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RESUMO

Mozella AP. Estudo do perfil metabdlico do liquido sinovial de pacientes com
infeccdo periprotética do joelho [Tese]. Ribeirdo Preto: Universidade de Sao
Paulo, Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto; 2022.

A infeccéo articular periprotética (IAP) é uma das mais desafiadoras e graves
complicacfes da artroplastia total do joelho (ATJ). Apesar de sua importancia,
ha uma escassez de estudos sobre sua patogénese, impactando na identificacédo
assertiva de biomarcadores que auxiliem no seu diagnéstico. Recentemente,
diversos estudos tém demonstrado que a reprogramacao metabdlica celular
desempenha um papel importante na progressao e desfecho das doencas
infecciosas. Uma viséo geral dos aspectos metabdlicos dos sistemas bioldgicos
pode ser realizada através da Metabolémica, entretanto, tal abordagem ainda
nao foi aplicada no contexto da IAP. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar
a composicao de metabdlitos no liquido sinovial (LS) de pacientes com IAP ou
falha asséptica de ATJ. Para isso, os LS de 21 pacientes submetidos a cirurgia
de revisdo da artroplastia total do joelho (11 com diagndstico IAP e 10 com falha
asséptica) foram analisados usando espectroscopia por ressonancia magnética
nuclear. Foram realizadas anadlises estatisticas uni e multivariadas para
identificar os metabdlitos diferencialmente abundantes entre esses grupos. Apos
a aquisicdo e andlise dos espectros, foram identificados e anotados 28
metabdlitos no LS de pacientes com falha da artroplastia. Cinco destes
metabolitos se encontravam diferencialmente abundantes entre LS infectado e
ndo infectado. Lactato, acetato e 3-hidroxibutirato estavam em maior
concentragdo, e glicose e creatina foram encontradas reduzidas no LS de
pacientes com IAP. Nossos resultados revelaram ainda a presenca de dois perfis
metabolicos distintos nos pacientes com IAP, caracterizados por diferengas nos
niveis de lactato. Dentre os pacientes com IAP, ndo foram encontradas
diferencas no perfil metabdlico em relacdo as infeccdes agudas vs crbnicas e
nas diferentes classificacbes de Tsukayama. Entretanto, pacientes com
infeccdes causadas por Staphylococcus aureus apresentavam niveis mais
elevados de lactato e acetato no LS. A performance diagnéstica dos metabdélitos
diferencialmente abundantes foi avaliada e o lactato, a glicose e a creatina
apresentaram-se como potenciais biomarcadores, por apresentaram AUC ROC
>0,8. Além disso, 0 acetato se apresentou como um potencial biomarcador para
discriminar entre as infec¢des causadas por S. aureus em relacdo as causadas
por outros tipos de bactérias. Nossos resultados evidenciam que o LS de
pacientes com IAP exibe um perfil metabdlico distinto, possivelmente refletindo
as adaptacOes metabdlicas que ocorrem no microambiente periprotético. Atraves
da metabolémica foi possivel a identificagdo de trés potenciais biomarcadores
da IAP (lactato, glicose e creatina). Mais estudos sdo necessarios para obter
uma visdo mais ampla das vias metabdlicas ativadas por patégenos e células
imunes no contexto da IAP, assim como para uma avaliacdo mais especifica dos
potenciais biomarcadores identificados neste estudo.

Palavras-chave: infeccdo articular periprotética. artroplastia total de joelho.
metabolémica. diagndstico. biomarcador.
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ABSTRACT

Mozella AP. Study of the metabolic profile of the synovial fluid of patients with
periprosthetic infection of the knee [Thesis]. Ribeirdo Preto: University of Sao
Paulo, Faculty of Medicine of Ribeirdo Preto; 2022.

Periprosthetic joint infection (PJI) is one of the most challenging and serious
complications of total knee arthroplasty. Despite its importance, there is a lack of
studies in the literature on its pathogenesis, impacting the assertive identification
of biomarkers to aid in its diagnosis. Recently, several studies have shown that
cellular metabolic reprogramming plays an important role in the progression and
outcome of infectious diseases. A broader view of the metabolic aspects of
biological systems can be achieved through Metabolomics, however, such an
approach has not yet been applied in the context of PJI. Therefore, the aim of
this study was to evaluate the synovial fluid (SF) metabolite composition of
patients with PJI or aseptic failure of total knee arthroplasties. For this, synovial
fluid from 21 patients undergoing total knee arthroplasty revision surgery (11 with
a diagnosis of PJI and 10 with aseptic failure) were analyzed using nuclear
magnetic resonance spectroscopy. Univariate and multivariate statistical
analyzes were performed to identify differentially abundant metabolites between
these groups. After the acquisition and analysis of the spectra obtained, 28
metabolites were identified and anotated in the SF of patients with arthroplasty
failure. Five of these metabolites were differentially abundant between infected
and non-infected cohorts. Lactate, acetate and 3-hydroxybutyrate were in higher
concentration, and glucose and creatine were found to be reduced in the synovial
fluid of patients with PJI. Our results also revealed the presence of two distinct
metabolic profiles in patients with PJI, characterized by differences in lactate
levels. Among patients with PJI, no differences were found in the metabolic profile
in relation to acute vs. chronic infections and in the different Tsukayama
classifications. However, infections caused by Staphylococcus aureus had higher
levels of lactate and acetate in the SL. The diagnostic performance of the
differentially abundant metabolites was evaluated, and lactate, glucose and
creatine were presented as potential biomarkers, as they presented AUC ROC
>0.8. In addition, acetate presented itself as a potential biomarker to discriminate
between infections caused by S. aureus in relation to those caused by other types
of bacteria. Our results show that the synovial fluid of patients with PJI exhibits a
distinct metabolic profile, possibly reflecting metabolic adaptations that occur in
the periprosthetic microenvironment. Through metabolomics, it was possible to
identify four potential PJI biomarkers (lactate, glucose, and creatine). More
research and studies are needed to obtain a broader view of the metabolic
pathways involved by pathogens and immune cells in the context of PJI, as well
as for a more specific assessment of the potential biomarkers identified in the
present study.

Keywords: periprosthetic joint infection. total knee arthroplasty. metabolomics.
diagnosis. biomarker.
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1 INTRODUCAO

A artroplastia total priméria do joelho (ATJ) € um procedimento cirirgico
eletivo de substituicdo da articulacdo do joelho por proteses metalicas. E
indicado para o tratamento de pacientes com osteoartrite (OA) avancada,
priméria ou secundaria do joelho, apresentando bons ou excelentes resultados
clinicos em mais de 90% dos casos e durabilidade superior a 95% em
seguimento de 10 anos (1,2).

Atualmente, séo realizadas nos Estados Unidos, aproximadamente, um
milhdo de proteses de joelho por ano. Estimativas futuras, entretanto, apontam
para a continua elevacédo do numero de cirurgias realizadas, com potencial para
alcancar cerca de 4 milhdes de proteses de joelho em 2030, apenas nos EUA
(3,4). A infeccdo apds artroplastia total do joelho acomete 1% a 4% dos
pacientes, sendo uma das mais graves complicacdes deste procedimento.
Assim, estima-se a elevacdo do numero absoluto de pacientes diagnosticados
com infeccédo periprotética do joelho nos proximos anos (5-7).

O diagnastico acurado e precoce da infeccao articular periprotética (IAP),
assim como a identificacdo do patégeno infectante e do perfil de resisténcia
antimicrobiana, é de fundamental importancia para a escolha da estratégia de
tratamento e erradicacdo da infeccdo (8-12). Entretanto, apesar dos inUmeros
avangos nos meétodos de diagndstico e das recentes pesquisas de diversos
biomarcadores sanguineos e do liquido sinovial (LS), ainda hoje, ndo ha um teste
ideal, com adequada sensibilidade e especificidade, para a comprovagao

diagnéstica; dificultando, assim, o manejo e o tratamento da IAP (13-20).



No microambiente da articulacdo periprotética infectada, ocorre uma
complexa interagdo entre o patdgeno e os componentes do sistema imunolégico
do hospedeiro, resultando em alteracdes celulares e moleculares que refletem o
estado da infeccdo e potencialmente podem ser utilizadas no diagnéstico da IAP
e no monitoramento da resposta ao tratamento (8,21). No entanto, apesar de
sua importancia e do crescente corpo de conhecimento com foco em seu
tratamento, perfil microbiol6gico e diagnéstico, ainda existe uma escassez de
informacgdes sobre a patogénese da IAP.

A maioria dos dados sobre a fisiopatologia da IAP deriva de abordagens
reducionistas que buscam investigar o papel de um Unico componente isolado
de um sistema bioldgico maior (22,23). No entanto, as doencas infecciosas sédo
particularmente complexas, pois envolvem dois componentes principais: o
hospedeiro e o patégeno; e as evidéncias mostram que, em relagcdo aos
sistemas biol6gicos complexos, “o todo € mais do que a soma das partes”,
exigindo uma andlise minuciosa e o entendimento da conexdo entre as partes
para se obter uma melhor compreensé&o do processo (24).

A metabolbmica, que se refere a identificacdo e quantificacdo de
metabdlitos dentro de um sistema biolégico, € uma metodologia que tem sido
utilizada no estudo da fisiopatologia de doencas e na descoberta de novos
biomarcadores. Tal abordagem pode revelar varios aspectos da intrincada e
complexa conexao entre o patdgeno infectante, a resposta imune do hospedeiro
e 0 metabolismo energético. Este método esta mais intimamente relacionado ao
fendtipo, uma vez que o0s metabolitos em conjunto refletem a condicéo
instantanea de um sistema bioldgico em condi¢bes saudaveis ou doentes (25).

Sua importancia é destacada por evidéncias crescentes que implicam que a



reprogramacgdo metabolica modula as mudancas funcionais das células do
sistema imune (26—-28). No entanto, essas alteracdes metabdlicas ndo foram
exploradas em infeccdo articular periprotética. Portanto, o objetivo deste estudo
é utilizar a espectroscopia de ressonancia magnética nuclear para comparar o
perfil metabdlico do liquido sinovial em pacientes com IAP com aqueles com

falhas assépticas de artroplastia total do joelho.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Infeccdo articular periprotética

A IAP é definida como uma infec¢do envolvendo a prétese articular e 0os
tecidos adjacentes (29,30). E uma complicacdo grave, ocorrendo entre 1% e 4%
dos pacientes submetidos a artroplastia primaria do joelho e entre 4% e 10% das
artroplastia de reviséo do joelho (5,6,8,9,31-33). Em diversas séries, a IAP é a
causa mais comum de revisao da artroplastia total do joelho, acometendo cerca
de um terco dos pacientes submetidos a troca de implantes (5-7,34-36). Desse
modo, em decorréncia do aumento do ndmero de proteses priméarias sendo
realizadas anualmente, estima-se a elevacao do numero absoluto de pacientes
diagnosticados com infec¢éo periprotética do joelho (8,33,37,38).

A infeccéo periprotética € uma complicacao devastadora para o paciente,
ocasionando reducdo da qualidade de vida, prejuizo da funcéo articular e da
locomocéo (10,32,39-42), sendo, inclusive, a maior causa de amputacao do
membro apés a ATJ (43,44) e, também, encontra-se diretamente relacionada ao
aumento da taxa de mortalidade (45—48).

A IAP é causada, principalmente, por contaminacdo bacteriana por
diferentes mecanismos: i) inoculacdo direta de contaminantes externos, ii)
disseminacdo hematogénica a partir de outros sitios e iii) disseminacao por
contiguidade. A inoculacao direta, sobretudo de germes da microbiota cutanea,
durante o ato cirdrgico, é o principal mecanismo de contaminacgéo, respondendo
por cerca de dois tercos dos casos de infeccdo (8,49-51). A disseminacao

hematogénica por bacteremia a partir de um foco infeccioso a distancia é a



segunda forma mais comum de contaminacao (31,52,53). A disseminacgao por
contiguidade ocorre mais frequentemente por contaminacéo a partir de um foco
infeccioso préximo, como infecgbes de partes moles, entretanto, também pode
ocorrer por meio de contaminacao direta devido a exposi¢éo da prétese ao meio
externo, como em fraturas periprotéticas expostas (8,50).

Dependendo da viruléncia do patdgeno, a infeccdo pode se manifestar
precocemente apos a inoculacao, isto €, com menos de quatro semanas de pos-
operatorio; ou, mais tardiamente, entre trés meses e trés anos. As infeccdes
precoces com manifestagbes locais e sistémicas claras s&o, normalmente,
causadas por germes de alta viruléncia, tais como Staphylococcus aureus,
estreptococos e enterococos. As infec¢cbes tardias, frequentemente,
manifestam-se com sintomatologia menos pronunciada, sendo, por vezes,
evidenciadas apenas pela manutencao de dor ou soltura precoce dos implantes,
e sdo, normalmente, causadas por patdégenos de menor viruléncia, tais como

Staphylococcus coagulase-negativo ou Cutibacterium sp. (8,53-57).

