de sold (Kurtz, Ong, Lau, Mowat, &
Halpern, 2007) (52). In ceea ce priveste detectarea esterazei leucocitare, am evaluat lichidul
sinovial utilizand benzi colorimetrice enzimatice (Dirui A10 Urine Analysis Reagent Strips, Dirui
Industrial Co. Ltd, Changchun, China). Pentru a limita interferenta cu analizele, intre 1-4 ml lichid
sinovial au fost centrifugate la 2500 rpm timp de 5 minute. O picatura din precipitatul rezultat a
fost plasata pe tamponul pentru detectarea esterazei leucocitare. Reactia a fost evaluata in functie
de recomandarile producatorului. Evidentierea culorii violet a indicat un test pozitiv. Determinarea
proteinei C-reactive din lichidul sinovial a fost efectuatd printr-o metoda turbidimetrica
automatizatd folosind un kit de reactiv specific si pe un sistem ARCHITECT c4000 (Abbott
Laboratories, Illinois, S.U.A.).
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Identificarea moleculara a bacteriilor cu ajutorul tehnologiei 16S rRNA bbFISH (beacon-based
fluorescent in situ hybridization) din lichidul de sonicare

In plus, ca metoda rapida de detectare si analiza a bacteriilor, am implementat o tehnica de
identificare moleculara a bacteriilor ce utilizeazd tehnologia 16S rRNA bbFISH (beacon-based
fluorescent in situ hybridization) utilizand un kit bbFISH (hemoFISH® Masterpanel, miacom®
diagnostics GmbH Dusseldorf, Germany. Miacom® diagnostics GmbH ce combina avantajele
clasicului FISH cu utilizarea de fluorescently labelled DNA-molecular beacons as probes (balize
moleculare de ADN marcate fluorescent ca sonde), rezultdnd un procedeu foarte usor. Testul
bbFISH se efectueaza in conformitate cu recomandarile producdtorul folosind un esantion de
precipitat rezultat din 50 ml de lichid de sonicare centrifugat prealabil la 2500 rpm timp de 5
minute. Kitul contine probe (beacons) pentru detectarea urmatoarelor bacterii: Staphylococcus
spp., Staphylococcus aureus, Streptococcus spp., Streptococcus pneumoniae, Streptococcus
agalactiae, Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis, Enterobacteriaceae, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter spp., si
Stenotrophomonas maltophilia.
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4. REZULTATE.

4.1 Aspecte demografice, clinice si de laborator. Clasificarea infectiilor periprotetice.

4.1.1 Aspecte demografice

Un numar total de 61 de pacienti au fost inrolati in acest studiu in perioada analizata
(Septembrie 2016 — lanuarie 2019), reprezentand un numar total de 61 de implanturi prelevate,
implanturi de tip endoproteza (n=58) sau spacere din polimetilmetacrilat PMMA (n=3).
Diagnosticul de degradare aseptica a unui implant endoprotetic a fost stabilit Th 30 de cazuri
(49.18%) iar diagnosticul de infectie asociata unui implant endoprotetic (infectie periprotetica) a
fost stabilit in 31 de cazuri (50.81%). Astfel in anul 2016 au fost inrolati 14 pacienti (23%), 7
pacienti apartinand lotului de studiu ca pacienti diagnosticati cu degradare aseptica si 7 pacienti
diagnosticati cu infectie priprotetica. In anul 2017 au fost inrolati 19 pacienti (31.1%), 13 pacienti
apartinand lotului de studiu cu pacienti diagnosticati cu degradare aseptica si 6 pacienti
diagnosticati cu infectie periprotetica. In anul 2018 au fost inrolati 17 pacienti (27.9%), 8 pacienti
apartinand lotului de studiu cu pacienti diagnosticati cu degradare asepticd si 9 pacienti
diagnosticati cu infectie periprotetica, iar in anul 2019 au fost Inrolati 11 pacienti (18%), 2 pacienti
apartinand lotului de studiu cu pacienti diagnosticati cu degradare asepticd si 9 pacienti
diagnosticati cu infectie periproteticd. Nu au existat diferente semnificativ statistice intre cele 2
loturi de studiu raportat la anul de inrolare al pacientilor (p=0.690).

Din cele 30 de implanturi provenite de la cei 30 de pacienti diagnosticati cu degradare aseptica
a unui implant endoprotetic, 16 implanturi au fost de sold si 14 implanturi de genunchi, iar in lotul
de pacienti diagnosticati cu infectie periprotetica, 14 implanturi au fost de sold, 14 implanturi de
genunchi si 3 spacere din polimetilmetacrilat de sold. In ceea ce priveste spacerele din PMMA,
interventiile chirurgicale initiale (de tip prima etapd din revizie) au fost efectuate Tnainte de
introducerea strategiei de diagnosticare propusa nefiind izolat niciun agent patogen.

Raportat la intreg lotul de studiu (n=61), varsta medie a pacientilor a fost de 67.62 ani (interval,
44 - 83 ani, deviatie standard +£8.058). In subgrupul de pacienti diagnosticati cu degradare aseptica
vérsta medie a pacientilor a fost de 68.50 ani (interval, 44 - 83 ani, deviatie standard +8.768). In
subgrupul de pacienti diagnosticati cu infectie periprotetica, varsta medie a pacientilor a fost de 68
ani (interval, 49 - 83 ani, deviatie standard +7.422).

29 de pacienti au fost de gen masculin (47.5%) si 32 pacienti au provenit din mediul rural in
lotul intreg de studiu.

22 de pacienti au fost de gen feminin (73.33%) si 17 pacienti au provenit din mediul rural
(56.66%) in subgrupul de pacienti diagnosticati cu degradare aseptica iar in cel cu pacienti
diagnosticati cu infectie periprotetica, 10 pacienti au fost de gen feminin (32.25%) si 15 pacienti
au provenit din mediul rural (48.38%).

23



Diagnosticul si Managementul infectiilor asociate biofilmului din implanturile ortopedice
rezumat

Nu au existat diferente semnificativ statistice intre cele 2 loturi de studiu raportat la varsta sau
mediu de provenienta, p=0.574, respectiv p=0.517. Din punctul de vedere al genului au existat
diferente semnificativ statistice intre cele 2 subgrupuri, p=0.001.

Un parametru deloc de neglijat n evaluarea unui implant endoprotetic este legat de anul in care
a avut loc interventia primara de endoprotezare, in lotul intreg de studiu intervalul a fost cuprins
intre anii 2000 si 2019 iar durata de la momentul interventiei initiale si inrolarea in studiu a fost
cuprinsa intre 2 saptdmani si 17 ani (date statistice valabile pentru lotul intreg de studiu, n=61).
Acesti parametrii sunt extrem de importanti in ceea ce priveste evaluarea unui implant si cu atét
mai mult in cazul unei infectii periprotetice. Astfel in cazul subgrupului de cazuri cu pacienti
diagnosticati cu infectie periprotetica, interventia primara de endoprotezare a avut loc in perioada
2003-2019 iar durata de la momentul interventiei initiale si inrolarea in studiu a fost cuprinsa intre
2 saptdmani si 15 ani (n=31), iar n cazul lotului de pacienti diagnosticati cu degradare mecanica
a unui implant endoprotetic interventia primara a avut loc in perioada 2000-2016, iar durata de la
momentul interventiei initiale si inrolarea in studiu a fost cuprinsa intre 1 an si 17 ani (n=30). Si
din acest punct de vedere al acestor 2 parametrii exista diferente semnificativ statistice intre cele
2 subgrupuri de studiu, p=0.010 in cazul perioadei in care a avut loc interventia primara, respectiv
p=0.018 Tn cazul intervalului dintre interventia initiala si inrolarea in studiu.

Cea mai frecventa afectiune articulard subiacentd in lotul de pacienti diagnosticati cu degradare
aseptica a unui implant endoprotetic a fost osteoartrita (n=22), urmata de poliartrita reumatoida
(n=6) si traumatisme — fractura de col femural (n=2). In lotul de pacienti diagnosticati cu infectie
periprotetica cea mai frecventa afectiune articulara subiacenta a fost osteoartrita (n=28), din nou
urmata de poliartrita reumatoida (n=2) si traumatisme — fractura de col femural (n=1).

4.1.2 Clasificare

Au fost utilizate criteriile de diagnosticare utilizate in stabilirea diagnosticului de infectie
periprotetica, conform ghidurilor IDSA (93), MSIS (96) (97), cele din Primul Consens
International pe Infectii Musculoscheletale din Philadelphia din 2011 sau cele din anul 2018 din
cadrul celui de-al 2-lea Consens International pe Infectii Musculoscheletale din Philadelphia.

Utilizand clasificarea propusd de Zimmerli si colab., clasificare care defineste infectiile
periprotetice ca fiind precoce (care apar in termen de 3 luni postoperator), intarziate (3-24 luni) si
tardive (> 24 luni) [early (occurring within 3 months postoperatively), delayed (3-24 months)
and late (> 24 months)] (236) am putut grupa cei 31 de pacienti diagnosticati cu infectie
periproteticd astfel: 9 pacienti diagnosticati cu infectie periprotetica precoce, 6 pacienti cu infectie
periproteticd intarziata si 16 pacienti diagnosticati cu infectie periprotetica tardiva.

De asemenea am utilizat si o clasificare mult mai simplificata a infectiei periprotetice din
Ghidul de Buzunar pentru Diagnosticul si Tratamentul Infectiilor Periprotetice creat de cei de la
PRO-IMPLANT Foundation, Berlin, Germania (sub coorodnarea N. Renz si A. Trampuz) - Pocket
Guide to Diagnosis & Treatment of Periprosthetic Joint Infection (PJI); astfel, 5 pacienti au fost
diagnosticati cu infectie acuta perioperatorie, 4 pacienti cu infectie acuta hematogena si 22 pacienti
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cu infectie cronica. Numarul pacientilor diagnosticati cu infectie periproteticad acutd in anul 2016
a fost 2, in 2017 1, in 2018 1 si 2 in 2019. Pacientii diagnosticati cu infectie periprotetica acuta
hematogena in 2016 au fost 0, in 2017 1, in 2018 0 si in 2019 2, iar pacientii diagnosticati cu
infectie periprotetica cronicd in 2016 au fost diagnosticati 0, Tn 2017 4, in 2018 8 siin 2019 5.

4.1.3 Aspecte clinice

In lotul de pacienti diagnosticati cu infectie periprotetica, durata medie in ani de la momentul
interventiei primare si pana la debutul simptomatologiei a fost de 3.23 ani (x 3.62 ani) cu un
95%CI[1.90 — 4.55] pentru medie, cu un minim de 2 saptamani si un maxim de 15 ani.

51.61% (n=16) din episoadele de infectie periprotetica au aparut la mai mult de 24 de luni de
la momentul interventiei primare de endoprotezare.

Tabloul clinic, semnele si simptomele, prezentate de pacientii diagnosticati cu infectie
periproteticd, sunt evidentiate in urmatorul tabel.

Tabel 2 Semnele si simptomele celor 31 de pacienti diagnosticati cu infectie periprotetica

Semne si simptome | Numar episoade (%)
Compromiterea partilor moi:
Leziuni minime la nivelul tesuturilor moi® 7 (22.58)
Leziuni moderate la nivelul tesuturilor moi® 3(9.67)
Leziuni severe la nivelul tesuturilor moi® 6 (19.35)
Durere 22 (70.96)
Febra 3(9.67)
Frison 2 (6.45)
Bacteriemie 3(9.67)
Semne rad!ologlce de defixare ale implantului 15 (48.38)
endoprotetic

a: eritem si induratie locald; b: leziune tegumentara/ dehiscenta fara exprimare de secretii; C:
fistula, fistula activa cu exprimare de secretii si abces in partile moi.

Prezenta unei fistule a fost evidentiata la 6 pacienti diagnosticati cu infectie periprotetica.

4.1.4 Aspecte de laborator

4.1.4.1 Studiul lichidului sinovial

Lichidul sinovial a fost analizat din punct de vedere al celularitatii, al nivelului proteinei C-
reactive si al esterazei leucocitare.
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Performantele metodelor diagnostice utilizate in evaluarea lichidului sinovial sunt sumarizate
in urmatorul tabel.

Determinarea nivelului proteinei C-reactive din lichidul sinovial a prezentat cea mai buna
performanta in ceea ce reprezintda sensibilitatea, urmat de numarul de leucocite, procentul de
polimorfonucleare si esteraza leucocitara.

In ceea ce reprezinti specificitatea, cea mai mare specificitate a fost intalniti in cazul
determinarii numarului de leucocite, urmat de esteraza leucocitara, procentul de polimorfonucleare
si in ultimul rand de nivelul proteinei C-reactive din lichidul sinovial.

Tabel 3 Performantele metodelor diagnostic utilizate in evaluarea lichidului sinovial

Metoda de % sensibilitate % specificitate | % PPV (95% | % NPV (95%
diagnostic (95% CI) (95% CI) Cl) Cl)
Numir leucocite din 90.32% 100.00% 99.99%
o 100.00%
lichidul sinovial [ (74 2506-97.96%) | (88.43-100.00) (99.97-100.00)
Procent 90.32% 83.33% 5.19% 99.88%
polimorfonucleare
din lichidul sinovial | (74:25-97.96) (65.28-94.36) | (2.38-10.94) | (99.65-99.96)
83.87% 90.00% 7.81% 99.82%
Esteraza leucocitara
(66.27-94.55%) | (73.47-97.89%) | (2.78-20.04) | (99.59-99.92)
Proteina C-reactiva 100.00% 70.00% 3.26%
R 100.00%
din lichidul sinovial (88.87-100.00) (50.60-85.27) (1.91-5.50)

*PPV - Valoare predictiva pozitiva, NPV- Valoare predictiva negativa

4.1.4.2 Studiul parametrilor biologici sangvini

Dintre parametrii biologici sangvini evaluati preoperator interventiei chirurgicale de revizie a
unei endoproteze si introdusi in studiu se regasesc: numarul de leucocite, fibrinogenul, viteza de
sedimentare a hematiilor (VSH) si proteina C-reactiva serica. De asemenea s-a tentat colectarea
de parametrii de laborator aferenti interventiei chirurgicale primare (parametrii de tip markeri
proinflamatori, hemoglobina pre si postoperator, sau glucoza serica), parametrii pentru care nu a
fost posibila colectarea datelor aferente tuturor pacientilor, astfel o analiza detaliata nu a fost

26



Diagnosticul si Managementul infectiilor asociate biofilmului din implanturile ortopedice

rezumat

efectuatd. S-a evaluat existenta unei posibile corelatii intre acesti parametrii si dezvoltarea
ulterioara a unei infectii periprotetice, corelatie care nu a fost dovedita.

Tabelul urmator sumarizeaza toate aspectele demografice, clinice si de laborator ale pacientilor

inrolati in studiu

Tabel 4 Tabel de tip Baseline Characteristics ale pacientilor inrolati in cercetare

Pacienti
diagnosticati cu

Pacienti
diagnosticati cu

Parametru evaluat degradare aseptica | infectie periprotetica p
(n=30) (n=31)
Date demografice
14 imp. de sold
L . 16 imp. de sold 14 imp. de genunchi )
Tip implanturi 14 imp. de genunchi 3 spacer PMMA
sold
A . . . 68,50 ani (£8.768, | 68 ani (£7.422, 49 -
Varsta (medie, dev. std., interval) ani 44 - 83) 83). 0.574
Gen (masculin, n=, %)" 8 (26.67%) 20 (67.77%) 0.001
Mediu de provenienta (U, n=, %) 13 (43.33%) 16 (51.62%) 0.517
Perioada interventie primara” 2000-2016 2003-2019 0.001
Durata de la interventia primard pana la | - . .| Intre 2 saptimani si
inrolarea in studiu” Intre 1 ani i 17 ani 15 ani 0.018
Patologie subiacenta
Osteoartrita (n=) 22 28 -
Patologie tesut conjunctiv™ 6 2 -
Traumatisme™” 2 1 -
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Aspecte clinice

Durata medie in ani de la momentul
interventiei primare si pand la debutul
simptomatologiei (media, dev. std.,
interval) ani

6.76 ani (x 3.57),1 -
17 ani.

3.23 ani (+ 3.62), 2
saptamani - 15 ani.

Tip abord sold (n=)

abordul lateral
(n=16)

abordul lateral
(n=16)
antero-lateral
miniinvaziv (n=1)

Tip abord genunchi (n=)

parapatelar median
(n=12)

parapatelar lateral
(n=1)

mid-vastus (n=1)

parapatelar medial
(n=9)

parapatelar lateral
(n=4)

mid-vastus (n=1).