2.1.1 Classificacdes

A infeccdo articular periprotética pode ser classificada com base no tempo
transcorrido entre a implantagdo dos componentes e 0 surgimento dos sintomas.
A utilizacdo do critério temporal apresenta correlagdo com o estagio de
maturacgéo do biofilme, sendo, assim, de fundamental importancia para a deciséo
da estratégia terapéutica (8,49,50,53,55). A infeccdo é considerada aguda
qguando os sintomas surgem em menos de quatro semanas apos a implantacéo

dos componentes, demonstrando, assim, a existéncia de um biofilme



potencialmente imaturo. Quando considerada a disseminagdo hematogénica, a
infeccdo aguda é caracterizada quando os sintomas aparecem com menos de
trés semanas (8,50,53,55). As infeccbes hematogénicas com duracédo de
sintomas superior a trés semanas, assim como pacientes com mais de quatro
semanas apos implantacdo dos componentes, sdo classificados como infec¢édo
cronica, denotando a potencial existéncia de biofilme maduro (8,50,53,55,58).
As IAP podem ser mono ou polimicrobianas. As polimicrobianas variam
de 6% a 37%. Embora patégenos comuns como Staphylococcus aureus sejam,
frequentemente, isolados nessas infecc¢des, patégenos de maior viruléncia como
Enterococcus sp., bacilos gram-negativos, Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina (MRSA) e bactérias anaerdbicas sdo, mais comumente, associados as

infeccdes polimicrobianas (56,59-62).

2.2 Fisiopatologia da infeccéo articular periprotética

Os biomateriais ortopédicos constituem um ambiente propicio para a
colonizacdo bacteriana, aumentando, assim, a susceptibilidade a IAP
(8,49,50,53). Alguns estudos apontam que a concentracdo bacteriana
necessaria para induzir infeccdo é reduzida em mais de 100 mil vezes na
presenca de um corpo estranho, como os implantes ortopédicos (8,49,50,57).
Além de favorecerem a adeséo e proliferacao bacteriana, a presenca do implante
acarreta degranulacdo parcial e menor capacidade fagocitica por parte dos
granulécitos encontrados no tecido periprotético, resultando no estabelecimento

de uma imunodeficiéncia local (8,49-51). Este conjunto de fatores constitui o

cenario ideal para o estabelecimento das IAPs.



As bactérias causadoras da IAP podem se apresentar, principalmente, em
trés formas: em biofilme, em suspenséo ou intracelular (29,49,53,63,64). A
capacidade de crescimento e persisténcia do patdégeno na superficie do implante
e tecido necrotico, na forma de biofilme, representa importante mecanismo de
sobrevivéncia que possibilita aos patégenos infectantes resistirem a acdo do
sistema imune do hospedeiro (8,57). O biofilme é uma agregacéo estruturada de
células bacterianas, que se organizam em col6nia encapsulada por uma matriz
extracelular autoproduzida, conhecida como substancia polimérica extracelular,
constituida de polissacarideos, proteinas, lipidios e DNA extracelular. Essa
matriz extracelular protege as bactérias da acdo das células do sistema imune
do hospedeiro, além de regular o transporte de substancias para o interior do
biofilme, limitando, por exemplo, a dispersao de antibidticos e facilitando, assim,
a perpetuacao e propagacao da infeccdo. As evidéncias apontam que 99% das
bactérias na natureza residem em biofilmes. Trés quartos de todas as infec¢des
relacionadas a biofimes em implantes médicos sao causadas por
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e Pseudomonas
aeruginosa (49,51,53,63,64).

Outra consequéncia da formacdo do biofiime é que as bactérias
localizadas na periferia consomem o0s nutrientes, impondo as bactérias
localizadas em posicdo central uma condicdo de deplecdo de recursos. Essa
falta de nutrientes e outros fatores de estresse estimulam as bactérias a entrarem
em estado de laténcia, persistindo metabolicamente inativas, formando variantes
persistentes e de pequenas colbnias. Desse modo, essas bactérias podem
sobreviver em altas concentracdes de antibidtico devido a sua inatividade

metabdlica (49,63-67).



Recentemente, foi demonstrado que bactérias associadas a IAP podem
invadir células fagociticas do hospedeiro (macréfagos), assim como, células
Osseas (osteoblastos e ostedcitos), sendo capazes de sobreviver e proliferar no
interior destas células (49,63,65,68). Dessa forma, conseguem reduzir sua
exposi¢cdo ao sistema imunolégico e aos antibidticos. A similaridade entre os
patégenos intracelulares e os encontrados nos biofilmes sugere que esses
patégenos sejam oriundos do biofilme (49,57,67), sendo os Staphylococcus
aureus os mais frequentes (8,68). Essa estratégia de resisténcia bacteriana
também ajuda a explicar a dificuldade de deteccao das bactérias com métodos
convencionais de cultura (61,62,65,67,69).

A colonizacdo do sistema canalicular da matriz éssea nativa pode,
também, representar outro mecanismo de resisténcia bacteriana, haja vista que
a concentracdo do antibiotico necesséria para a erradicacdo das bactérias no
interior da rede canicular pode néo ser alcancada (63—65).

Do ponto de vista do hospedeiro, a presenca de uma infeccéo bacteriana
acarreta a ativacao do sistema imune, com o objetivo de conter a infecgdo. A
resposta imune orquestrada no contexto da IAP ainda ndo é completamente
conhecida, contudo, estudos mostram que, assim coOmo em Ooutros processos
infecciosos, as células do sistema imune inato, como macréfagos e neutrofilos,
representam a primeira linha de defesa, promovendo o controle da infec¢éo por
meio de mecanismos como: fagocitose, estresse oxidativo e liberacdo de
peptideos antimicrobianos (29). Os neutrofilos desempenham um importante
papel neste cenario, uma vez que diversos estudos evidenciaram um aumento
destas células no liquido sinovial de pacientes com IAP (13,70,71). Além disso,

a quantificacao destas células e de fatores produzidos e liberados por elas, como



a-defensina e esterase leucocitaria, sdo importantes biomarcadores para o
diagndstico desta complicacao (72-74).

A IAP pode ser causada por diversos agentes infecciosos, entretanto, ha
poucas evidéncias sobre os aspectos especificos da resposta imune frente as
infec¢des causadas por estes diferentes patdégenos. Além disso, grande parte do
conhecimento acerca da fisiopatologia da IAP advém de estudos em modelos
animais, que podem néo representar exatamente 0s processos que ocorrem em
seres humanos (75,76).

Na ultima década, diversos estudos tém demonstrado um papel central
do metabolismo energético na regulacéo das fungdes celulares. Esta relacdo tem
sido amplamente estudada no ambito da imunologia e, a esta intima relagdo
entre o sistema imune e o metabolismo, deu-se 0 nome de imunometabolismo
(77,78). Neste sentido, diversos estudos demonstraram alteragbes em vias
metabdlicas intracelulares durante a ativacdo da resposta imune, evidenciando
a modulacdo destas vias como um importante mecanismo de regulacdo da
resposta imune (78,79). Os diferentes tipos de leucécitos utilizam varias vias
metabdlicas diferentes para gerar niveis adequados de estoques de energia para
sustentar sua sobrevivéncia e a producao de varios intermediarios biossintéticos
importantes para sua ativacao e proliferacdo. Além disso, a propria producéo de
determinados conjuntos de citocinas parece ser regulado por modulacdes em
vias metabolicas especificas (80,81).

Além da regulacéo da resposta imune, outros artigos tém demonstrado
que, no contexto das doencas infecciosas, estas alteragcbes metabolicas
regulam, também, o comportamento dos patdogenos, sendo capazes de

influenciar diretamente o desfecho da infecgdo (82,83). Durante um processo



infeccioso, a competicdo por nutrientes, a liberacdo de intermediarios
metabdlicos capazes de modular o funcionamento de outras células, e, até
mesmo, a quantidade e status de organelas relacionadas a geracdo de energia
que as células dispdem séo capazes de influenciar a progressao da doenca (84).
E importante ressaltar que os produtos do metabolismo, tanto das células do
hospedeiro quanto do patdgeno influenciam na composi¢cdo do microambiente
infeccioso, além de regularem, de forma bidirecional, o metabolismo celular.
Dessa forma, o produto final destas alteracbes metabdlicas depende da
interacdo entre varios fatores do hospedeiro, patégeno e do proprio
microambiente. O entendimento sobre como essas relagées acontecem, levando
em consideragdo os diferentes atores envolvidos no processo, € bastante
complexo (78,82-84). Entretanto, apesar de, recentemente, diversos estudos
estarem voltados para compreender a relagao entre metabolismo, sistema imune
e patdégeno, pouco se sabe como esta relacdo de fato ocorre, especialmente em
situacdes clinicas reais.

A compreensédo sobre estes aspectos € importante, uma vez que estas
alteracdes metabdlicas podem, entre outras coisas, alterar o funcionamento local
de células do sistema imune e a sensibilidade aos antibiéticos por parte dos
patégenos, influenciando diretamente no desfecho da infecgéo (78,84).

No ambito das infeccbes Osseas, esse conhecimento é ainda mais
escasso. Apesar do grande numero de estudos sobre biomarcadores, testes
diagnoésticos, aspectos microbiologicos e tratamento, como mencionado
anteriormente, pouco se sabe sobre o microambiente da IAP. Diversos estudos
apontam que o comportamento de patdégenos in vitro pode ser bastante diferente

daquele observado in vivo, especialmente quando se leva em consideragcéao a
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interacao destes com o sistema imune e outros componentes do microambiente.
Além disso, do ponto de vista do hospedeiro, apenas recentemente a
composicdo de células do sistema imune presente no liquido sinovial de
pacientes com IAP foi avaliada (77,78,82,84). Dessa forma, ainda hd uma grande

lacuna de conhecimento a ser preenchida em relagéo a fisiopatologia da IAP.

2.3 Diagnéstico da infeccao periprotética

O diagndstico acurado e precoce da infeccdo articular periprotética é
fundamental para a definicdo do tratamento a ser implementado e,
consequentemente, para o resultado clinico. Entretanto, o diagnostico &,
frequentemente, dificil devido a diversos fatores, entre eles: a paucidade de
sintomas, presenca de sinais e sintomas nao especificos que podem, facilmente,
ser confundidos com evolucdo habitual do pdés-operatério, e inexisténcia de
exame comprobatério com elevada sensibilidade e especificidade (14-16,85—
89).

Ainda hoje, as comunidades médica e cientifica trabalham para definir e
estabelecer os critérios para diagnoéstico da IAP. A primeira proposta de
parametros para a confirmacdo diagndstica de infec¢do periprotética surgiu
apenas em 2011, e, ao longo dos ultimos anos, variados critérios de diagnéstico
foram propostos por diversas sociedades e organizagbes (50,88,90,91). A
proposta de definicAo desenvolvida pela Sociedade de Infeccdo
Musculoesquelética (MSIS, do inglés Musculoskeletal Infection Society), em
2011, preconizava que o diagnéstico desta complicacéo deveria ser baseado em

um conjunto de critérios clinicos e laboratoriais. De acordo com 0s critérios
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propostos, o diagnostico definitivo era confirmado na presenca de um trajeto
fistuloso se comunicando com o implante ou a presenca do mesmo patdégeno em
duas ou mais culturas de tecido peri-implante. Na auséncia dos critérios maiores,
a associacdo de quatro critérios menores, entre seis possiveis, também
confirmava o diagnéstico de infeccdo (Quadro 1) (8,18,50,92).

Embora esta definicdo tenha sido de fundamental importancia para a
padronizacao dos critérios da IAP, o diagnostico de infec¢cdo ndo poderia ser
confirmado pelos critérios menores no periodo pré-operatério, haja vista que trés

desses critérios sdo achados de intraoperatorios (8,18,90,92).

Quadro 1. Definicdo de infeccdo periprotética proposta pela Sociedade de Infeccao
Musculoesquelética em 2011.

Critérios infeccéo periprotética

Critérios maiores Duas culturas periprotéticas com  micro-

organismos fenotipicamente idénticos
(pelo menos 1) Fistula

Elevacdo de PCR e VHS plasmaticos

Aumento de leucdcitos no liquido sinovial

Aumento do percentual de polimorfonucleares no
liquido sinovial
(pelo menos 4) Presenca de puruléncia na articulacao

Critérios menores

Cultura positiva Unica

Resultado histopatolégico positivo de tecido
periprotético (= 5 neutréfilos / campo)
PCR: proteina C reativa. VHS: velocidade de hemossedimentacgéo.

Em 2013, o Consenso Internacional (ICM, do inglés International

Consensus Meeting) modificou ligeiramente os critérios diagnosticos da MSIS e
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publicou um consenso com os critérios para a padronizacao do diagndstico da

IAP, conforme o Quadro 2 (8,50,92).

Quadro 2. Definicdo de infec¢ao periprotética proposto pelo Consenso Internacional de
2013.

Critérios maiores

Duas culturas periprotéticas com micro-organismos
fenotipicamente idénticos

Fistula

Critérios menores
(pelo menos 3)

Limiar
Exame Aguda Cronica
<90 dias >90 dias
PCR (mg/L) 100 100
E
VHS (mm/h) - 30
Leucdcitos LS (células/uL) 10000 3000
ou
Esterase leucocitaria ++ ++
PMN LS >90 % >80 %

1 cultura positiva

Histopatologico positivo

PCR: proteina C reativa. VHS: velocidade de hemossedimentacéo.
PMN: polimorfonucleares. LS: liquido sinovial.

Entretanto, estudos subsequentes demonstraram que um numero
consideravel de infec¢des cronicas de baixo grau n&o era identificado com esses
critérios padronizados, especialmente quando relacionadas a germes de menor

viruléncia como o Propionibacterium acnes (8,50).
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Em 2018, um estudo multicéntrico produziu uma atualizagédo dos critérios
de diagndstico que haviam sido propostos pela MSIS, em 2011, e pelo ICM, em
2013. De acordo com essa proposta, para a confirmacédo diagnostica de IAP, é
necessaria uma abordagem estagiada. O diagndstico é confirmado caso
apresente um critério maior. Na auséncia dos critérios maiores, 0s critérios
menores sado pontuados. Diferentes pontuagdes séo sinalizadas para cada teste
especifico. Assim, pontuacdo maior ou igual a 6 indica a presenca de infeccéo e
pontuacao igual ou menor que 1 indica auséncia de infeccéo. Se a pontuacao for
entre 2 e 5, a infeccdo é considerada como possivel, devendo ser realizados
testes adicionais e avaliados parametros intraoperatérios (90,18,93,94). Essa
atualizacdo demonstrou melhora da sensibilidade para 97,7%, comparada com
a sensibilidade de 86,9% do MSIS (2011) e de 79,3% do ICM (2013). Os
parametros avaliados em cada estdgio da abordagem com a respectiva

pontuacédo sdo demonstrados no Quadro 3 (8,9,18,50,90,92).
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Quadro 3. Algoritmo para diagnéstico da infec¢ao articular periprotética do Consenso
Internacional 2018.

Duas culturas positivas para 0 mesmo micro organismo

Fistula

Diagnostico pré operatorio

.

Diagnésticointra
operatorio

Critérios menores

Soro

Liquido sinovial

PCR ou d-Dimero elevados
VHS elevado

Contagem de leucdcitos
elevada ou esterase
leucocitaria positiva

Alfa defensina positivo
% PMN elevado
PCR elevado

Critérios pro operatdrios inconclusivos ou

auséncia de LS

Escore pré-operatorio

Histopatoldgico positivo

Presenca de puruléncia

Uma cultura positiva

Pontuacao
2
1

Pontuagao

Infectado

Decisao

> 6 Infectado

2-5 Possivelmente
infectado *

0-1 N3o infectado

Decisao
2 6 Infectado

4-5 Possivelmente
infectado

< 3 N3o infectado

PCR: proteina C reativa. VHS. Velocidade de hemossedimentagdo. PMN:
polimorfonucleares. LS: liquido sinovial.

Mais recentemente, a Sociedade Europeia de Infeccbes Osseas e

Articulares (EBJIS, do inglés European Bone and Joint Infection Society) prop6s

uma nova metodologia baseada em uma abordagem em trés niveis, que foi

endossada pela MSIS e pelo Grupo de Estudos de Infeccdes Associadas a

Implantes da Sociedade Europeia de Microbiologia Clinica e Doencas

Infecciosas. Este novo algoritmo leva em consideracdo aspectos clinicos,

avaliacoes soroldgicas e do liquido sinovial, além do exame histopatologico, para

categorizar as infec¢cdes em trés categorias: improvavel, provavel e confirmada.
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Esta abordagem apresenta melhores resultados na identificacdo de infec¢des
causadas por patdgenos de baixa viruléncia, reduzindo o risco de subdiagndstico

das IAPs (88) (Quadro 4).

Quadro 4. Algoritmo para diagnéstico da infecgéo articular periprotética do Sociedade
Europeia de Infec¢do Periprotética.

Infecgdo improvével Possivelmente infectado Infecgdo confirmada
(todos os achados negativos) (dois achados positivos) (qualquer achado positivo)

Exames clinicos e soroldgicos

* Sinais radiogréficos de soltura nos primeiros
Presenca de causas alternativas evidentes para cinco anos apds a colocagdo do implante
Caracterisiticas clinicas falha do implante (ex: fratura, tumor,mal  + Problemas previos de cicatrizagiio Fistula
posicionamento) « Histdrico de febre ou bacteremia recentes
* Puruléncia ao redor do implante

Proteina Creativa > 10 mg/l (1 mg/dl)

Citometria do liquido sinovial

Contagem de leucdcitos £1,500 > 1,500 53,000
(cells/pl)
PMN (%) <65% > 65% > 80%

Biomarcadores do liquido sinovial

- Resultado positive no imuno ensaio ou teste
Alfa defensina [ B

Microbiologia

Cultura positve
Intra-operatério . - = 2 culturas positivas para o0 mesmo
. . Todas as culturas negativas Uma cultura positiva . .
(tecidos e fluidos) microorganismo
Sonicagdo (CFU/ml) Sem crescimento > 1 CFU/ml de qualquer microorganismo > 50 CFU/ml de qualquer miroorganismo

Histologia

Presencade = cinco neutréfilos em 2
Grande aumento Negativo Presencade = cinco neutrdfilos por campo de cinco campos
(magnificagdio de 400x) grande aumento de grande aumento
_ Presenca de microorganismos visiveis
Imagem nuclear Cintilografia dssea trifasica negativa Cintilografia com leucdcitos marcados positiva

Como mencionado, o diagnéstico da IAP é confirmado com base na
avaliacdo de um conjunto de parametros clinicos, andlises laboratoriais e
avaliacdo de espécimes clinicos obtidos durante a cirurgia (8,50,88,90,95). De

uma forma geral, os testes atualmente disponiveis podem ser divididos em duas
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infeccdo, e incluem: (i) a avaliacdo de marcadores sistémicos, com proteina C
reativa (PCR), velocidade de hemossedimentacdo (VHS), D-dimero; e (ii) a
avaliacdo de marcadores locais, como a quantificacdo de células e os testes de
esterase leucocitaria e alfa defensina, realizados no LS, além da avaliacdo
histopatolégica da membrana periprotética (13,19,62,85,96-100). Ambos 0s
grupos apresentam limitagdes, uma vez que os testes de deteccdo bacteriana
sdo passiveis de contaminacdo no campo cirdrgico, durante o manuseio da
amostra, e 0s testes que avaliam a resposta imune podem apresentar
positividade na presenca de outras causas de inflamacgao

(13,15,16,50,85,86,92,101-103).

2.3.1 Exames soroldgicos

2.3.1.1 Proteina C reativa e velocidade de hemossedimentacéo

Em 2011, a MSIS e, em 2013, a Sociedade Americana de Doencas
Infecciosas (IDSA, do inglés Infectious Diseases Society of America)
recomendaram a avaliagdo da VHS e dosagem da PCR como a primeira linha
de avaliacdo diagnéstica em pacientes com suspeita de infec¢@o periprotética.
Entretanto, o Consenso Internacional em 2018 delimitou que os resultados
negativos desses testes sorologicos ndo excluem a possibilidade de IAP
(52,90,92,93).

Para diagnostico de IAP aguda, PCR maior que 10 mg/L é o limite, e VHS
maior que 30mm/h. O PCR eleva-se apdés a cirurgia alcancando o pico em dois
dias, retornando aos valores de pré-operatério apés trés semanas. O VHS

alcanca o pico no 5° dia apds a cirurgia e pode permanecer elevado por até 12
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meses de pos-operatério (22,31,104,105). Entretanto, esses marcadores
apresentam-se elevados em qualquer tipo de inflamacdo e infeccao,
comprometendo, assim, a sensibilidade e especificidade para o diagnéstico da
IAP. Desse modo, valores dentro da faixa de normalidade n&o séo capazes de
excluir infecg@o periprotética, haja vista que diversos estudos evidenciam que,
em pacientes portadores de infeccdes com germes de baixa viruléncia, podem
ndo apresentar elevagdo da PCR e VHS. De modo similar, a utilizacéo prévia de
antimicrobianos sistémicos pode comprometer os valores desses marcadores
(13,15,22,52,106,107). Pérez-Prieto et al. demonstraram que um ter¢co das
infeccbes periprotéticas apresentavam PCR dentro da normalidade e que dois

tercos desses apresentavam, também, VHS dentro da normalidade (108).

2.3.1.2 D-dimero

Numerosos estudos tém demonstrado que infecgdes locais ou sistémicas
podem resultar em atividades fibrinolitica (109—-111). Ribera et al. demonstraram
elevacdo da concentracdo do D-dimero no liquido sinovial de modelos animais
com artrite séptica, sugerindo que a resposta inflamatéria devido a infeccéo
produziu forte ativacdo da atividade fibrinolitica na articulacdo afetada (110).
Este biomarcador foi incluido no ultimo algoritmo para diagndstico proposto pelo
ICM 2018, como uma alternativa a PCR, entretanto, como o D-dimero ndo € um
marcador especifico de infec¢do, alguns autores apontam limitacéo na utilizacao
dessa molécula para confirmagéo do diagnéstico de infec¢do periprotética, haja
vista que a elevacao poderia estar correlacionada a processo inflamatério e néo,

necessariamente, relacionada a infec¢édo (111,112).
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2.3.2 Avalia¢des no liquido sinovial

2.3.2.1 - Contagem total de leucécitos e percentual de polimorfonucleares

A aspiracdo articular para a realizacdo da contagem total de células
brancas e a contagem diferencial vem sendo apontada como o mais importante
procedimento para o diagnéstico de infecgdo articular periprotética do joelho
(18,68,113,114). A determinacdo do numero total de leucécitos e o percentual
de polimorfonucleares no LS representam um teste rapido, facil e potencialmente
acurado para a distincdo entre infeccdo periprotética e falha asséptica
(8,13,15,50). O limite de 1700 leucécitos/mm? recomendado pela Academia
Americana de Cirurgies Ortopédicos (AAOS, do inglés American Academy of
Orthopaedic Surgeons), em 2010, e pelo IDSA, em 2013, apresenta maior
sensibilidade, porém menor especificidade que o limite de 3000 leucécitos/mm?3
sugerido pelo Consenso Internacional 2018 (8,50,52,93,106). Entretanto, deve-
se destacar que a contagem de células brancas no LS pode estar aumentada
em pacientes portadores de artrite reumatoide, naqueles com fratura
periprotética e, também, em pacientes no periodo pds-operatério precoce de
ATJ, aumentando o risco de resultados falso-positivo (52,92,113,115).

A administragdo prévia de antibidticos, entretanto, pode alterar a
efetividade da contagem de leucdcitos no LS para a confirmagéo do diagndstico
de IAP. A sensibilidade da contagem de leucdcitos reduziu de 93,4% para 69,3%
entre o0s pacientes com administragdo prévia de antimicrobianos

(13,15,50,85,116).
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2.3.2.2 — Teste da a-defensina

A a-defensina, também denominada como proteina neutrofilica humana,
€ um peptideo antimicrobiano sintetizado pelos leucécitos polimorfonucleados, e
secretada no LS em resposta ao patdgeno, promovendo a despolarizacdo da
membrana celular e consequente lise bacteriana (8,14,18,19,73). Recentes
evidéncias demonstraram que a a-defensina pode ser utilizada como
biomarcador da IAP, sendo incluida pelo Consenso Internacional 2018 como
critério menor para o diagnéstico (16,22,90,113,117,118). A concentragéo de 4,8
pug/mL de a-defensina no LS apresentou sensibilidade e especificidade variando
entre 85% a 100% (23,73).

O teste da a-defensina pode ser positivo mesmo em infeccbes
periprotéticas com culturas negativas (73,119-122). Uma importante vantagem
do método é que sua concentra¢do nao € alterada pela administracao prévia de
antimicrobianos ou pela presenca de doenca inflamatdria sistémica, entretanto,
a presenca de sangue pode influenciar o resultado do teste
(18,19,73,104,123,124). Outra vantagem deste teste é a possibilidade do
diagnéstico no periodo pos-operatdrio precoce, isto €, com menos de seis
semanas da cirurgia. Neste periodo, a especificidade da contagem de leucécitos
no LS é de apenas 60%, enquanto que o teste da a-defensina pode ser aplicado,
alcancando especificidade de até 99% (8,18,100,122,124,125). Entretanto, a
dosagem da a-defensina apresenta, também, limitacbes como o baixo valor
preditivo positivo e a redugao da especificidade quando na presenca de metalose

ou reacdo tecidual local adversa, além do alto custo (18,126-129).
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A eficacia da a-defensina no diagndstico da IAP foi avaliada em uma
revisdo sistemética realizada por Chen et al. em que foi encontrada sensibilidade
de 87% e especificidade de 97%. Nesse estudo, a identificagéo da a-defensina
pelo método qualitativo do fluxo lateral demonstrou sensibilidade de 85% e
especificidade de 96%, enquanto a utilizacdo do método de imunoabsorgéo
enzimatica (ELISA, do inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) elevou a

sensibilidade e especificidade, respectivamente, para 92% e 99% (19).

2.3.2.3 - Esterase leucocitaria

A esterase leucocitaria € uma enzima produzida pela ativacdo dos
neutrdéfilos no sitio de infec¢é@o e que pode ser detectada pela utilizacdo de uma
tira colorimétrica, comumente utilizada em teste clinico de infeccdo urinaria
(19,22,74,130,131). Em 2011, Parvizi et al. foram os primeiros a descrever o
potencial desse teste para diagnéstico da IAP (72). Durante o exame, a alteracéo
da cor na fita de teste caracteriza o exame positivo, contudo, pode ser
influenciado pela presenca de sangue no LS, assim, € recomendado realizar
previamente a centrifugacdo do LS antes do teste (19,104). Quando considerada
apenas a leitura com ++, Parvizi et al. identificaram sensibilidade de 80,6%,
especificidade de 100%, valor preditivo positivo de 100% e valor preditivo
negativo de 93,3% para o diagnéstico da IAP do joelho (72). A sensibilidade foi
elevada para 93,5% quando o teste positivo foi considerado para leitura de + ou
++, contudo, a especificidade e valor preditivo positivo reduziram para,
respectivamente, 86,7% e 72,5%, enquanto o valor preditivo negativo elevou-se

para 97,3% (72). Identificaram, também, que os niveis de esterase leucocitaria
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foram fortemente correlacionados com o percentual de polimorfonucleares no
LS, contudo, a correlacdo positiva foi, ainda, significativa com VHS, PCR e
contagem de leucécitos no liquido sinovial (19,72,114).