0.656

Semne si simptome (n=, %)

Compromiterea partilor moi:
Leziuni minime la nivelul tesuturilor

moi?
. : . ] 7 (22.58%) i
Leziuni moderate la.glvelul tesuturilor 3(9.67%)
mol 6 (19.35)
Leziuni severe la nivelul tesuturilor '
moi°
Durere 30 (100%) 22 (70.96) -
Febra - 3(9.67) -
Frison - 2 (6.45) -
Bacteriemie - 3(9.67) -
Semne radiologice de defixare ale 23 (76.66%) 15 (48.38) i

implantului endoprotetic

Aspecte de laborator
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Studiul lichidului sinovial
: e g 645.27
Studiul celularitatii — numarul de (£502.53), 180.00 - 8962.58 (+9488.41),
leucocite, (media, dev. std., interval) - '200(’) 00 ' 300.00 G/I - 0.000
GII" ' 33000.00 G/I
Studiul celularitatii — procent 0 0 0
polimorfonucleare (media, dev. std., 52% (£16.270,20% |  82.29% (+13.00), 0.000
. N - 80% 40% - 95%
interval) (%)
Esteraza leucocitard” (n=, pozitiva) 3 26 0.000
. . 24.13 mg/L
Proteina C-reactiva (V.R. 0-0.9 mg/L) | 0.95 mg/L (£3.36), -
(media, dev. std., interval)” 0.00 — 18.00 mg/L (+56.35), 0.50 - 312 | 0.028
mg_;/L
Studiul parametrilor biologici sangvini
Numatr de leucocite (V.R. 4000- 7944/ul (£1732), 8617/ul (£1998), 0.303
9000/ul) (media, dev. std., interval) 5480 — 13490/ul 4960 - 14220/ul '
VSH (<20 mm/h) (media, dev. std., 23 mm/h (x13), 7— | 34 mm/h (£19), 10 - 0.170
interval) 75 mm/h 86 mm/h '
Fibrinogen mg/dL (V.R. 200-400 405 mg/dL (86), 466 mm/h (x£106), 0.017
mg/dL) (media, dev. std., interval)” 250 — 705 mg/dL 261 — 505 mg/dL '
36.64 mg/L
Proteina C-reactiva (V.R. <6 mg/L)" | &7 ML (£7.98).3 |\ 43 85) '3- 210 mg | 0.003
— 46 mg/L dl

* - diferentd semnificativ statistica intre cele 2 loturi de studiu, imp — implanturi;
PMMA- polimetilmetacrilat; dev. std. — deviatie standard; U — urbar;™ - poliartriti

reumatoidd, ™ - fracturd de col femural,

a

: eritem si induratie locald;

b

. leziune

tegumentard/ dehiscenta fara exprimare de secretii; °: fistuld, fistuld activa cu exprimare de
secretii, si abces in partile, V.R. — interval de referintd, VSH — viteza de sedimentare a

hematiilor,

4.2 Clasificarea histopatologica a patologiei asociate implantului endoprotetic

Tabel 5 Evaluare histopatologica membrana periprotetica

Numair cazuri

Tip clasificarea

Pacienti cu degradare

histologica Krenn si
Morawietz

Pacienti cu infectie

periprotetica endoprotetica

mecanica
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Tip | 4 10 0.59
Tip I 7 0 0.005
Tip Il 18 11 0.097
Tip IV 2 9 0.016

4.3 Consideratii asupra aspectelor etiologice

Dintre cei 31 de pacienti diagnosticati cu infectii periprotetice, un diagnostic microbiologic a
fost obtinut in 29 din cele 31 de cazuri (93.54%): 7 cazuri in 2016 (100%), 6 cazuri in 2017 (100%),
9 (100%) 1n 2018, si 7 cazuri (77.77%) n 2019. Proportia cazurilor cu diagnostic microbiologic a
variat semnificativ Tn timpul perioada de studiu (p=0.00) aplicand t-Test: Two-Sample Assuming
Unequal Variances premergator fiind aplicat un test F-Test Two-Sample for Variances. Variatie
semnificativ statistica cel mai probabil In contextul unui numar mic de pacienti inrolati in studiu.

In total, 12.9% (4 cazuri) din totalul episoadelor de infectii periprotetice au fost infectii
polimicrobiene. Totodatd nu au fost identificate tendinte semnificative in timp de crestere a
proportiei de infectii polimicrobiene. Astfel in anul 2016, au fost diagnosticate 2 cazuri de infectii
periprotetice polimicrobiene si cate un caz in 2017 si respectiv 2018. Toate cazurile de infectii
polimicrobiene au fost asociate implanturilor endoprotetice de sold.

Tabel 6 Infectiile polimicrobiene — repartitie pe ani si agenti etiologici

An Asociere bacteriana

Staphylococcus aureus meticilino-rezistent

(MLSBi -inducible resistance to clindamycin

2016 strains) + Enterobacter cloacae

Staphylococcus epidermidis + Pseudomonas
fluorescens

Ralstonia pickettii + Pseudomonas
aeruginosa

2018 Staphylococcus xylosus + Acientobacter spp.

2017

Tabelul 25 prezinta sumarizat microorganismele implicate in etiologia infectiilor periprotetice
in timpul perioadei de studiu. Cocii Gram-pozitivi aerobi au fost cel mai frecvent grup de
microorganisme implicat in etiologia infectiilor periprotetice — 20 culturi pozitive reprezentand
57.14%, urmat de bacilii Gram-negativi aerobi — 13 culturi, ce reprezinta 37.14%. La 2 cazuri de
infectii periprotetice din culturi nu au fost identificatii agenti patogeni prin niciuna dintre metodele
de detectie utilizate 1n acest studiu. Cei mai frecventi coci Gram-pozitivi izolati au fost stafilococii
coagulazo-negativi (n=10) urmati de Staphylococcus aureus (n=7), Enterococcus spp. (n=2) si
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Streptococcus grup D (n=1). Dintre stafilococii coagulazo-negativi cel mai frecvent a fost izolat
Staphylococcus epidermidis (n=7).

Tabel 7 Rezultate microbiologice ale culturilor

Microorganism sau grup

Nr. total de culturi pozitive (%)

Coci Gram-pozitivi aerobi

20 (57.14%)

CNS - Coagulase-negative staphylococci

10 (28.57%)

Staphylococcus epidermidis 7 (20%)
Staphylococcus lentus 2 (5.71%)
Staphylococcus xylosus 1 (2.85%)

Staphylococcus aureus 7 (20%)
Methicillin-resistant S. aureus 6 (17.14%)
Methicillin-susceptible S. aureus 1 (2.85%)
Streptococcus species 1 (2.85%)
Streptococcus group D 1 (2.85%)
Enterococcus species 2 (5.71%)
Enterococcus faecalis 2 (5.71%)

Bacili Gram-negativi aerobi

13 (37.14%)

Enterobacteriaceae 5 (14.28%)

Escherichia coli 1 (2.85%)
Enterobacter spp. 3 (8.57%)
Enterobacter cloacae complex 2 (5.71%)
Enterobacter amnigenus 2 1 (2.85%)
Klebsiella spp. 1 (2.85%)
Bacili Gram-negativi nonfermentativi 8 (22.85%)
Pseudomonas spp. 3 (8.57%)
Pseudomonas fluorescens 1 (2.85%)
Pseudomonas aeruginosa 2 (5.71%)
Acinetobacter spp. 1 (2.85%)
Ralstonia pickettii 4 (11.42%)
Fara crestere bacteriana 2 (5.71%)

Nu am observat o tendintd liniara semnificativa in crestere sau descresterea numarului de
infectii periprotetice cauzate de bacili aerobi Gram-negativi (p=0.32) sau coci Gram-pozitiv aerobi
(p=0.06).
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4.5 Identificarea moleculara a bacteriilor cu ajutorul tehnologiei 16S rRNA bbFISH (beacon-
based fluorescent in situ hybridization) din lichidul de sonicare

Utilizarea biologiei moleculare in vederea identificarii bacteriilor din lichidul de sonicare si
implicit a etiologiei infectiilor asociate implanturilor ortopedice la pacientii inrolati in studiu a
reprezentat cel de al 2-lea deziderat principal al acestei cercetari.

Utilizarea tehnologiei 16S rRNA bbFISH (beacon-based fluorescent in situ hybridization) pe
probe din lichidul de sonicare utilizdnd un kit bbFISH (hemoFISH® Masterpanel, miacom®
diagnostics GmbH Disseldorf, Germany) cu un timp de procesare a probelor de 30 minute a
reprezentat o posibila orientare etiologica, in concordantd cu tipurile de bacterii ce pot fi
identificate cu acest kit, rapida, inca din ziua interventiei, cu posibilitatea adaptarii terapiei
antibiotice empirice centrata pe o anumita specie de bacterii. Un total de 61 de probe de lichid de
sonicare, reprezentand cei 61 de pacienti inrolati in studiu, au fost analizate utilizand kit-ul de
detectare rapida moleculara a bacteriilor. 26 de probe au fost pozitive la examinarea microscopica
identificandu-se astfel 26 de bacterii implicate in etiologia infectiilor periprotetice, identificare in
concordanta cu tipurile de bacterii ce pot fi detectate utilizand kit hemoFISH® Masterpanel. Pe
langa identificare propriu-zisa, de asemenea, evaluarea microscopicd a evidentiat informatii in situ
despre morfologia celulara, numarul, distributia spatiala a microorganismelor cat si date despre
mediul celular din jur bacteriilor. Astfel, toate tulpinile de Ralstonia pickettii (n=4) nu au fost
identificate n contextul in care kitul de diagnostic nu contine probe pentru identificarea acestor
specii bacteriene. De asemenea nici tulpina de Pseudomonas fluorescens nu a fost identificata,
desi kit-ul contine probe pentru detectarea speciilor bacteriene de tip Pseudomonas aeruginosa nu
ar fi fost posibile reactii incrucisate, aceste probe fiind specifice unui singur tip bacterian.