A sensibilidade da esterase leucocitaria para o diagnostico da IAP foi de
83,1%, entretanto, em pacientes que haviam sido submetidos a administracao
prévia de antibioticos, a sensibilidade foi de 77,8%, desse modo, os resultados
sugerem que a esterase leucocitaria mantém a performance diagndstica mesmo
com a administragdo prévia de antibidtico (130).

Em recente metandlise, a sensibilidade e especificidade a marcacao ++
no teste de esterase leucocitaria foram de 97,1% e 93%, respectivamente. Assim
a acuracia diagnéstica para o teste com ++ foi de 90%, reduzindo para 81%

quando considerado apenas + (13).

2.3.3 Ensaios microbiol6gicos

2.3.3.1 - Cultura microbiolégica do liquido sinovial e tecidos periprotéticos

Embora os critérios diagnésticos propostos pelo ICM 2018 possibilitem o
diagndstico da IAP por meio de um sistema de pontuacdo mesmo na auséncia
de culturas positivas, os médicos ainda devem empenhar esforcos para a
identificacdo do patdgeno e, consequentemente, melhorar os resultados do
tratamento (9,18,90,132-134).

A identificacdo do patdogeno por meio de cultura é critica, ndo somente
para a confirmacao diagnostica, mas também para auxiliar na determinacao do
tratamento antimicrobiano mais apropriado. Idealmente, a coleta das amostras

deve ser realizada com o minimo de duas semanas sem antibioticos para
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melhorar a eficiéncia dos resultados (50,68,116,135-138). Entretanto, existem
dados limitados acerca do tempo ideal em que as culturas de amostras peri-
implantes devem ser mantidas para que seja observado crescimento bacteriano.
Nesta questdo, os 93% dos delegados do ICM 2018 concordaram que as
culturas deveriam ser mantidas por 5 a 14 dias (50,62,93,94,116).

Objetivando melhorar o desempenho das culturas para identificacdo do
patégeno, parte do LS pode ser transferido para frascos de hemocultura e
mantido por 14 a 21 dias para identificacdo de patdgenos de crescimento lento
(62,135,136). Um estudo evidenciou que o LS foi a amostra mais sensivel para
0 crescimento bacteriano em tecidos peri-implantes infectados, com
sensibilidade de 69,9%, enquanto que a sensibilidade da membrana
periprotética e a neosinovia foram, respectivamente, de 44,6% e 46,4% (61).
Entretanto, outros estudos demonstram resultados limitados com a cultura do
liquido sinovial (9,62,136,139).

A cultura microbiolégica pode falhar em identificar o agente causador da
infeccdo periprotética em 5 a 45% dos casos (9,60,104). Entretanto, em trabalho
realizado por Tan et al., embora a incidéncia suspeitada de IAP com cultura
negativa tenha sido de 22%, quando obedecidos os critérios diagndésticos da
MSIS, esta incidéncia foi de 6,4% (60). Segundo Palan et al., a verdadeira
incidéncia de infeccao periprotética com culturas negativas varia entre 7% a 15%
(104).

Em relacdo a cultura de tecidos, a recomendacéo atual é pela coleta e
cultura de, no minimo, trés e, idealmente, cinco amostras de tecidos peri-

implante durante a cirurgia de revisdo. Entretanto, ndo existe consenso claro
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quanto ao tipo de tecido solido é mais adequado como amostra para a realizacao
de culturas convencionais (18,62,88,90).

Recente metandlise avaliando a acuracia dos testes diagnésticos para
IAP crbnica evidenciou que a sensibilidade e a especificidade da cultura de
tecidos periprotéticos foram de 97,5% e 72,9% com acurécia de 70% (13).

No estudo de Klement et al., os autores utilizaram pacientes com infecgao
periprotética aguda do quadrii ou do joelho e compararam as culturas
convencionais (5 dias) com culturas estendidas (14 dias) para determinar
alteracdes na capacidade de identificacdo de patdgenos e, consequentemente,
potencial efeito sobre 0 sucesso do tratamento (62). Os autores concluiram que
a duracao prolongada da cultura, por mais de cinco dias, n&o alterou o resultado
da cultura nem influenciou no sucesso do tratamento cirargico. Embora o
crescimento de Propionibacterium acnes tenha sido mais frequente na coorte
estendida, a alta associacdo com apenas uma cultura positiva e o crescimento

polimicrobiano fomentam o questionamento quanto a contaminagdo ou

validacdo desse germe como patdgeno infectante (62).

2.3.4 Exame histopatolégico

O exame histopatolégico da membrana peri-implante obtida durante a
cirurgia de revisao de ATJ deve ser procedimento padrdo na investigacédo da
IAP. A contagem do numero de neutrdfilos presentes por campo de grande
aumento com magnificacdo de 400 x é um indicativo da presenca de IAP. As
definicbes de inflamacéo aguda variam entre diferentes autores, variando de 1 a

10 neutrdfilos por campo de grande aumento (18,88,90,140,141).
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E reconhecido que os diferentes mecanismos de falha da artroplastia total
do joelho produzem diferentes padroes de reacdo e inflamacdo tecidual,
entretanto, a auséncia de neutrofilos nas amostras a fresco de tecido peri-
implante  auxiliam a suportar a suspeita de soltura asséptica
(89,140,13,142,103). Entretanto, a probabilidade de infeccdo € alta se, no
minimo, 5 neutrofilos forem encontrados em campo de grande aumento da
amostra tecidual, contudo, o diagnostico de infeccdo ndo pode ser excluido se
observado namero inferior de polimorfonucleares por campo (89,103,140).

Em 2006, Morawietz et al. propuseram um sistema de classificacao
histopatolégica das membranas periprotéticas de pacientes com soltura protética
(140). De acordo com esta classificacdo, sdo encontrados 4 tipos de membrana:
tipo | - membrana peri-implante induzida por desgaste, caracterizada abundéncia
de debris resultantes do desgaste do implante e pela presenca de macréfagos e
células gigantes multinucleadas; tipo Il - membrana periprotética do tipo
infeccioso, em que predomina tecido de granulagdo, fibroblastos ativos,
neutréfilos granulociticos e células plasméticas em abundancia e poucos
linfécitos; tipo Il - membrana periprotética do tipo misto, que resulta de uma
combinacdo das membranas do tipo | e Il; e tipo IV - membrana periprotética do
tipo indiferente em que se observa a presenca de tecido fibroso rico em fibras de
colageno. A classificacdo da membrana periprotética nos tipos Il e Il &
considerada indicativo de infeccdo, devendo ser correlacionada com a

sintomatologia clinica do paciente (140,103).
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2.4 Desafio diagnostico e o biomarcador ideal

O diagnostico precoce da IAP é critico, uma vez que existe uma curta
janela de oportunidade para o tratamento da infeccdo aguda com desbridamento
e retencao dos implantes, antes do desenvolvimento do biofilme maduro. Mesmo
nas infeccdes crbnicas o diagnoéstico desta complicacdo pode ser desafiador,
seja pela paucidade de sinais e sintomas, seja pela inexisténcia de um
biomarcador ou teste clinico que possa acuradamente confirmar ou excluir o
diagnéstico. Deve-se, ainda, ressaltar que diversos biomarcadores, atualmente
utilizados para o diagnostico da IAP, podem permanecer alterados por longos
periodos no poés-operatério padrdo, dificultando, ainda mais, o diagndéstico
(92,100,105,125,143,144).

Assim sendo, até os dias atuais, diversas pesquisas sdo realizadas
objetivando a identificacdo de um novo biomarcador capaz de: (1) apresentar
valor de corte definido capaz de diferenciar entre os pacientes com e sem
infeccdo, assim como, ser capaz de ser detectado precocemente, (2) apresentar
sensibilidade entre 80% e 100% e especificidade acima de 80%, (3) apresentar
perfil farmacocinético, em que rapida elevagédo da expressdo da molécula seja
observada na presenca de infeccéo, (4) apresentar boa estabilidade bioquimica,
e (5) idealmente deveria poder ser correlacionado com a estratificacdo de risco
e com o tipo de tratamento (114,144). Esses critérios expdem as limitacdes da
abordagem atual para a deteccdo de infecgcéo e a necessidade de identificacao
de novo biomarcador (23,87,145,16).

Nos ultimos anos, observa-se aumento do interesse por analises do LS e

a busca por biomarcadores presentes neste fluido, sendo, inclusive, apontadas
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como uma das andlises de maior valor diagndstico para a IAP. O liquido sinovial
€ um biofluido intra-articular, formado por um ultrafiltrado do plasma e contendo
moléculas produzidas por diferentes tipos celulares presentes no espaco
articular. Desse modo, reflete 0os processos bioldgicos complexos que ocorrem
no interior da articulagdo. Além disso, encontra-se em contato direto com o0s
diferentes tecidos da articulacdo e, também, com os implantes ortopédicos
articulares (13,15,20,105,120,146,147).

Inicialmente, as andlises do LS se limitavam a contagem de leucdcitos,
diferencial de polimorfonucleados e cultura. Recentemente, avaliagbes como a
a-defensina e, mais recentemente, a quantificacgdo de PCR no LS foram
introduzidas aos critérios para avaliacao da IAP. Nos ultimos anos, entretanto,
significativo niumero de moléculas presentes no liquido sinovial, sobretudo
citocinas e peptideos com acgdo antimicrobiana, tem sido pesquisado como
potenciais biomarcadores para o0 diagnostico de infeccdo periprotética
(16,20,107,148,149).

A identificacdo destes novos biomarcadores vem sendo possivel devido
aos avancgos nos estudos sobre os mecanismos envolvidos no estabelecimento
e desenvolvimento desta doenca. A introducdo de novas ferramentas
metodologicas complexas permite uma maior compreensdo das bases
moleculares desta complicacdo, fornecendo evidéncias para a identificacao
destes marcadores e possibilitando o desenvolvimento de novos testes
diagnésticos (20,134,150-152).

Estas novas ferramentas aplicadas ao estudo da IAP compreendem uma

gama de metodologias com alta sensibilidade, amplamente utilizadas para
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identificar marcadores biolégicos nas mais diversas condic¢des fisioldégicas ou

patologicas. Dentre estas metodologias, destacamos a Metaboldmica.

2.5 Metabolomica

A metabolémica se refere a avaliagdo global, qualitativa e quantitativa dos
produtos finais de processos celulares, os metabdlitos. Os metabdlitos séo,
geralmente, moléculas com menos de 1,5 KDa que s&o resultado do
metabolismo intermediario ou final dos processos celulares em um sistema
biolégico. O conjunto de metabdlitos produzidos por uma célula ou organismo
vivo € chamado metaboloma (152-157). A metabolémica permite a identificacao
e a quantificacdo simultdnea de centenas a milhares de metabdlitos. As
alteracbes no metaboloma séo dinamicas, fazendo com que marcadores
metabdlicos reflitam as alteragdes fisiologicas de forma mais rapida e acurada
(152,158,159). Dessa forma, por meio da metabolémica, € possivel avaliar as
alteracdes nas quantidades destes metabdlitos e correlaciona-las a diferentes
eventos celulares ou sistémicos (25,160-162).

A metabolémica, ao realizar o estudo sistematico dos produtos finais dos
processos celulares (metabdlitos), tem se tornado uma importante ferramenta
para o entendimento da resposta do organismo a diversas doencas, e tem sido
empregada para o desenvolvimento de testes diagnésticos e, também,
preditores de progndstico ou de acompanhamento em diversas patologias, tais
como: sepse, cancer, insuficiéncia cardiaca, sindromes metabdlicas e diversas

doencas infecciosas (156,159-161,163).
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Os estudos de metabolébmica, geralmente, utilizam duas técnicas
principais: a ressonancia nuclear magnética (RNM) e a espectrometria de
massas. A primeira apresenta como vantagem a facilidade de preparacdo das
amostras, reprodutibilidade e seu carater ndo destrutivo (25,160,162). Ja a
espectrometria de massas requer um complexo protocolo de preparo das
amostras e resulta na destruicdo das amostras ao final da andlise, porém,
apresenta maior sensibilidade e maior especificidade na identificacdo dos
metabdlitos (160,164-167).

Existem duas abordagens basicas, que podem ser usadas de forma
complementar, para utilizagdo da metaboldmica: a n&do direcionada e a
direcionada (25,160,162,168). A abordagem néo direcionada realiza uma analise
do perfil metabdlico de um sistema biolégico, por meio de avaliagdo e
quantificacdo global de todos os metabdlitos de uma amostra buscando
identificar potenciais biomarcadores. O principio dessa abordagem é a
identificacdo das alteracbes no metaboloma causadas por um Unico fator, como
por exemplo, uma infeccdo. Nessa abordagem, o objetivo ndo é a quantificacao
absoluta dos metabdlitos em si, mas a identificacdo dos metabdlitos alterados
pela condicdo estudada. ApGs a identificacdo dos potenciais biomarcadores, a
metabolémica direcionada pode ser utilizada para validacdo dos resultados
(163,164,168,169). A abordagem direcionada é, geralmente, usada para testar
uma hipoétese previamente formulada em que apenas um conjunto especifico de

metabdlitos, relativos a pergunta investigada, é avaliado (Figura 1) (25,160,170).
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Abordagem néo direcionada

AN = Normalizacdo Provaveis
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— — biolégicos
Abordagem direcionada
8 2 Quantificacao Quantificagéo de
N~ "on Ala ortl:etabélltos
T ' imizacdo e
Ferramentas analticas 9 calibracéo
E Trp L) = Validagdo

Figura 1. Abordagens para estudo da metaboldmica. Imagem ilustrativa indicando
as etapas necessarias para desenvolvimento das abordagens direcionada e nao
direcionada. Adaptado de San Martin et al., 2020 (171).