Tabel 8 Identificare bacteriana cu ajutorul tehnologiei 16S rRNA bbFISH

.. . Idenitificare moleculara a
Tulpini bacteriene . e g .
identificate prin cultura bacterul_or utilizand N.umar. t};lpml Comentarii
lichidului de sonicare tehnologia 16S rRNA identificate
bbFISH®
Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus
(MLSBI -inducible Staphylococcus aureus 5
resistance to clindamycin
strains)
Methicillin-susceptible S. Staphylococcus aureus 1
aureus
Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus + 1
(MLSBI -inducible Enterobacteriaceae
resistance to clindamycin
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strains) + Enterobacter
cloacae
Stsgi?gf;?gizus Staphylococcus spp 6
Staphylococcus -
epidermidis + Staphylococcus spp 1 Identlflc:jlre
partiald
Pseudomonas fluorescens
Staphylococcus lentus Staphylococcus spp 2
Kit-ul nu
contine probe
pentru
Ralstonia pickettii - 0 detegtgrea
tulpinilor
bacteriene de
Ralstonia
pickettii
Ralstonia pickettii_ + Pseudomonas aeruginosa 1 Identificare
Pseudomonas aeruginosa partiala
Klebsiella spp. Enterobacteriaceae 1
Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis 2
Staphylococcus xylosus + Staphylococcus spp + 1
Acientobacter spp. Acientobacter spp.
Enterobactezr amnigenus Enterobacteriaceae 1
Enterog);r%tslgiloacae Enterobacteriaceae 1
Streptococcus group D Streptococcus spp. 1
Pseudomonas aeruginosa | Pseudomonas aeruginosa 1
Escherichia coli Escherichia coli 1

Din utilizarea tehnologiei 16S rRNA bbFISH au rezultat 26 de probe testate pozitiv (true-
positive) si 30 probe negative (true-negative). 5 probe au fost fals negative, 4 dintre ele in contextul
n care kit-ul nu contine probe (beacons) pentru identificare tulpinilor de Ralstonia pickettii si 0
tulpina de Pseudomonas fluorescens.

Tn ceea ce priveste performantele identificarii bacteriene utilizand biologia moleculara, in speti
tehnologia 16S rRNA bbFISH (beacon-based fluorescent in situ hybridization) pe probe din
lichidul de sonicare cu un kit bbFISH (hemoFISH® Masterpanel, miacom® diagnostics GmbH
Dusseldorf, Germany), sensibilitatea acestui test este de 83.87% (95% CI 66.27% - 94.55%) iar
specificitatea este de 100.00% (95% CI 88.43% - 100.00%) atunci cand analizam testul/procedura
de diagnosticare in sine-, dar cand evaluam aceeasi parametrii strict la bacteriile care pot fi
identificate utilizand acest kit, parametrii sunt astfel: sensibilitatea de 100.00% (95% CI 86.77% -
100.00%), specificitatea este de 100.00% (95% CI 90.00% - 100.00%), iar acuratetea este de
100.00% (95% CI 94.13% - 100.00%).
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Performanta metodelor de identificare ale agentilor etiologici implicati in infectiile
periprotetice utilizate sunt diferite, lucru deja demonstrat si mentionat in literatura de specialitate
care a dus la necesitatea utilizarii mai multor metode de identificare in contextul in care nicio
metoda pana in momentul de fatd nu prezinta o sensibilitate si o specificitate de 100%. Astfel, in
ordine descrescdtoare a performantelor metodelor de identificare a bacteriilor, cei mai buni
parametrii au fost identificati in cazul culturilor din lichidul de sonicare, urmat de identificarea
prin tehnici de biologie moleculara a bacteriilor prin 16S rRNA bbFISH®, culturi bacteriene din
probe biopsice din tesuturile moi cét si din membrana periprotetica de interfata si culturile din
lichidul sinovial (sensibilitate/ specificitate: 90.32%/100.00%, 83.87%/100.00%, 80.65%/
100.00% si respectiv 32.26%/100.00%).

4.6 Caracteristicile microbiologice ale tulpinilor izolate

Cea mai importanta caracteristica a unui agent patogen fie el din spectrul bacterian, fungic sau
viral este reprezentatd de susceptibilitatea respectiv sensibilitatea si rezistenta la actiunea
diferitelor clase de medicamente.

MIC-urile (minimum inhibitory concentrations - concentratia minima inhibitorie) tulpinilor
bacteriene izolate au fost evaluate in conformitate cu European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing breakpoints (EUCAST). Pe baza acestor concentratii minime inhibitorii a
fost stabilita si susceptibilitatea la antibiotice a tulpinilor izolate.

Multiple drug resistance (MDR)/ Extensively drug resistant (XDR)

28 de tulpini bacteriene din cele izolate in timpul perioadei de studiu au fost tulpini bacteriene
multidrog rezistente (in concordanta cu definitiile din literatura)

Aceastd grupare a tulpinilor bacteriene in functie de rezistenta la diferitele clase de antibiotice
a inclus 6 tulpini de Methicillin-resistant S. aureus (2 tulpini in 2016, 1 tulpina in 2018 si 3 tulpini
n 2019), 6 tulpini de Methicillin-resistant S. epidermidis (2 tulpini in 2016, cate 1 tulpina in 2017
si 2018, si 2 tulpini in 2019), si 0 tulpind de Methicillin-resistant S. lentus. 17 tulpini de bacili
Gram-negativi au fost tulpini de tip multiple drug resistance, dintre care 5 tulpini de tip ESBL
(extended- spectrum beta-lactamases). O singura tulpina a fost de tip Extensively drug resistant
(XDR) ESBL (extended- spectrum beta-lactamases) cea de Pseudomonas fluorescens. O tulpina
de tip bacil Gram-negativ MDR si 0 tulpina de tip XDR 1in asociere cu tulpini de tip Methicillin-
resistant S. epidermidis si Methicillin-resistant S. aureus au fost implicate in etiologia a doua cazuri
de infectie periprotetica de tip plurietiologica.

4.7 Comorbiditati. Charlson Comorbidity Index

Comorbiditati
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Tn acest studiu, un impact semnificativ asupra probabilititii, ca pacientii sa dezvolte o infectie
periproteticd nu l-a avut patologia de fond asociati (prin prisma valorilor OR si RR). Tn general,
valori ale RR apropiate de 1 sugereaza aceeasi probabilitate de a face boala, astfel incat factorul
nu are o influentd. Dacad RR are valori mai mari ca 1, exista o relatie intre factorul de risc si boala
(nu este obligatoriu ca sa fie si cauza). Valori ale OR apropiate de 1, denota faptul cd expunerea
nu influenteazi aparitia patologiei, iar o valoare mult peste 1, denoti 0 tendint de corelatie care
este considerata cauzala in majoritatea cazurilor.

Am evaluat, de asemenea, si posibilitatea existentei unei corelatii intre numarul de
comorbiditati si prezenta unei infectii periprotetice, neexistand intre acesti 2 parametrii o corelatie
semnificativ statisticd, r= 0.128, p= 0.326, n=61. S-a tentat gruparea numarului de comorbiditati
in subgrupe de tip: 1 comorbiditate, 2 comorbiditati, 3 comorbiditati si 4 sau mai multe
comorbiditdti si ulterior reevaluarea existentei unei posibile corelatii. Nici in aceste conditii in
aceastd cercetare nu existd o corelatie semnificativ statistica intre numarul de comorbiditati si
prezenta unei infectii periprotetice, r=0.162, p= 0.213, n=61.

S-a evaluat si posibilitatea existentei unei corelatii semnificative statistic intre media numarului
de comorbiditdti sau media grupdrii numarului de comorbidititi si prezenta unei infectii
periprotetice, dar nici aceasta asociere nu se coreleaza, cu aceeasi parametrii statistici ca si mai
Sus.

Desi nu face obiectul de studiu al acestei cercetari, este necesar a se mentiona, si implicit a se
reconfirma, faptul ca existd o corelatie pozitivd semnificativ statisticd intre varsta pacientilor si
numarul de comorbiditati, r= 0.328, p=0.010, n=61.

Tn statistica, modelul logistic (logistic model) este utilizat pentru modelarea probabilitatii unor
anumite evenimente existente, cum ar fi sinitos-bolnav. In aceasti cercetare s-ar putea utilizain a
determina probabilitatea dezvoltarii unei infectii periprotetice. Pe baza datelor rezultate in tabelul
Variables in the Equation putem afirma faptul ca existd o probabilitate pentru un pacient
fumator ca sa dezvolte o infectie periprotetica de 0.001490 ori mai mare (Exp(b)-OR), un rezultat
semnificativ statistic, p=0.04. Aceleasi probabilitati se regasesc in cazul pacientilor cu boala
cardiacd ischemica (p=0.020), indice de masd corporald mai mare de 30kg/m2 (p=0.038),
hepatopatii (p=0.027), poliartritd reumatoida seropozitivd (p=0.025),s1 cu un numar crescut de
comorbiditdti (p=0.048).

Charlson Comorbidity Index

Indicele de comorbiditate Charlson (Charlson Comorbidity Index) este, probabil, cel mai
utilizat indice pentru a prezice mortalitatea la zece ani (rata de supravietuire estimata la 10 ani,
exprimata procentual) pentru un pacient ce prezinta o serie de afectiuni concomitente. Pentru intreg
lotul de pacienti (n=61), indicele de comorbiditate Charlson a variat intre 0 i 7 puncte, cu o medie
de 3.97 si o deviatie standard de +1.449. Rata de supravietuire estimatd la 10 ani, a variat intre 0
si 98% puncte, cu o medie de 50.67% si o deviatie standard de £29.399%. Analiza statistica a
acestor date nu evidentiaza diferente semnificativ statistice intre cele 2 loturi din punctul de vedere
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al acestor 2 parametrii (p=0.218 pentru indicele de comorbiditate Charlson respectiv p=0.110 rata
de supravietuire estimatd la 10 ani). In lotul de pacienti diagnosticati cu infectie periprotetici
(n=31) inrolati 1n studiu, indicele de comorbiditate Charlson a variat intre 0 si 7 puncte, cu o medie
de 4 si o deviatie standard de £1.621. Rata de supravietuire estimatd la 10 ani, a variat Intre 0 si
98% puncte, cu 0 medie de 53.00% si o deviatie standard de +31.626%. In lotul de pacienti
diagnosticati cu degradare aseptica implant endoprotetic (n=30) inrolati in studiu, indicele de
comorbiditate Charlson a variat Intre 1 si 7 puncte, cu o medie de 4 si o deviatie standard de £1.230.
Rata de supravietuire estimata la 10 ani, a variat intre 0 si 96% puncte, cu 0 medie de 53.00% si 0
deviatie standard de +£26.002%.

4.8 Managementul terapeutic
Managementul terapeutic al pacientilor diagnosticati cu infectie periprotetica.

Toate cele 31 de cazuri de infectii periprotetice au fost analizate din punct de vedere al
managementului, un procedeu chirurgical fiind asociat unui tratament antibiotic specific in toate
cazurile, niciun pacient nefiind manageriat cu terapie antibiotica supresiva pe termen lung.

Astfel, tipurile de management chirurgical implementate, in functie de frecventa, au fost: 1
interventie de tip 3SE - Three-stage exchange (revizie in 3 etape) (3.22%), 4 interventii de tip
DAIR - Debridement and implant retention (12.90%), 12 interventii de tip OSE - One-stage
exchange (revizie intr-o etapa) (38.70%), si 14 interventii de tip TSE - Two-stage exchange
(revizie Tn 2 etape) (45.16%). Tn 2016, au fost efectuate 6 interventii chirurgicale de tip TSE si 0
interventie chirurgicala de tip OSE. In anul 2017, au fost efectuate 4 interventii chirurgicale de tip
OSE, si cate o interventie chirurgicald de tip OSE si 3SE. 5 interventii chirurgicale de tip OSE, 3
interventii chirurgicale de tip TSE si o interventie chirurgicald de tip DAIR, au fost efectuate in
anul 2018, iar In anul 2019, au fost efectuate 3 interventii chirurgicale de tip DAIR, 2 interventii
chirurgicale de tip OSE si 4 interventii chirurgicale de tip TSE.

Analizdnd tipul de procedeu chirurgical implementat, in functie de tipul de infectie
periproteticd (acutd, cronicd sau acutd hematogena), si anul Inrolarii in studiu au fost evidentiate
diferente din punct de vedere al strategiilor de tratament adoptate, diferente survenite cel mai
probabil o datd cu cresterea gradului de incredere in strategiile de diagnosticare si management
implementate prin aceasta cercetare si cu publicare, in literatura de specialitate, a rezultatelor pe
termen lung obtinute Tn urma implementarii acelorasi strategii in diferite centre de referinta la nivel
international. Dacd in primii 2 ani de studiu, in cazul infectiilor acute si acute hematogene,
procedeul chirurgical cel mai frecvent implementat a fost cel de tip OSE, in anii de studiu 2018-
2019 cel mai frecvent procedeu chirurgical utilizat a fost DAIR. In cazul infectiilor periprotetice
cronice, daca 1n perioada de studiu 2016-2017 cel mai frecvent procedeu chirurgical adoptat a fost
revizia in 2 etape (TSE), in ultimii 2 ani de studiu s-a observat o schimbare certa spre adoptarea
unor politici de tip revizie intr-o singura etapa (OSE).
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Tabel 9 Repartitie numar tip interventii chirurgicale pe ani de studiu si tip infectie periprotetica

An studiu; 2016

Tip infectie periproteticd

Tip procedeu chirurgical - - - m—
Acuta Acuta hematogena Cronica
3SE - Three-stage exchange - - -
TSE - Two-stage exchange 1 - 5
OSE - One-stage exchange 1 - -
DAIR - Debridement and implant retention - - -

An studiu: 2017

Tip infectie periprotetica

Tip procedeu chirurgical

Acuta Acutd hematogené Cronica
3SE - Three-stage exchange - - 1
TSE - Two-stage exchange - - 1
OSE - One-stage exchange 1 1 2

DAIR - Debridement and implant retention

An studiu; 2018

Tip infectie periprotetica

Tip procedeu chirurgical

Acuta Acuta hematogené Cronica
3SE - Three-stage exchange - - -
TSE - Two-stage exchange - - 3
OSE - One-stage exchange - - 5

DAIR - Debridement and implant retention

1

An studiu: 2019

Tip infectie periprotetica

Tip procedeu chirurgical

Acuta Acutd hematogené Cronica
3SE - Three-stage exchange - - -
TSE - Two-stage exchange - - 3
OSE - One-stage exchange - - 2
DAIR - Debridement and implant retention 2 2 -
Sumar
. L Tip infectie periprotetica
Tip procedeu chirurgical Acutd | Acuta hematogené Cronica
3SE - Three-stage exchange - - 1
TSE - Two-stage exchange 1 - 12
OSE - One-stage exchange 2 1 9
DAIR - Debridement and implant retention 2 3 -

Managementul terapeutic implementat s-a soldat cu esec in doua cazuri.
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Pe baza acestor doua cazuri de esec a unei interventii de asanare a unei infectii periprotetice,
putem afirma faptul ca, in cazul acestui lot de pacienti studiati, rata de recidiva a unei infectii
periprotetice dupa o asanare este de 6.45%.

Tratamentul cu antibiotice administrate pe cale intravenoasa a inclus vancomicina n
optsprezece cazuri, ampicilind/sulbactam in doua cazuri, si fiecare dintre urmatoarele, Tntr-un caz:
meropenem+linezolid, linezolid + levofloxacin, levofloxacin, vancomicind + meropenem,
meropenem, piperacilina/tazobactam si vancomicina + cefuroxim. Cel mai frecvent antibiotic oral
prescris a fost cotrimoxazolul in 10 episoade, urmat de cotromoxazol + rifampicina in 6 episoade,
levofloxacin in 5 episoade, levofloxacin + rifampicina in 4 episoade, si fiecare intr-un singur
episod: ciprofloxacina, cotrimoxazol + cefuroxim, amoxicilind/acid clavulanic, si amoxicilina/acid
clavulanic + ccotrimoxazol. Durata totala a tratamentului a fost de 3 luni, cu exceptia unui caz.

4.9 Follow-up

Pacientii au fost urmariti si evaluati postoperator pand acestia au dezvoltat un esec de
tratament, au decedat sau au fost pierduti in perioada de follow-up. In perioada de studiu din
documentele disponibile niciun pacient nu a decedat si niciun pacient nu a fost pierdut pe parcursul
studiului.

Analiza Kaplan-Meier a intregului lot de studiu

Folosind tabelul de supravietuire cumulativa - cumulative survival table, probabilitatea de
mortalitate cumulata la 12 luni este de 1.60%, la 25 luni de 3.40% iar la 39 luni de 3.40% sau
probabilitatea de supravietuire cumulata la 12 luni este de 98.40%, la 25 luni de 95.30% iar la 39
luni de 95.30%.

Analiza Kaplan-Meier pe loturi de studiu

Aceasta analizd a fost efectuatd pe cele doud loturi de studiu, pacienti diagnosticati Cu
degradare aseptica si pacienti diagnosticati cu infectie periprotetica utilizand urmatorii pasi - KM
Luni BY infectie /STATUS=Recidiva(0) /PRINT TABLE MEAN /PLOT SURVIVAL /TEST
LOGRANK BRESLOW TARONE /COMPARE OVERALL POOLED.