A metabolbémica € a abordagem “Omica” que melhor avalia o fendétipo,
sendo a mais informativa a respeito da interacdo entre diferentes sistemas
biologicos (25). Em relagdo aos processos infecciosos, as alteragcbes no
metabolismo apresentam papel central no desenvolvimento da reposta imune,
uma vez que a ativacao, funcdo e regulacdo dos leucécitos sdo altamente
dependentes da sintese e degradacéao de fatores e citocinas (172).

Existem diversos estudos acerca do metaboloma, tanto de células
eucariotas quanto de procariotas. Inicialmente, tais estudos objetivavam
descrever os perfis metabolicos dos organismos e como eles se alteravam frente
a diferentes condicdes fisiologicas. A partir dos estudos em procariotos, pode-se
observar que o perfil metabadlico bacteriano pode ser alterado dependendo das
condicbes ambientais (presenca ou auséncia de glicose, por exemplo),

crescimento em forma planctonica ou biofilme, assim como ha diferenga no perfil
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metabdlico de cepas que diferem na resisténcia a antibiéticos. Tais achados
pavimentam o caminho para o uso da metabolémica no diagndéstico de infecgbes
e identificacdo de bactérias patogénicas (25,159,163).

Em pacientes com infec¢Bes, as analises de metabolémica fornecem
informacdes tanto sobre o metabolismo do patégeno quanto sobre alteragdes
metabdlicas dos pacientes infectados, sendo potencialmente possivel identificar
assinaturas diagnésticas distintas para tipos especificos de infec¢do (173,174).
Diversos estudos foram realizados a partir da andlise do plasma de pacientes
com sepse. Nesses pacientes, hd uma resposta inflamatoria exacerbada e uma
alteracdo no padrdo metabdlico das células do sistema imune. A analise do
metaboloma revelou que a quantidade de alguns metabdlitos, como os
glicerofosfolipideos e esfingolipideos, diferem entre pacientes com sepse e
pacientes com sindrome da resposta inflamatéria sistémica por causas nao
infecciosas, sendo possivel utiliza-los para distinguir entre ambas as condi¢cdes
(159-161). Outro estudo comparou pacientes com ou sem sepse, internados em
unidade de tratamento intensivo e encontrou diferencas em cerca de 31
metabdlitos. Este padrdo metabdlico foi utilizado para distinguir entre pacientes
sépticos e ndo sépticos, apresentando area sob a curva ROC de 0,98, e, para
prever a morte relacionada a doenga, com AUC ROC=1 (175).

No campo da Ortopedia, ainda sdo escassos 0s estudos de metabolémica
associados as infeccbes periprotéticas (163,169,176,177). Anderson et al.
utilizaram a metabolémica realizada por RNM para analisar o liquido sinovial de
cavalos acometidos com diferentes patologias. Os autores concluiram que o
painel de metabdlitos sinoviais é capaz de distinguir o fluido sinovial equino

séptico do asséptico (177).
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Mais recentemente, Akhbari et al. realizaram estudo por RNM do perfil
metabdlico do liquido sinovial humano para diferenciar entre patologias sépticas
e assépticas (163). Os autores identificaram 16 metabolitos que apresentaram
diferencas significativas na concentracao entre os dois grupos. Trés moléculas
(lipidios, colesterol e moléculas N-acetiladas) relacionadas a inflamacéo e
infeccdo foram identificadas em maior concentracdo do grupo portador de
patologias sépticas. Outras 13 moléculas (citrato, glicina, glicosaminoglicanos,
creatinina, histidina, lisina, formato, glicose, prolina, valina, dimetilsulfona,
manose e glutamina) encontram-se em menor concentracéo no liquido sinovial
infeccioso. Essas moléculas séo relacionadas ao metabolismo dos carboidratos,
dos nucleotideos e do glutamato; ao aumento do estresse oxidativo e a reducéo
da degradacéo de cartilagem (163). Entretanto, o reduzido nimero de pacientes
avaliados nesse estudo representa importante limitacdo. Ressalta-se, ainda, que
0s autores realizaram andlise do liquido sinovial de diferentes articulactes
nativas e, também, protéticas, o que entendemos poder interferir nos resultados,
haja vista que em estudo prévio os mesmos autores identificaram diferencas
significativas entre o liquido sinovial da articulagdo do quadril e do joelho
(163,169).

Desse modo, persiste a necessidade de trabalhos cientificos que
fornecam evidéncias sobre as alteracdes celulares e moleculares que ocorrem
no microambiente da infeccéo periprotética, de modo a permitir a identificacéo,
de forma mais assertiva, de novos biomarcadores especifico para o diagnostico
precoce de infeccdo periprotética. Assim, considerando a potencial diferenca na

composicdo dos metabdlitos do liquido sinovial das diferentes articulacdes e
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condi¢Bes patoldgicas, sugerimos analise do liquido sinovial exclusivamente da

articulacao do joelho com substituicio protética.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Caracterizar o perfil metabdlico do liquido sinovial de pacientes com

infeccdo periprotética do joelho.

3.2 Objetivos Especificos

Descrever as caracteristicas clinicas dos pacientes submetidos a cirurgia
de revisdo com vistas a preencher os critérios diagnosticos preconizados
pelo Consenso Internacional de 2018;

e Identificar os principais patégenos causadores da infeccdo articular
periprotética do joelho;

e Determinar o perfil metabdlico do liquido sinovial de pacientes com falha
da artroplastia de joelho que serdo submetidos a cirurgia de revisao;

e Comparar o perfil metabdlico dos pacientes com e sem infeccéo
periprotética do joelho, buscando identificar uma assinatura metabdlica
associado a infeccao;

e Avaliar o valor diagnéstico da analise do perfil metabdlico do liquido

sinovial no diagndstico da infeccéo periprotética.
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4 METODOLOGIA

4.1 Participantes do estudo

Foi realizado um estudo prospectivo, com pacientes submetidos a
cirurgia de reviséo de artroplastia total do joelho, realizadas no Instituto Nacional
de Traumatologia e Ortopedia Jamil Haddad (INTO), no periodo compreendido
entre novembro de 2019 e maio de 2021. Apds a aprovacéo pelo Comité de Etica
em Pesquisa (CEP) da Instituicdo (n°® 20309419.0.0000.5273, Anexo A), 0S
voluntarios confirmaram a sua participagcdo no estudo apds a assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE, Anexo B). Todos os
pacientes foram submetidos ao mesmo procedimento cirdrgico, realizado pela
equipe de profissionais do Centro de Atencao Especializada (CAE) do Joelho do

INTO.

Os critérios de exclusdo foram:

- pacientes que se recusarem a assinar o TCLE;

- pacientes submetidos a revisdo de artroplastia unicompartimental do
joelho;

- pacientes submetidos ao 2° tempo de revisdo (reimplante em pacientes
com espacador);

- aqueles em que nao foi possivel a coleta de liquido sinovial,

- pacientes que néao tinham informacdes suficientes para a confirmacgéo ou
exclusao do diagnostico de infeccdo articular periprotética,;

- pacientes com diagnostico de infeccdo, em que nado foi observado

crescimento de bactérias nas culturas microbioldgicas;
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pacientes com diagnostico de infeccdo em que foi identificado
crescimento de patdgeno em apenas uma amostra de cultura
microbiolégica;

pacientes que utilizaram medicac¢des antibidticas no periodo de 15 dias
prévios ao procedimento cirdrgico;

pacientes submetidos a revisao inicialmente asséptica, que apresentaram
crescimento de bactéria em uma amostra de cultura;

pacientes com doencas inflamatérias crénicas, como IUpus eritematoso
sistémico e artrite reumatoide, assim como, pacientes com outras
doencas infecciosas bacteriana ativas e aqueles sindrome de
imunodeficiéncia adquirida (SIDA);

Foram realizadas no periodo do estudo 55 cirurgias de revisdo de ATJ.

ApOs a aplicagdo dos critérios de exclusdo, permaneceram no estudo 21

pacientes de ambos os géneros, com idade entre 57 a 87 anos.

4.2 Coletadas informacdes clinicas e de exames soroldgicos

Os prontuéarios médicos dos pacientes foram consultados para a coleta das

seguintes informacdes: data de nascimento, peso, altura, sexo, data e local da

cirurgia primaria, medicamentos utilizados nos 15 dias anteriores a cirurgia de

revisdo, data de inicio dos sintomas atuais, presenca e tipo de comorbidades.

O exame fisico ortopédico foi realizado para avaliagdo quanto a presenca

de fistula comunicante com a articulacdo do joelho ou potenciais alteracdes

mecanicas dos implantes ortopédicos.

Y

No dia anterior a cirurgia de revisdo, todos os pacientes realizaram
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exames radiogréaficos anteroposterior com carga, perfil e axial da patela com
30 graus de flexdo da articulacdo a ser abordada. As imagens foram
analisadas para identificacdo da presenca de linhas de radioluscéncia,
ostedlise ou soltura de componente protético conforme critérios de avaliacao
radiografica e escore da Knee Society (178). Todas as imagens foram
realizadas pelo Setor de Radiologia do INTO.

No dia anterior a cirurgia de revisdo, todos os pacientes foram
submetidos a puncdo venosa periférica e coleta de amostra de sangue
periférico para realizacdo de exames sorologicos da rotina pré-operatorio da
instituicdo, a qual incluia VHS, PCR e D-dimero. Todos os exames foram

realizados pelo laboratério de analises clinicas do INTO.

4.3 Procedimento cirurgico e rotina de coleta das amostras biolégicas

Todos os pacientes foram submetidos a anestesia raquidiana associada
a bloqueio periférico do nervo isquiatico e do nervo femoral ou do canal adutor
com auxilio de instrumento de eletroestimulacdo ou guiado por ultrassonografia.
Todos os procedimentos foram realizados sob isquemia com 0 manguito
pneumatico posicionado na por¢do proximal da coxa e inflado com presséo de
100 mmHg superior a pressao arterial sistdlica. A degermacao e preparacao do
membro a ser operado foram realizadas com solucao de clorexedina degermante
2% e clorexedina alcodlica 0,5%.

Com o paciente posicionado em decubito dorsal, apds exsanguinagao do
membro e colocacdo dos campos cirurgicos, foi realizada a coleta de liquido

sinovial por meio de puncéo articular direta (artrocentese) com agulha 20G, isto
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€, sem acesso cirurgico e, também, sem bloqueio anestésico local adicional, com
objetivo de minimizar a possibilidade de contaminagéo do liquido sinovial por
sangue ou agentes contaminantes (Figura 2). Nos casos em que néo foi possivel
a coleta de LS nesse momento, uma segunda tentativa foi realizada por

visualizacao direta ap0s realizagdo do acesso cirurgico parapatelar medial.

Durante o ato cirargico, ap0s a remoc¢do dos componentes protéticos,
foram coletadas as seguintes amostras para analise microbioldgica: trés
amostras de tecido 0sseo femoral, trés amostras de tecido 6sseo tibial e, se
possivel, um fragmento de membrana periprotética. Para a andlise
histopatologica, foi coletada uma amostra de membrana periprotética do fémur

e uma amostra da membrana periprotética da tibia.

Figura 2. Procedimento cirdrgico e coleta de materiais biolégicos. (A) Radiografia
anteriorposterior do joelho direito evidenciando falha da artroplastia total do joelho; (B)
ApOs a colocacdo dos campos estéreis, foi realizada a artrocentese antes da incisdo
cirirgica para evitar contaminacdo do liquido sinovial por sangue, (C) Coleta de
amostras de tecido 6sseo periprotético para andalise microbiolégica, (D) Coleta de
membrana periprotética para analise histopatoldgica.

4.4 Andlise do liguido sinovial

4.4.1 Citometria global e especifica do liquido sinovial

ApoOs a coleta do liquido sinovial durante a cirurgia de revisdo, 1 a 2 mL
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da amostra coletada foram armazenados em tubo de coleta de sangue a vacuo,
contendo &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e enviada imediatamente
para o laboratério de andlises clinicas do INTO para a realizacdo da contagem
de células brancas e identificacdo do percentual de polimorfonucleares no liquido
sinovial. A citometria global e especifica do LS foi realizada por método

automatizado em aparelho Cell Dyn 3700 SL (Abbott).