Folosind din nou tabelul de supravietuire cumulativd sau cumulative survival table,
probabilitatea de mortalitate cumulata in cazul pacientilor diagnosticati cu degradare aseptica a
implantului endoprotetic la 12 luni este de 0.00%, la 25 luni de 0.00% iar la 39 luni de 0.00% sau
probabilitatea de supravietuire cumulata la 12 luni este de 100.00%, la 25 luni de 100.00% iar la
39 luni de 100.00%, iar 1n cazul pacientilor diagnosticati cu infectie periprotetica probabilitatea de
mortalitate cumulata la 12 luni este de 3.20%, la 25 luni de 8.30% iar la 39 luni de 8.30% sau
probabilitatea de supravietuire cumulata la 12 luni este de 96.80%, la 25 luni de 88.70% iar la 39
luni de 88.70%.
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Analiza Kaplan-Meier pe loturi de studiu si proceduri chirurgicale

Aceasta analizd a fost efectuatd pe cele doud loturi de studiu, pacienti diagnosticati Cu
degradare aseptica si pacienti diagnosticati cu infectie periprotetica utilizdnd urmétorii pasi - KM
Luni BY infectie/STRATA=Procedeuch /STATUS=Recidiva(0) /PRINT TABLE MEAN /PLOT
SURVIVAL /TEST LOGRANK BRESLOW TARONE /COMPARE OVERALL POOLED.

Analizand tabelul de supravietuire cumulativa se evidentiaza faptul cd singurele evenimente
au fost prezente in cazul utilizarii unui procedeu chirurgical de tip TSE- Two-stage exchange,
revizie in 2 etape.

Utilizand cumulative survival table probabilitatea de mortalitate cumulata, in cazul pacientilor
la care a fost utilizat alt procedeu chirurgical in afard de revizia in 2 etape, la 12 luni este de 0.00%,
la 25 luni de 0.00% iar la 39 luni de 0.00% sau probabilitatea de supravietuire cumulata la 12 luni
este de 100.00%, la 25 Iuni de 100.00% iar la 39 luni de 100.00%, iar in cazul pacientilor la care
a fost utilizat procedeul chirurgical de tip TSE- Two-stage exchange, revizie in 2 etape (procedeu
utilizat strict in cazul pacientilor cu infectie periprotetica) probabilitatea de mortalitate cumulata
la 12 luni este de 6.9%, la 25 luni este de 15.20%, iar la 39 luni de 15.20% sau probabilitatea de
supravietuire cumulata la 12 luni este 92.90%, la 25 luni este de 77.40%, iar la 39 luni de 77.40%.
De reamintit faptul ca acest tip de management terapeutic implementat, s-a soldat cu esec in doua
cazuri. In primul caz, esecul a fost cauzat de lipsa compliantei in respectarea schemei de
antibioterapie (pacientul renuntand la administrarea terapiei cu ciprofloxacin la domiciliu dupa 30
zile) si in contextul in care era un pacient imunodeprimat in contextul unei imunosupresii pentru
un transplant renal. Cel de al doilea caz, infectie periprotetica cauzata de o tulpind bacteriand de
Enterococcus faecalis manageriat printr-un procedeu de tip two-stage exchange, reinfectie cauzata
de aceeasi tulpind de Enterococcus faecalis.

Astfel putem sumariza prin faptul ca, utilizand functia de estimare Kaplan-Meier, rata estimata
de supravietuire (tradusd in cazul acestei cercetdri prin lipsa recidivei infectiei periprotetice)
raportatd la tipul de procedeu chirurgical utilizat si la 39 luni este de 100.00% in cazul procedeelor
de tip Debridement and implant retention, One-stage exchange, si Three-stage exchange, iar in
cazul procedeului de tip Two-stage exchange tot la 39 luni aceasta rata este de 77.40%.

4.10 Implicatii economice. Durata de spitalizare.
Costul de tratament

Utilizand din nou un procedeu de analiza statistica de tip One-way ANOVA si ulterior tabelul
multiple comparisons ce contine rezultatele unui test de analiza post hoc Tukey putem concluziona
prin faptul ca existd o corelatie semnificativ statistica intre costul de tratament al unui pacient si
prezenta unui infectii periprotetice (p=0.000), astfel costurile de management ale unui pacient s-
au asociat cu diagnosticul de infectie periprotetica.
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Durata de spitalizare

Un alt parametru cu implicatii majore Tn impactul economic al infectiilor periprotetice cét si in
toate patologiile, este reprezentat de durata de spitalizare. Un factor ce poate influenta decisiv
evolutia oricdrei patologii.

Durata medie de spitalizare a unui pacient cu infectie periprotetica, in functie de procedeul
chirurgical pentru care s-a optat, a fost de 9.5 zile, 12.25 zile, si 26.71 zile pentru DAIR, OSE, si
respectiv TSE.

Durate mai mari de spitalizare in cazul pacientilor diagnosticati cu infectii periprotetice (peste
25 zile) s-au asociat cu urmatoarele tulpini bacteriene izolate: Methicillin-resistant Staphylococcus
aureus (MLSBiI -inducible resistance to clindamycin strains); Methicillin-resistant Staphylococcus
aureus (MLSBI -inducible resistance to clindamycin strains) + Enterobacter cloacae complex;
Staphylococcus epidermidis; Staphylococcus epidermidis + Pseudomonas fluorescens;
Staphylococcus lentus; Ralstonia pickettii, si Enterococcus faecalis.

Utilizand din nou un procedeu de analiza statistica de tip One-way ANOV A si tabelul multiple
comparisons ce contine rezultatele unui test de analiza post hoc Tukey putem concluziona ca exista
o corelatie/diferenta semnificativ statistica intre durata de spitalizare a unui pacient si prezenta
unui infectii periprotetice (p=0.048), astfel durata mare de spitalizare a unui pacient s-a asociat cu
diagnosticul de infectie periprotetica.

Utilizand un procedeu de corelatie de tip bivariabila, cu calcularea unor coeficienti de corelatie
de tip Pearson, Kendall’s tau-b sau Sperman, si utilizarea unui test de semnificatie, nu s-a
evidentiat o corelatie semnificativ statistica intre durata de spitalizare si tipul de procedeu
chirurgical utilizat.
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6. DISCUTIL

Varsta pacientilor care au fost supusi unei interventii de endoprotezare primara a scazut
semnificativ Tn ultimele decenii. Acest lucru s-a datorat, pe de o parte, ratei bune de supravietuire
a implanturilor endoprotetice primare, pe de alta parte asteptarilor tot mai crescute ale pacientilor
(269).

Diagnosticul si managementul infectiilor asociate implanturilor ortopedice incd rdman o
problema. Existenta ,,ferestrei” de 3 saptdmani reprezintd un punct temporal cheie in care fie am
castigat lupta pentru ,,suprafata”, fie am pierdut-0. Protocoalele adaptate tratamentului infectiilor
asociate biofilmului si a noilor metode de diagnostic, au imbunatatit rata de eradicare a infectiilor,
fara a avea certitudine de 100% ca@ am eradicat infectia. Sunt necesare centre de tratament bine
dotate pentru diagnostic si echipe multidisciplinare chirurg-infectionist-microbiolog clinic.
Infectiile periprotetice, reprezintd cea mai de temut complicatie asociatd unei artroplastii si
necesitd un diagnostic precoce, rapid si precis, capabil sda duca la implementarea unei strategii
adaptate de management terapeutic.

Diagnosticul de infectie periprotetica se bazeaza pe o serie de criterii bine definite (91) (270)
(271). Pana 1n acest moment, nu exista un standard de aur clar definit pentru a stabili diagnosticul
de infectiei asociata unui implant endoprotetic, desi prin Primul si cel de Al doi-lea Consens
International s-a putut standardiza intr-o mai mare masura diagnosticul si implicit managementul
acestor cazuri (272). Este obligatoriu, pentru gestionarea cazurilor de infectii periprotetice, a se
avea in vedere o abordare multidisciplinara (chirurg ortoped — medic infectionist — microbiolog
clinic) (91).

Desi punerea in aplicare a unor strategii standardizate si a unor protocoale de diagnostic si
management locale sau nationale/internationale, cum ar fi utilizarea salilor de operatie cu flux
laminar, sau administrarea adecvata a antibioticelor perioperator, a contribuit la scaderea incidentei
infectiel periprotetice, aceasta continua sa apara.

Incidenta infectiei periprotetice dupa artroplastia totalda de sold primara este de 1-2% (273;
274; 275), in timp ce rata infectiei periprotetice dupa artroplastia totala de genunchi primara este
de 1-4% (275; 276; 277; 278). Infectia periprotetica reprezinta 14.8% din reviziile efectuate pentru
0 artroplastie de sold si reprezintd cea mai frecventa cauza de revizie dupa o artroplastie de
genunchi (25.2%) (279; 280).