4.4.2 Avaliacao da esterase leucocitaria

A andlise da presenca de esterase leucocitaria no LS foi realizada
aplicando uma gota de LS diretamente sobre a almofada da fita reagente, com
leitura do resultado ap6s um minuto. De acordo com as instru¢cdes do fabricante,
se a almofada de reagente indicar traco, uma segunda leitura é necessaria no 2°
minuto, e esta deve ser utilizada como valor da leitura final. Nas amostras
contaminadas com sangue, o liquido sinovial coletado foi transferido para um
microtubo e centrifugado a 6600 rotacdes por minuto (rpm) por 2 minutos,
seguindo protocolo ja publicado para este método (179). O sobrenadante obtido
foi entdo aplicado sobre a almofada da fita reagente e o resultado anotado no
instrumento de coleta de dados especifico do paciente. A cor final desta reacéo
foi lida como negativo (branco), traco (levemente arroxeada), + (roxo claro), ou
++ (roxo escuro). Foi considerado como resultado positivo a leitura ++. Todas as
andlises da presenca de esterase leucocitaria foram realizadas no Centro de

Processamento Celular (CPC) do INTO.
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4.4.3 Analise microbiolégica do liquido sinovial

ApoOs a coleta do liquido sinovial durante a cirurgia de revisdo, 3 a 5 mL
da amostra coletada foram inoculadas em um tubo de hemocultura para aerobio
e, caso possivel, 3 a 5 mL do LS foram, também, inoculados em um tubo de
hemocultura para anaerdbio (Figura 3). Os tubos de hemocultura foram
imediatamente enviados para o laboratério de microbiologia do INTO para
realizacdo dos testes de cultura microbiologica, de acordo com a rotina adotada
pela instituicdo. Todas as amostras foram cultivadas por 14 dias. As informacdes
sobre o numero de culturas positivas e micro-organismos isolados foram

coletadas do laudo fornecido pelo laboratério.

Figura 3. Andlise microbiol6égica e contagem celular do liquido sinovial. (A)
Frascos de hemocultura utilizados para realizagéo de culturas microbiol6gicas do liquido
sinovial coletado durante o procedimento cirdrgico. (B) Tubo a vacuo de coleta de
sangue contendo EDTA utilizado para acondicionamento de liquido sinovial destinado a
contagem total de leucécitos e percentual de polimorfonucleares.

4.5 Analise do Tecido 6sseo e membrana periprotética

4.5.1 Analise microbiolégica do tecido 6sseo e membrana periprotética

Para as analises microbioldgicas do tecido 6sseo, imediatamente apds a
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coleta, os fragmentos 6sseos foram acondicionados em tubos estéreis. Em cada
tubo estéril foi adicionado 1 mL de soro fisiolégico 0,9%. As amostras foram
imediatamente enviadas ao laboratério de microbiologia do INTO, para
realizacdo dos testes de cultura microbioldgica, de acordo com a rotina adotada
pela instituicdo. Todas as amostras foram cultivadas por 14 dias. As informagdes
sobre o numero de culturas positivas e tipo de micro-organismos isolados foram

coletadas do laudo fornecido pelo laboratorio.

4.5.2 Analise histopatolégica da membrana sinovial

Para o exame histopatolégico, um ou dois fragmentos de membrana
periprotética foram coletados e armazenados em frasco contendo formol a 10%
e enviados para o Laborat6rio de Anatomia Patoldgica do INTO, em que foram
processadas e analisadas de acordo com o protocolo institucional, sendo
avaliadas em grande aumento microscépico (400 x) por médico patologista. As
membranas foram classificadas de acordo com 0s parametros propostos por
Morawietz et al., em que a membrana periprotética é avaliada quanto as
caracteristicas do infiltrado inflamatorio, a presenca de fibrose, a presenca de
debris celulares e ao numero de neutréfilos por campo de grande aumento

(Quadro 5) (140).
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Quadro 5. Classificacdo de Morawietz. Adaptado de Morawietz et al., 2006.

Classificacio Caracteristica

-Membrana periprotética com reagdo gigantohistiocitaria a
particulas de material sintético.
-Auséncia de critérios histologicos indicativos de infeccao

- Membrana periprotética do tipo infecciosa

- Analise histologica de tecido periprotético mostrando
namero>23 neutrofilos em 10 campos de grande aumento
(400x)

- Membrana periprotética do tipo infecciosa com reacéo
gigantohistiocitaria a particulas de material sintético.

- Analise histologica de tecido periprotético mostrando
namero>23 neutrofilos em 10 campos de grande aumento
(400x)

-Membrana periprotética do tipo fibrosa
-Auséncia de particulas de material sintético e de critérios
histologicos indicativos de infecgao

4.6 Definicdo do diagnostico e formacao dos grupos

O grupo com infecc¢do articular periprotética do joelho (grupo infeccao) foi
constituido por pacientes que apresentaram confirmacado do diagndstico devido
a identificacdo de crescimento do mesmo patdégeno em duas ou mais culturas
de tecidos periprotéticos, conforme os critérios maiores preconizados pelo
Consenso Internacional de 2013 (Quadro 2).

O grupo sem infeccdo periprotética do joelho (grupo nédo infeccao) foi
constituido por pacientes que:

i) ndo apresentaram fistula;

i) ndo foi observado crescimento de bactérias em nenhuma das amostras

de tecido ou liquido sinovial analisadas.
E que apresentaram positividade para, no maximo, 2 dos seguintes critérios
menores:

1. Elevacéo dos niveis séricos PCR e VHS;
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2. Elevacdo da contagem de células brancas no liquido sinovial OU

++ de mudanca na fita de esterase leucocitéria;

3. Aumento da porcentagem de células polimorfonucleares no liquido
sinovial;
4. Andlise histolégica de tecido periprotético mostrando niamero = 5

neutroéfilos em 10 campos de grande aumento (400x).

4.7 Metabolémica do liquido sinovial

Amostra do liquido sinovial com no minimo 1 mL foi acondicionado em
frasco estéril contendo EDTA e enviado ao Centro de Processamento Celular
(CPC) do INTO, no prazo maximo de 30 minutos apds a coleta. No CPC, a
totalidade da amostra de liquido sinovial foi imediatamente centrifugada a 6600
rpm durante cinco minutos em temperatura ambiente, para remocao de células
e debris, sendo, entéo, aliquotado e congelado a -80 °C. As amostras foram
mantidas congeladas por, no maximo, 6 meses até a preparacao e realizacao da
andlise por espectroscopia por Ressonancia Magnética Nuclear de Prétons (*H
RNM).

Para tal, apés o descongelamento, as amostras de liquido sinovial foram
centrifugadas a 8.000 rpm por 20 minutos a 4° C para remocéo adicional de
debris e eventuais agregados proteicos. Entdo, 500 microlitros do sobrenadante
obtido foram misturados a 1 mL de solucdo tampdao fosfato de sédio (50 mM)
com pH 7.4, contendo 100% de agua deuterada. Essa solucdo foi filtrada em
filtro Amicom (3-kDa cutoff), de acordocom as instru¢des do fabricante, sendo,

entdo, centrifugada por 40 minutos a 4500 rpm com temperatura de 4" C. O
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material eluido foi coletado e 600 pL foram transferidos para tubos de RNM de 5

mm de diametro.

4.7.1 Aquisicao do espectro

A espectroscopia por RNM das amostras do liquido sinovial foi realizada
no Centro Nacional de Ressonancia Magnética Nuclear (CNRNM) do Instituto
Nacional de Ciéncia e Tecnologia de Biologia Estrutural e Bioimagen (INBEB) da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) (Figura 4).

Foram adquiridos espectros uni e bidimensionais de 1H, em
espectrometro Bruker Avance Il HD, operando a 500MHz. Os espectros
unidimensionais de 1H foram adquiridos com ZGESGP, 1K scans, TD de 64K e
SW de 20 ppm. Para determinar a identificacdo dos metabdlitos, o espectro

bidimensional 1H-1H total correlation spectroscopy (TOCSY) foi adquirido.

Figura 4. Metaboldomica. (A) Laboratério no qual foi realizada a andlise da
metabolémica. (B) amostras do liquido sinovial acondicionadas em tubos de
metabolémica de 5 mm apds preparacao. (C) Obtencdo dos espectros para cada
amostra. (D) Espectrometro por RNM. (E) Espectrémetro por RNM de 500 MHz.
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4.7.2 Qualidade espectral

Apoés aquisicao, todos os espectros foram analisados quanto a integral
conformidade com os padrées recomendados, incluindo aquisicdo de Bucket
table 0,02 ppm, correcéo da linha de base, supressao dos buckets referentes ao
branco, a agua, a regides com sinais negativos, as regides referentes ao EDTA,
e ao glicerol e etanol. Os espectros que ndo apresentaram esse padrao foram

removidos das analises subsequentes.

4.7.3 Identificacdo dos metabdlitos

Os espectros foram adquiridos e processados utilizando o software
TopSpin 3.2 (Bruker) e IconNMR 4.6.7. Os assinalamentos foram realizados por
meio da plataforma COLMAR. O software CCPNMR V2 com os pacotes de
metabolémica HMDB 3.0 e BMRB foram utilizados para identificacdo dos

metabdlitos.

4.7.4 Andlise estatistica da metabolémica

Os estudos de metabolémica estdo associados a geracdo de grande
volume de dados, devido a identificacdo qualitativa e quantitativa de centenas a
milhares de metabdlitos simultaneamente. Desse modo, é necessario 0 emprego
de andlise estatistica multivariada na qual cada metabdlito constitui uma variavel.
A andlise de componente principal (PCA) € um método néo supervisionado, cujo
objetivo € comparar grandes conjuntos de dados obtidos por meio dos
respectivos espectros, sendo utilizada para visualizagao inicial, permitindo a
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identificacdo de grupos de semelhanca ou de diferenca entre eles. O emprego
dessas técnicas permite coletar informacdes que podem ser usadas novamente
de forma supervisionada, até se chegar a uma resposta ao questionamento
inicial.

As diferencas nas concentracbes dos metabdlitos podem ser
apresentadas por comparacgao entre o grupo em estudo e o grupo controle com
andlise da significancia estatistica por meio do teste t ou analise de variancia
(ANOVA).

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software

Metaboanalyst (http://www.metaboanalyst.ca/). A normatizacao foi realizada pela

soma das intensidades e o0 escalonamento das variaveis foi feito pelo método de
Pareto para analise multivariada. Analise univariada foi realizada pelo multiplo
teste-T com aplicacdo da taxa de falsas descobertas (FDR) e p-valor de 0,05.
Andalise multivariavel ndo supervisionada foi realizada via analise de componente

principal (PCA).

4.8 Classificacdes da infeccdo articular periprotética

Os pacientes do grupo infeccdo foram classificados quanto a cronicidade
da infeccéo por meio da:
i) classificacdo temporal, em que infec¢cdes ocorrendo menos de 4 semanas apos
a cirurgia foram consideradas agudas e as que ocorrem apés 4 semanas foram
consideradas cronicas;
ii) classificacdo de Tsukayama, em que aqueles que foram submetidos a cirurgia

por falha asséptica, porém apresentaram resultado positivo na cultura
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microbiolégica, foram classificados como tipo 1. Os pacientes que apresentaram
inicio dos sintomas até um més apos a cirurgia foram classificados como tipo |l.
Pacientes com infeccdo ocorrendo apoOs episédio de bacteremia foram
classificados como tipo Ill e aqueles com infec¢do cronica, ou seja, presente por

mais de um més, foram classificados como tipo 1V (180).

49 Andlise dos resultados

As andlises descritivas para os dados quantitativos foram analisadas e
apresentadas na forma de médias, acompanhadas dos respectivos desvios
padrdo (DP), medianas, e valores minimos e maximos. As variaveis categoricas
foram expressas por meio de suas frequéncias e porcentagens. Para comparar
0s parametros que apresentaram distribuicdo normal, foi utilizado o teste T de
Student. Para as variaveis que ndo apresentaram distribuicdo normal, foi
utilizado o teste ndo paramétrico de Mann Whitney. Para a comparacao entre
mais de 2 grupos, foi utilizada a analise de variancia (ANOVA). As variaveis
categoricas foram analisadas com o teste de Qui Quadrado ou Exato de Fisher,
guando necessario. Os valores de sensibilidade (verdadeiros positivos (VP) / [VP
+ falso negativos (FN)]), da especificidade (verdadeiros negativos (VN) / [falsos
positivos (FP) + VN]), do valor preditivo positivo (VPP) (VP/ [VP + FP]) e o valor
preditivo negativo (VPN) (VN/ [FN + VN]), assim como a area sob a curva (AUC,
do inglés “area under the curve") da curva ROC (do inglés “receiver operator
characteristic") foram calculados considerando-se como padrdao ouro a
adaptacao dos critérios definidores de infec¢do propostos em 2013. A acurécia

dos métodos diagndsticos propostos foi calculada pelo somatério dos VP e VN
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dividido pelo numero de testes feitos. Os pontos de corte para os metabdlitos
avaliados foram determinados a partir do indice de Youden. Todas as analises
foram realizadas no software Med Calc e GraphPad Prism. O valor de p foi

considerado significativo quando menor que 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Populacao de estudo

Foram incluidos no estudo 21 pacientes. A partir da avaliagdo dos dados
clinicos e exames laboratoriais, os pacientes foram avaliados quanto ao
diagndstico de IAP de acordo com os critérios propostos em 2018. Dessa forma,
11 pacientes foram diagnosticados com IAP e compuseram 0 grupo infecgéo, e
10 integraram o grupo n&o infeccdo. N&o foram observadas diferengas
significativas entre os grupos em relacao a idade (p=0,587), sexo (p=0,182),
IMC, (p=0,833) e presenca de comorbidades. As caracteristicas demogréficas
de ambos os grupos estéo resumidas na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas dos participantes do estudo.