Am realizat un studiu monocentric, observational, de cohorta in cadrul Spitalului Clinic
Judetean de Urgenta Sibiu, Romania, in care a fost inrolat un numar total de 61 de pacienti in
perioada de studiu analizata (Septembrie 2016 — Ianuarie 2019), reprezentand un numar total de
61 de implanturi prelevate. Pe baza criteriilor de diagnostic au fost realizate doua loturi de pacienti.
Diagnosticul de degradare aseptica a unui implant endoprotetic a fost stabilit in 30 de cazuri
(49.18%) iar diagnosticul de infectie asociatd unui implant endoprotetic (infectie periproteticd) a
fost stabilit in 31 de cazuri (50.81%). In sublotul de pacienti diagnosticati cu degradare aseptica
varsta medie a pacientilor a fost de 68.50 ani iar in cel cu pacienti diagnosticati cu infectie

periproteticd, varsta medie a pacientilor a fost de 68 ani. Utilizand clasificarea propusa de Zimmerli
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si colab. (236), am putut grupa cei 31 de pacienti diagnosticati cu infectie periprotetica astfel: 9
pacienti diagnosticati cu infectie periproteticd precoce, 6 pacienti cu infectie periprotetica
intarziata si 16 pacienti diagnosticati cu infectie periprotetica tardiva.

Studiul lichidului sinovial reprezinta un element cheie in stabilirea diagnosticului de infectie
periprotetica. Lichidul sinovial a fost analizat din punct de vedere al celularitatii, nivelului
proteinei C-reactive si al esterazei leucocitare.

Evident si studiul meu a avut unele limitari. Tn primul rand tipul de studiu realizat, un studiu
monocentric, observational, de cohorti. In al doilea rand, populatia limitatd inrolata Tn studiu,
respectiv numarul de cazuri cu infectii periprotetice inrolate in studiu asociat unei perioade relativ
scurte de inrolare cat si de follow-up. Tn al treilea rand, centrul in care a fost realizat acest studiu
nu este dedicat tratamentului infectiilor periprotetice, dar cu introducerea noului protocol si cu
echipa dedicata care sa gestioneze aceste cazuri (chirurg ortoped - specialist in boli infectioase -
microbiolog), rezultatele obtinute sunt incurajatoare, prevalenta infectiilor periprotetice in
populatia putind fi chiar mai mare. Tn al patrulea rand, fiecare metoda analizata in acest studiu are
o limitare, cum ar fi testul cu bandelete de detectare a esterazei leucocitare poate prezenta
dificultdti in citirea culorii datorita prezentei de sange sau tesuturi, sau tehnologia de detectarea
moleculara 16S rRNA bbFISH (beacon-based fluorescent in situ hybridization) si in speta kit-ul
bbFISH (hemoFISH® Masterpanel, miacom® diagnostics GmbH Dusseldorf, Germany utilizat,
poate detecta strict bacteriile pentru care acest kit a fost dezvoltat. Tn al cincilea rand, costul estimat
al managementului acestor cazuri nu a inclus costurile rezultate din alte internari in spital (de
exemplu, internarea in sectiile de boli infectioase), nu a inclus nici costurile evaluarilor din
ambulatoriu, inclusiv reabilitarea, ingrijirile acordate la domiciliu si tratamentele farmaceutice
efectuate ambulatoriu. Astfel, in ceea ce priveste estimdrile costurilor, sarcina economicd a
infectiei periprotetice calculata in prezentul studiu este categoric subestimata. Multi factori sociali
si economici pot influenta schimbarile populatiei. Sunt necesare studii mai mari pentru a confirma
aceste rezultate. Cu toate acestea, rezultatele mele sunt foarte promitatoare.
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7. CONCLUZII.

A fost o calatorie lungd pentru a intelege lumea plina de mister a biofilmelor, o célatorie cu
multe descoperiri in acest domeniu. Exista informatii noi, extraordinare, care implica cunoasterea
comunicarii intercelulare (cell-to-cell communication), dar suntem incé la inceputul intelegerii
noastre. Aceste descoperiri vor fi progrese certe pentru tratamentul infectiilor asociate biofilmului.

Diagnosticul si managementul infectiilor asociate implanturi ortopedice, infectii asociate
biofilmului raméan incé o problema. Infectia periprotetica ramane in continuare cea mai frecventa
si de temut complicatie asociate unei artroplastii. In ciuda progresului stiintific din ultimii ani,
incidenta infectiilor periprotetice este in crestere, atat legata de un numar crescut de interventii de
endoprotezare primare, cat si de aparitia microorganismelor rezistente la diferite clase de
antibiotice sau chiar panrezistente. Centrele de diagnostic si tratament dedicate managementului
infectiilor periprotetice cu echipe multidisciplinare (chirurg ortoped, specialist in boli de
infectioase si microbiolog clinic) sunt obligatorii pentru a oferi sansa unui management ortopedic
corect al infectiilor de biofilm asociate implanturi endoprotetice.

Culturile bacteriene din lichidul de sonicare raman standardul de aur in diagnosticarea
infectiilor asociate implanturilor endoprotetice. Cultura negativa a lichidului sinovial obtinut
preoperator, a tesuturilor moi care inconjoara implantul endoprotetic sau a membranei de interfata
implant-os obtinute intraoperator, nu exclude prezenta bacteriilor pe suprafata implantului.
Tehnologia de detectarea moleculara a bacteriilor 16S rRNA bbFISH (beacon-based fluorescent
in situ hybridization) reprezinta o noud analizd molecularda de succes, care suplimenteaza
abordarile traditionale si accelereaza diagnosticul infectiilor periprotetice. Aceste test 16S rRNA
bbFISH trebuie optimizat pentru detectarea tulpinilor bacteriene relevante pentru domeniul
infectiilor asociate implanturilor ortopedice precum Cutibacterium (cunoscut anterior sub
denumirea de Propionibacterium) acnes si de ce nu Ralstonia pickettii sau Pseudomonas spp.

Determinarea nivelului proteinei C-reactive din lichidul sinovial a prezentat cea mai buna
performanta in ceea ce reprezintd sensibilitatea, urmat de numarul de leucocite, procentul de
polimorfonucleare si esteraza leucocitara. In ceea ce priveste specificitatea, cea mai mare a fost
intalnita in cazul determinarii numarului de leucocite, urmat de esteraza leucocitara, procentul de
polimorfonucleare si in ultimul rand de nivelul proteinei C-reactive din lichidul sinovial. Testul de
detectare cu bandeleta a esterazei leucocitare s-a dovedit a avea rezultate cel putin satisfacatoare,
avand in vedere ca este un test mai rapid si este mai putin costisitor, totodata reprezinta o optiune
bund in comparatie cu costurile de detectare a proteinei C-reactive din lichidul sinovial. Datele
publicate cu privire la nivelul proteinei C-reactive din lichidul sinovial arata ca fiecare centru ar
trebui sa-si stabileasca propriile valori prag, deoarece, dupd cum au raportat alti autori,
determinarea sa pare sa fie influentatd de metoda utilizatd pentru determinare. Atat esteraza
leucocitard, cat si proteina C-reactiva din lichidul sinovial au o valoare diagnostica ridicata. Atat
numarul de leucocite din lichidul sinovial, cat si procentul de polimorfonucleare din lichidul
sinovial 1si mentin rolul in diagnosticul infectiei periprotetice. Detectarea esterazei leucocitare, a
numarului de leucocite din lichidului sinovial si a procentului de polimorfonucleare din lichidul
sinovial este fiabila si valabild, facand parte din bateria de testele actuale pentru detectarea
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infectiilor periprotetice recomandate de majoritatea forurilor din domeniu, iar rolul proteinei C-
reactive din lichidul sinoviala trebuie sa fie inca evaluat.

Probabil, cea mai mare contributia a implementarii acestei strategii de diagnosticare a fost
reprezentatd de posibilitatea identificarii si managementului unor cazuri de infectii perioprotetice
cauzate de agenti patogeni foarte rari identificati, printre acestea se numara cele 4 cazuri de infectii
periprotetice cauzate de Ralstonia pickettii un bacil Gram-negativ cu capabilititi de a forma
biofilme, care extrem de rar a fost implicat ca si agent etiologic in asemenea situatii. Totodata pe
baza observatiilor mele, impreuna cu specialistul in boli infectioase implicat in proiect, am putut
stabili strategia de management medicamentos (antibiotic) al acestor cazuri neexistand pana in
acest moment ghiduri sau recomandari internationale.

Implementarea acestei strategii de diagnostic si tratament al pacientilor cu infectii
periprotetice, din punctul meu de vedere, a reprezentat un real succes pentru pacienti, utilizarea
tehnicilor implementate in continuare va depinde doar de dorinta profesionistilor implicati in
managementul acestor cazuri. Utilizarea protocolului creat cu exceptia utilizérii de rutind a tehnicii
de detectare moleculara a bacteriilor din punctul meu de vedere reprezintd o obligativitate in
momentul in care se doreste tratarea pacientilor cu infectii periprotetice. Lucrarea de fatd, va
reprezenta punctul de plecare pentru viitoarele mele cercetari stiintifice.

Tn concluzie:

1. Infectia periproteticd rdmane 1n continuare cea mai frecventd si de temut complicatie
asociata unei artroplastii.

2. Din numarul total de 61 de implanturi prelevate, de tip endoproteza (n = 58) sau spacere
din polimetilmetacrilat PMMA (n = 3), diagnosticul de degradare asepticd a unui implant
endoprotetic a fost stabilit n 30 de cazuri (49.18%) iar diagnosticul de infectie asociatd
unui implant endoprotetic (infectie periproteticd) a fost stabilit in 31 de cazuri (50.81%).

3. Vaérsta medie in grupul de pacienti diagnosticati cu degradare aseptica a fost de 68,50 ani
iar in grupul de pacienti diagnosticati cu infectie periprotetica, varsta medie a pacientilor a
fost de 68 ani.

4. 22 de pacienti au fost de gen feminin si 17 pacienti au provenit din mediul rural in primul
grup respectiv 10 de pacienti au fost de gen feminin si 15 pacienti au provenit din mediul
rural Tn al doilea grup.

5. Nu au existat diferente semnificativ statistice intre cele 2 loturi de studiu raportat la varsta
sau mediu de provenienta, p=0.574, respectiv p=0.517. Din puncte de vedere al genului au
existat diferente semnificativ statistice intre cele 2 grupuri, p=0.001.

6. Intre momentul interventiei initiale si inrolarea in studiu intre cele doua loturi de studiu au
existat diferente semnificativ, p=0.010 si respectiv, p=0.018.
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Patologia articulara subiacentd, in lotul de pacienti diagnosticati cu degradare aseptica a
unui implant endoprotetic a fost osteoartrita (n=22), urmata de poliartrita reumatoida (n=6)
si traumatisme — fractura de col femural (n=2), iar in lotul de pacienti diagnosticati cu
infectie periprotetica cea mai frecventd patologie a fost osteoartrita (n=28), urmatd de
poliartrita reumatoida (n=2) si traumatisme — fractura de col femural (n=1).

Durata medie in ani de la momentul interventiei primare de endoprotezare si pana la
debutul infectiei periprotetice a fost de 3.23 ani, cu un minim de 2 saptdmani si un maxim
de 15 ani.

Dintre comorbiditatile prezente in lot, riscul pentru a dezvolta o infectie periprotetica la
pacientii cu boala cardiaca ischemica — risc de 0.077 ori mai mare 95%CI1[0.008 — 0.0765]
p=0.029, si in cazul pacientilor cu poliartrita reumatoida seropozitiva — risc de 0.040 ori
mai mare 95%CI1[0.002 — 0.716] p= 0.0209.

Nivelul proteinei C-reactive din lichidul sinovial a prezentat cea mai buna performanta in
ceea ce reprezintd sensibilitatea, urmat de numarul de leucocite, polimorfonuclearele si
esteraza leucocitara.

La pacientii cu degradare aseptica, numarul de leucocite din lichidul sinovial a fost 645.27
G/1 (£502.53), versus 8962.58 G/1 (£9488.41), la cei cu infectii periprotetice.

Media procentului de polimorfonucleare (PMN) din lichidul sinovial a fost 52% (+16.27)
la pacientii cu degradare aseptica, versus 82.29% (+13.00), la cei cu infectii periprotetice,
semnificativ statistic- p=0.000.

In cazul infectiei acute periprotetice, media proteinei C-reactive din lichidul sinovial a fost
81.40 mg/L, media numarului de leucocite din lichidul sinovial a fost 19700.00 G/1

(x10207.97), si media procentului de polimorfonucleare din lichidul sinovial a fost 90%
(£3.53).

In cazul pacientii diagnosticati cu infectie acuti-hematogeni periprotetici, media proteinei
C-reactive din lichidul sinovial a fost 36 mg/L media numarului de leucocite din lichidul
sinovial a fost 17000.00 G/1 (£10923.97), si media procentului de polimorfonucleare din
lichidul sinovial a fost 91.25 (+2.50).

In cazul pacientilor diagnosticati cu infectie cronicd periprotetici, media proteinei C-
reactive din lichidul sinovial a fost 8.96 mg/L, media numarului de leucocite din lichidul
sinovial a fost 5060.90 G/I (£6002.32), si media procentului de polimorfonucleare a fost
78.92% (£14.02).

In ceea ce priveste parametrii mai sus evaluati, exista diferente semnificativ statistice Tntre
nivelurile acestor parametrii raportat la tipurile de infectii, p=0.000.

Am evidentiat o corelatie semnificativ statistica intre nivelul seric al proteinei C-reactive
si prezenta unei infectii periprotetic, r= 0.378, p= 0.003, n=61.
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Exista o corelatie semnificativ statistica intre viteza de sedimentare a hematiilor crescuta
si prezenta unei infectii periprotetic, r= 0.304, p= 0.017, n=61.

Intre cele doud loturi de pacienti au existat diferente semnificativ statistice in ceea ce
priveste nivelul fibrinogenului, p=0.017 si o corelatie semnificativ statistica intre nivelul
fibrinogenului si prezenta unei infectii periprotetice, r= 0.305, p=0.017, n=61.

Din punct de vedere histopatologic, exista o corelatie semnificativ statistic intre membrana
periprotetica de tip I si prezenta unui infectii periprotetice (p=0.005), cét si faptul ca tipul
IV de membrana periprotetica se asociazd mai frecvent cu cazurile de degradare mecanica
a implantului endoprotetic ortopedic (p=0.016).

Un diagnostic etiologic a fost posibil in 29 din cele 31 de cazuri de infectii
periprotetice(93.54%).

Cel mai frecvent s-au izolat cocii Gram pozitivi: Staphylococcus aureus (n=7),
Enterococcus spp. (n=2) si Streptococcus grup D (n=1), Staphylococcus epidermidis (n=7).

Bacilii Gram negativi izolati in infectiile perprotetice au fost reprezentati de Escherichia
coli, Enterobacter (spp., E. cloacae complex, E. amnigenus), Klebsiella spp.,
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter spp. si Ralstonia
pickettii.

In ceea ce priveste performantele culturii lichidului de sonicare, sensibilitatea acestui test
este de 90.32% iar specificitatea este de 100.00%. Sonicarea a permis identificarea a 4
tulpini de Raltsonia picketti, neidentificata prin cultivarea clasica.

18 tulpini de coci Gram-pozitivi aerobi si 6 tulpini de bacili Gram-negativi aerobi au fost
izolate si din culturile tesuturilor biopsice, cel mai frecvent fiind identificate
Staphylococcus aureus (n=7) si Staphylococcus epidermidis (n=6).

Numarul optim de probe prelevate intraoperator este de 5.

Hemoculturile si examenul bacteriologic din lichidul de sonicare au identificat acelasi
agent patogen la 3 pacienti, respectiv: Klebsiella spp., Staphylococcus aureus meticilino-
rezistent si Staphylococcus epidermidis.

30 de tulpini bacteriene din cele izolate in timpul au fost tulpini multidrog rezistente: 6
tulpini de MRSA, 7 tulpini de stafilococi coaguloazo-negativi, 17 bacili Gram negativi,
dintre care 3 tulpini de Ralstonia picketti.

Tehnologia de detectarea moleculara a bacteriilor 16S rRNA bbFISH (beacon-based
fluorescent in situ hybridization) accelereaza diagnosticul infectiilor periprotetice- necesar
pentru Cutibacterium acnes, Ralstonia pickettii sau Pseudomonas spp..

Cei mai buni parametrii au fost identificati in cazul culturilor din lichidul de sonicare,
urmati de tehnicile de biologie moleculara de identificare a bacteriilor prin 16S rRNA
bbFISH®, culturile bacteriene din probe biopsice si culturile din lichidul sinovial.
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Rata de recidiva a unei infectii periprotetice dupa asanare a fost de 6.45%.

Durata medie de spitalizare a cazuisticii inrolate a fost de 15.98 zile cu un minim de 7 zile
si o duratd maxima de spitalizare de 66 zile; pentru infectiile periprotetice a fost de 18.87
zile, cu o deviatie standard de £14.61 zile.

Durata de spitalizare peste 25 zile, s-a asociat infectiilor cu stafilococ, aureu sau coagulazo-
negativ, a asocierilor microbiene si a infectiilor cu Pseudomonas fluorescens, Ralstonia
pickettii, si Enterococcus faecalis.

Probabilitatea de supravietuire cumulata la 12 luni este 92.90%, la 25 luni este de 77.40%,
iar la 39 luni de 77.40%.

Pe baza observatiilor din acest studiu, a identificarii de agenti etiologici precum Ralstonia
pickettii, am concluzionat cad introducerea ciprofloxacinei in spacere in asociere cu
aminoglicozide sau vancomicind, este cea mai buna optiune pentru a extinde eficacitatea
antibacteriana Tmpotriva germenilor oportunisti.

Centrele de diagnostic si tratament dedicate managementului infectiilor periprotetice cu
echipe multidisciplinare (chirurg ortoped, specialist in boli de infectioase si microbiolog
clinic) sunt obligatorii pentru a oferi sansa unui management ortopedic corect al infectiilor
de biofilm asociate implanturi endoprotetice.
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