N3o infecgao Infecgao
Variavel P
(n=10) (n=11)
Idade (anos) 73,3 £5,87 71,5+8,8 0,587
a
Sexo 0,182°
Masculino 2 6
Feminino 8 5
IMC (kg/m?) 31,1+49 31,6 £6,2 0,833
a
Comorbidades -
HAS 9 9
DM 2 3
Doenca Coronariana 1 2
Doenca Renal 1 3

- 49 -



Hipotiroidismo 0
DPOC 1
1

Insuficiéncia Vascular

= N = N N

Hepatite 0

ateste t, © teste exato de Fischer, HAS: Hipertensao arterial sistémica, DM: Diabetes
mellitus, DPOC: Doenca pulmonar obstrutiva crénica.

Nos pacientes do grupo néo infeccéo, as causas de falha da artroplastia
primaria foram: soltura asséptica (5 pacientes), fratura periprotética (1 paciente),
quebra do implante (1 paciente), instabilidade (1 paciente), dor (1 paciente) e
lesédo do mecanismo extensor (1 paciente).

Os pacientes do grupo infeccdo foram avaliados segundo as

classificagdes temporais (30 dias) e Tsukayama (Tabela 2).

Tabela 2. Distribuicdo dos pacientes de acordo com as classificacdes da infeccao
articular periprotética.

e Numero de
Classificacdes .
pacientes

Temporal (30 dias)

Aguda 4

Crbnica 7
Tsukayama

Tipo | 3

Tipo Il 5

Tipo Il 0

Tipo IV 3

Nenhum paciente do grupo infec¢cdo apresentou fistula. Todos os onze
pacientes avaliados neste grupo apresentaram duas ou mais culturas
microbiolégicas positivas para 0 mesmo patégeno. Nove pacientes
apresentaram infec¢cdes monomicrobianas, sendo identificadas bactérias Gram-

positivas em oito pacientes. Apenas um paciente apresentou infeccdo com
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agente Gram-negativo. Nos dois pacientes que apresentaram infeccbes
polimicrobianas, as associacfes dos micro-organismos identificados foram:
Enterococcus faecalis e Staphylococcus aureus, e Staphylococcus aureus,
Klebsiella aerogenes e Staphylococcus epidermidis.

As bactérias identificadas nas culturas microbioldgicas dos pacientes com

IAP e a frequéncia com que foram identificadas estdo descritas na Tabela 3.

Tabela 3. Distribuicdo e frequéncia dos patdgenos identificados nas culturas
microbioldgicas dos pacientes com infecgéo periprotética.

Micro-organismo Frequéncia
Staphylococcus aureus 5
Staphylococcus cohni 2
Staphylococcus epidermidis 2
Enterococcus faecalis 2
Staphylococcus lugdunensis 1
Staphylococcus hominis 1
Acinetobacter baumannii 1
Klebsiella aerogenes 1

5.2 Exames laboratoriais

521 VHSePCR

A avaliacdo da VHS foi realizada em nove pacientes do grupo néo
infecc@o e 10 do grupo infeccdo. A mediana deste parametro no grupo infeccao

foi de 75 mm/h (11Q: 27,25 — 96,25) e, no grupo néo infecgao, foi de 50 mm/h
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(11Q: 12 — 61,5), ndo sendo observadas diferencas significativas entre os grupos
(Figura b).

Identificamos que 44,4% (4/9) dos pacientes do grupo nédo infeccao
apresentaram valor de VHS superior ao ponto de corte do critério ICM 2018. No
grupo infeccao, 30% (3/10) dos pacientes apresentaram valor de VHS abaixo do
valor de corte. Dessa forma, os valores de sensibilidade e especificidade

encontrados foram de 70% e 55,56%, respectivamente.

804

mm/h

40 4

. -

0 T T
Ndo infecgdo Infecgdao

Figura 5. Velocidade de hemossedimentacdo. A VHS dos pacientes do grupo
infecgcdo e grupo néo infeccéo foi quantificada. A linha horizontal indica a mediana dos
valores obtidos. As linhas horizontais das extremidades dos retangulos representam os
valores de amplitude interquartil, e as barras indicam os valores minimos e maximos
para cada grupo.

Em relacdo a quantificagdo da PCR no plasma, a mediana do grupo
infeccéo foi 5,26 mg/dL (11Q: 1,5 — 12,73) e do grupo néo infec¢do foi de 0,36
mg/dL (11Q: 0,1 — 1,44), diferenca estatisticamente significativa (p = 0,03) (Figura
6).

Identificamos que 33,3% (3/9) dos pacientes do grupo nédo infeccao

apresentaram valores de PCR superior ao ponto de corte do critério ICM 2018.
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Ja no grupo infeccéo, 18,1% (2/11) dos pacientes apresentaram niveis abaixo
do ponto de corte. Os valores de sensibilidade e especificidade encontrados

foram de 81,82% e 66,67%, respectivamente.

40

30

mgldl

T T

M&o infecgao Infecgdo

Figura 6. Proteina C reativa. A PCR dos pacientes do grupo infeccao e grupo nao
infeccdo foi quantificada. A linha horizontal indica a mediana dos valores obtidos. As
linhas horizontais das extremidades dos retangulos representam os valores de
amplitude interquartil, e as barras indicam os valores minimos e maximos para cada
grupo. * p=0,03. Teste t.

5.2.2 Contagem de leucdcitos no liquido sinovial

A quantificac@o de leucdcitos no LS foi realizada em 15 pacientes, sendo
sete do grupo infeccdo e nove do grupo nao infeccdo. A mediana do grupo
infeccdo foi 32000 células/pL (11Q: 3800 - 205875), sendo significativamente
maior que a mediana do grupo nao infeccdo, que foi de 230 células/pL (11Q: 57
— 1875, p =0,01) (Figura 7).

Utilizando os pontos de corte sugeridos pelo ICM 2013 (10.000 células/uL
se menos de noventa dias ap0Os a cirurgia primaria, e 3.000 células/uL se mais

de noventa dias), observamos resultado positivo para este teste em um paciente
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do grupo nao infeccdo e negativo em um paciente do grupo infeccdo. Dessa
forma, encontramos valores de sensibilidade e especificidade de 85,71% e

88,89%, respectivamente.

500000+

Imm?

Nao infecgao Infecgao

Figura 7. Contagem de células brancas no liquido sinovial. Foi determinada a
contagem de células brancas no liquido sinovial dos pacientes do grupo infeccéo e do
grupo néo infecgéo. A linha horizontal indica a mediana dos valores obtidos. As linhas
horizontais das extremidades dos retangulos representam os valores de amplitude
interquartilica, e as barras indicam os valores minimos e maximos para cada grupo. *
p=0,01. Teste de Mann Whitney.

5.2.3 Percentual de polimorfonucleares no liquido sinovial

O percentual de PMN foi avaliado em 17 pacientes, sendo oito do grupo
infeccdo e nove do grupo nao infeccdo. Para avaliagdo do percentual de
polimorfonucleares no liquido sinovial, foi usado o ponto de corte de 90% para
0s casos com menos de noventa dias apos a cirurgia e de 80% para 0s casos
com mais de noventa dias de pds-cirdrgico, como preconizado pelo ICM 2013.
Identificamos que nenhum paciente do grupo nao infeccdo apresentou

percentual de PMN no liquido sinovial superior aos limites do critério, contudo,
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cinco pacientes do grupo infeccao apresentaram percentual de PMN inferiores
ao limite para o diagnéstico de infeccao.

A mediana do percentual de PMN no grupo infeccéo foi 63,5% (11Q: 23 —
93,75) e, no grupo ndo infeccdo, foi de 30% (lIQ: 7,5 — 38,5), sendo
significativamente maior no grupo infecc¢ao (p = 0,034) (Figura 8). Os valores de

sensibilidade e especificidade foram 37,5% e 100%, respectivamente.
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Figura 8. Percentual de células polimorfonucleares no liquido sinovial. Foi avaliado
o percentual de polimorfonucleares no liquido sinovial dos pacientes do grupo infeccao
e no grupo néo infecgdo. A linha horizontal indica a mediana dos valores obtidos. As
linhas horizontais das extremidades dos retangulos representam os valores de
amplitude interquartil, e as barras indicam os valores minimos e maximos para cada
grupo. Teste de Mann Whitney.
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5.3 [Espectroscopia por ressonancia magnética nuclear

5.3.1 Identificacdo e quantificacdo dos metabdlitos

Os liquidos sinoviais foram avaliados por RNM com o objetivo de
identificar um perfil metabdlico capaz de distinguir os pacientes com e sem IAP.
A Figura 9 mostra um espectro unidimensional *H RNM representativo do liquido
sinovial de pacientes com e sem IAP. Esta andlise evidenciou que os metabdlitos

mais abundantes foram lactato e a glicose.
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Figura 9. Perfil metabdlico do liquido sinovial de pacientes com e sem infeccdo periprotética. Espectro unidimensional *H RNM
representativo do liquido sinovial de pacientes sem (superior) e com (inferior) infeccéo articular periprotética.

- 57 -



Inicialmente, foram identificados 28 metabdlitos nas amostras avaliadas

(Tabela 4).

Tabela 4. Metabdlitos identificados no liquido sinovial de pacientes submetidos a
cirurgia de revisdo de artroplastia total do joelho.

Metabolitos identificados

Butanol
Leucina
Valina
Etanol
3-Hidroxibutirato
Treonina
Lactato
Alanina
Acetato
Lisina
Tetra-hidrofurano
Acido glutamico
Glutamina
Acido 3-hidroxipropanoico
Carnitina
Citrato
Creatina
Fenilalanina
Histidina
Etanolamina
Cistina
Tirosina
Dietanolamina
Glicose
Betaina
Colina

Glicerol
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5.3.2 Andlise estatistica e metabdlitos diferencialmente abundantes

A analise multivariada ndo supervisionada nao revelou uma separacao
clara entre os grupos, entretanto, identificamos que o0s pacientes do grupo

infeccédo se distribuiram entre dois distintos perfis metabdlicos do LS (Figura 10).
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Figura 10. Discriminagdo dos pacientes com e sem infec¢cdo periprotética por
analise dos componentes principais. (A) Score-Plot de PC1 versus PC2, em que cada
ponto representa um paciente, sendo ponto vermelho - grupo infeccéo ; e verde — grupo
ndo infeccdo. As elipses representam o intervalo de confianga de 95%. B) Loading-Plot
(fator de carga), em que cada ponto rosa corresponde a um metabdlito.

Através da avaliacdo do Loading plot (grafico de fator de carga), foram
identificados seis metabdlitos que mais contribuiram para a separacao entre 0s
grupos: lactato, glicose, creatina, acetato e 3-hidroxibutirato A comparacao
destes metabdlitos entre os grupos, por meio da analise univariada, revelou que
lactato, acetato e 3-hidroxibutirato se encontravam significativamente
aumentados no grupo infeccdo, enquanto a glicose, e creatina foram

significativamente menos abundantes neste grupo (p=0,0045) (Tabela 5).

-59 -

eprnitine
oLl &%&c;ﬁ(; bicose

o Glucose



Tabela 5. Andlise univariada: multiplo Teste t entre os pacientes dos grupos com e sem

infeccao.

Desloc. e

Metabalito guimico . ~ Infeccdo Status P Q*
infeccéo

(ppm)
Lactato 1.32 4785 7052 1 <0.0001 <0.0000
Glicose 3.46-3.50 938 448 ! <0.00001 0.0002
Creatina 3.92 585.6 310.7 ! 0.007 0.1002
Acetato 1.92 235.1 447 1 0.03 0.445
3-Hidroxibutirato 1,20 2422 448 1 0.045 0.481

Dados apresentados como média da intensidade relativa de RNM * desvio padrdo. 2
grupo infecgdo em relagéo ao grupo néo infecgéo. * maltiplo Teste t.

Uma vez que foram identificados dois subgrupos dentre os pacientes com

IAP, realizamos a analise multivariada apenas com os pacientes portadores de

infeccédo periprotética, objetivando confirmar a existéncia dessa diferenciacdo no

liquido sinovial, identificar os metabdlitos que promovem essa distin¢ao e buscar

investigar possiveis causas desta variagdo. Esta analise indicou uma clara

distincdo dos pacientes portadores de IAP, confirmando a identificacdo de dois

perfis metabdlicos distintos no liquido sinovial dos pacientes com IAP (Figura

11).
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Figura 11. Discriminacdo dos subgrupos identificados dentre os pacientes do
grupo infeccdo por analise dos componentes principais. (A) Score-Plot de PC1
versus PC2, em que cada ponto representa um paciente do grupo IAP, sendo os pontos
vermelhos do subgrupo A e os pontos verdes pacientes com IAP subgrupo B. As elipses
representam o intervalo de confianca de 95%. B) Loading-Plot (fator de carga), em que
cada ponto rosa corresponde a um metabdlito.

Através da avaliacdo do Loading plot, identificamos que o composto que
mais contribuiu para a separacdo entre 0s subgrupos dos pacientes com
infeccdo periprotética foi o lactato, cuja abundancia variou, aproximadamente,

duas vezes entre 0s subgrupos (Figura 12).

15000
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Itensidade relativa

Figura12. Comparacdo da abundanciade lactato entre os subgrupos identificados
nos pacientes com infeccao periprotética. O grafico representa a intensidade relativa
quantificada para cada grupo. A linha horizontal indica a mediana dos valores obtidos.
As linhas horizontais das extremidades dos retangulos representam os valores de
amplitude interquartil, e as barras indicam os valores minimos e maximos para cada

grupo.
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Objetivando identificar potenciais fatores associados aos perfis distintos
identificados no grupo infeccdo, os pacientes deste grupo contaminados por
bactérias do género Staphylococcus foram categorizados quanto a infec¢éo por
Staphylococcus coagulase-negativa ou positiva. A analise multivariada nao
supervisionada, considerando estes dois subgrupos, ndo resultou em uma clara
distingao entre os grupos (Figura 13).
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Figura 13. Discriminacdo dos pacientes com infeccdo causada por bactérias
Staphylococcus coagulase negativa ou positiva por anélise dos componentes
principais. (A) Score-Plot de PC1 versus PC2, em que cada ponto representa um
paciente. As elipses representam o intervalo de confianga de 95%. B) Loading-Plot (fator
de carga), em que cada ponto rosa corresponde a um metabdlito. Vermelho — pacientes
contaminados por Staphylococcus coagulase negativa, verde — pacientes contaminados
por Staphylococcus coagulase positiva.

Na avaliagdo do Loading plot, foi possivel identificar os quatro compostos
que mais contribuiram para a separacdo entre 0s grupos: acetato, valina +
leucina, lactato e glicose, entretanto, na analise univariada, estes fatores nao

apresentaram diferencas significativas entre os grupos (Tabela 6).
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Tabela 6. Andlise univariada: multiplo Teste t entre 0os pacientes dos grupos coagulase
negativo e coagulase positivo.

Metabalito Coagulase- Coagulase- Status P valor Q valor
negativa positiva a *
Acetato 219,4+£36,2 774,1+8523 0 0,0086 0,476
Valina +
437,2+77,2 781,7 +636,5 - 0,102 >0,99
Leucina
Lactato 6782 + 3245 7502 + 1476 0 0,0006 0,055
Glicose 668 +470,6 296,8 + 303,6 ! 0,078 >0,99

Dados apresentados como média da intensidade relativa de RNM * desvio padrdo. 2
grupo coagulase-positiva em relagcdo ao grupo coagulase-negativa. * multiplo Teste T.

Os pacientes foram categorizados ainda em relacdo a infeccao causada
por S. aureus versus outros patoégenos. Na Figura 14A esta apresentado o
grafico da andlise de componentes principais, com a indicacdo dos patégenos
identificados em cada amostra de liquido sinovial dos pacientes do grupo

infectado. Nesta analise, foi possivel obter uma distingéo parcial entre os grupos.
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Figura 14. Discriminacdo dos pacientes com infeccdo causada por bactérias
Staphylococcus aureus por analise dos componentes principais. (A) Score-Plot de
PC1 versus PC2, onde cada ponto representa um paciente. As elipses representam o
intervalo de confianca de 95%. B) Loading-Plot (fator de carga), onde cada ponto rosa
corresponde a um metabdlito. Verde — pacientes contaminados por Staphylococcus
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aureus, vermelho — pacientes contaminados por outras bactérias As diferentes
avriacdes de vermelho indicam os dieferentes patogenos encontrados, de acordo com
a legenda do gréfico.

Na avaliacdo do Loading plot, foi possivel identificar que o lactato e o
acetato foram os composto que mais contribuiram para a separacao entre 0s
grupos. A andlise univariada confirmou que ambos 0s compostos se
encontravam aumentados nas infec¢gées causadas por S. aureus em relacdo as

causadas por outros patégenos.

Tabela 7. Andlise univariada: multiplo Teste t entre os pacientes dos grupos com
infeccdo causada por S. aureus versus infeccdo causada por outros patégenos.

Metabdlito S. aureus Outros Status 2 P valor Qvalor
*
833,8 +
Acetato 226,1+326 1 0,0086 0,476
811,3
Lactato 8571+765,6 6331+2760 1 0,0006 0,055

Dados apresentados como média da intensidade relativa de RNM * desvio padrdo. 2
grupo coagulase-positiva em relagdo ao grupo coagulase-negativa. * multiplo Teste T.

A seguir, os pacientes do grupo infec¢do foram categorizados quanto a
cronicidade da infeccdo, considerando o critério temporal, que classifica as
infeccdes ocorrendo em até 30 dias como agudas e aquelas ocorridas com mais
de 30 dias como crbnicas. A analise multivariada ndo supervisionada nao

evidenciou uma disting&o entre os grupos (Figura 15).
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Figura 15. Discriminacdo dos pacientes com infeccdo aguda ou crdnica por
andlise dos componentes principais. (A) Score-Plot de PC1 versus PC2, em que cada
ponto representa um paciente. As elipses representam o intervalo de confianga de 95%.
B) Loading-Plot (fator de carga), em que cada ponto rosa corresponde a um metabdlito.
Vermelho — pacientes com infeccédo aguda, verde — pacientes com infec¢do cronica.

A avaliacdo do Loading plot revelou que os compostos que mais

contribuiram para a separacao entre 0s grupos foram acetato, valina + leucina,

o lactato e a glicose. Entretanto, na andlise univariada, apenas o lactato se

mostrou significativamente diferente entre ambos os grupos (Tabela 8).

Tabela 8. Analise univariada: multiplo Teste t entre os pacientes com infec¢cbes agudas

ou cronicas.
Metabdlito Aguda Crbnica Status 2 Pvalor* Qvalor
Acetato 303,1 £ 529,3 £ 675,9 0,226 >0,99
128,8
Valina + Leucina  402,8 £70,2 640,2 + 486,9 0,204 >0,99
Lactato 6243 + 2248 7662 +2580 1 <0,00001 <0,00001
Glicose 551,4+347,3 437,8+470,8 - 0,543 >0,99
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Dados apresentados como média da intensidade relativa de RNM * desvio padrdo. 2
grupo cronica em relagdo ao grupo aguda. * multiplo Teste T.
Por fim, os pacientes do grupo infeccdo foram agrupados segundo a

classificacdo de Tsukayama. A andlise multivariada ndo resultou em uma

separacao entre os grupos Tsukayama I, Il e IV. (Figura 16).
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Figura 16. Discriminagdo dos pacientes classificados segundo os critérios de
Tskayama por analise dos componentes principais. (A) Score-Plot de PC1 versus
PC2, em que cada ponto representa um paciente. As elipses representam o intervalo
de confianca de 95%. B) Loading-Plot (fator de carga), em que cada ponto rosa
corresponde a um metabdlito. Vermelho — pacientes Tsukayama |, verde — pacientes
Tsukayama Il e azul - Tsukayama IV.

Através da avaliacdo do Loading plot, identificamos trés compostos que
apresentaram maior variabilidade entre os grupos: lactato, acetato e valina +
leucina, entretanto, nenhum deles apresentou diferencas significativas entre os

grupos (Tabela 9).
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Tabela 9. Comparacéo entre os pacientes classificados de acordo com a classificacéo

de Tsukayama.

Metabalito Tsukayamal Tsukayamall Tsukayamalll P valor*
Acetato 217,8 £50,7 713 +752,7 233,1+20,4 0,366
Valina + Leucina 404,5+36,6 711+5754 441,4 +112,5 0,535
Lactato 4544 + 1040 7871 +1700 8540 + 2798 0,074

Dados apresentados como média da intensidade relativa de RNM % desvio padréo.

ANOVA.

Por fim, foi determinada a performance diagndstica dos metabdlitos

diferencialmente abundantes entre os pacientes com e sem IAP. Na Figura 17

estdo representadas as curvas ROC de cada metabdlito, considerando como

referéncia, o critério diagndstico ICM 2018.
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Figura 17. Curvas ROC dos metabdlitos difenrecialmente abundantes entre os
pacientes com e sem infeccdo periprotética. A area sobre a curva ROC foi
determinada (A) lactato, (B) glicose, (C) creatina, (D) acetato e (E) 3-hidroxibutirato.
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Na Tabela 10, estdo discriminados os pontos de corte, sensibilidade e

especificidade para cada metabdlito, onde é possivel observar que a glicose, a

creatina e o lactato apresentaram a melhor performance diagnostica, com AUC

ROC maior que 0,8.

Tabela 10. Performance diagnéstica dos metabdlitos para identificacao da IAP.

Metabdlito AUC ROC [IC95] Cutoff Indice de Sensib. Especif.
Youden

3-Hidroxibutirato 0,73 [0,492 — 0,896] > 2975 0,52 72,8 80

Lactato 0,8 0,57 - 0,94] > 6164 0,545 54,6 100

Acetato 0,673 [0,436 — 0,858] > 248 0,34 54,6 80

Glicose 0,873 [0,656 —0,976] <7804 0,809 90,9 90

Creatina 0,864 [0,644 —0,972] <478,7 0,709 90,9 80

Uma vez que encontramos diferencas entre o lactato e o acetato entre os

pacientes com IAP causadas por S. aureus em relacao as infec¢cbes causadas

por outras bactérias, avaliamos se este metabdlito poderia ser utilizado para

discriminar as infec¢bes causadas pelo patégeno S. aureus. A curva ROC para

ambos o0s metabdlitos esta demonstrada na Figura 18, onde pode ser observado

gue o acetato apresentou AUC ROC de 0,92, enquanto a do lactato foi de 0,75.
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Figura 18. Curvas ROC dos metabdlitos difereciaimente abundantes entre os
pacientes com infeccdo periprotética causadas ou ndo por Staphylococcus
aureus. A area sobre a curva ROC foi determinada para os seguintes metabdlitos: (A)
lactato, (B) acetato.

A avaliacao da performance diagnostica de ambos os marcadores, de
forma isolada ou combinada, ou seja, lactato ou acetato aumentados, revelou
que o0 acetato apresentou significativa sensibilidade e especificidade para

discriminar as infec¢des causada por S. aureus (Tabela 11).

Tabela 11. Performance diagnéstica do acetato e do lactato para identificacdo das
infecccBes causadas por Staphylococcus aureus.

_ indice de _ _
Metabdlito AUC ROC [IC95] Cutoff Sensib.  Especif.
Youden
Lactato 0,75[0,412 — 0,95] > 5339 0,71 100 71
Acetato 0,929 [0,612 — 0,99] > 266 0,75 75 100
Lactato ou Acetato 0,714 [0,378 — 0,933] - 0,42 100 42
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6 DISCUSSAO

No ultimo século, o répido crescimento do conhecimento sobre
metabolismo, arquitetura das vias metabdlicas e seus efeitos na fungéo celular
esta abrindo novos caminhos na compreensdo dos processos fisiologicos e
patolégicos. Em doencas infecciosas, novas evidéncias mostraram que o0
patdgeno e as células hospedeiras se envolvem na modulacéo bidirecional de
seu respectivo metabolismo, regulando, assim, a fungéo celular, o que determina
a progressao e os resultados da doenca (82,181,182). Aqui realizamos uma
analise abrangente dos metabdlitos no liquido sinovial de pacientes com IAP e
mostramos que o microambiente periprotético infectado tem um perfil metabdlico
distinto caracterizado por niveis aumentados de lactato, acetato e 3-
hidroxibutirato, e niveis reduzidos de glicose e creatina. Além disso, nossos
resultados revelam que o liquido sinovial de pacientes com IAP infectados por
S. aureus apresenta maiores quantidades de lactato em comparacdo com o
liquido sinovial de pacientes infectados com outros patdgenos. Este estudo
difere dos anteriores por ser o primeiro que avalia exclusivamente pacientes com
préteses de joelho tanto no grupo IAP quanto no grupo controle.

Estudos anteriores ja analisaram o0s niveis de metabdlitos isolados no
liquido sinovial infectado. Niveis reduzidos de glicose foram relatados no liquido
sinovial de pacientes com artrite séptica e IAP (183). Essa reducdo nos niveis
de glicose tem sido atribuida ao metabolismo bacteriano que acarreta redugéo
na concentracdo de glicose no liquido sinovial infectado (184). O lactato,
também, foi avaliado e estudos demonstraram que o enantibmero D-lactato, um

metabdlito especifico do patdgeno, estd aumentado no soro e no liquido sinovial
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de pacientes com IAP, evidenciando que sua detec¢ao em fluidos corporais pode
ser util para o diagnoéstico dessa infecgdo (185,186). No entanto, uma analise
abrangente da flutuacdo de metabdlitos no liquido sinovial de pacientes com IAP
pode revelar novos aspectos de processos celulares e adaptacdes metabdlicas
dentro do microambiente infectado, que n&o apenas podem ajudar na
descoberta de novos biomarcadores potenciais, mas podem fornecer as bases
para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas inovadoras. Evidéncias
recentes mostraram que um passo critico na orquestracado das células imunes é
a reprogramacao do seu metabolismo celular (80), o que significa que vias do
metabolismo energético celular sdo alteradas durante a ativagéo e funcao das
células imunes e que intermediarios e produtos metabdlicos dessas vias
modulam a funcé@o das células imunes (182). Por outro lado, os patégenos
também regulam seu metabolismo durante o curso da infeccdo e tal alteracao
impacta diretamente em sua viruléncia (82,83,187).

A presenca de neutrdfilos € um marco na IAP e varios aspectos
relacionados a sua ativacdo e funcdo sado, frequentemente, utilizados como
biomarcador para o diagnostico da IAP (8,188). Os neutrdéfilos eliminam e
destroem microrganismos através da fagocitose, producéo de espécies reativas
de oxigénio (ROS), liberacdo de granulos citotoxicos e 'NETose', em que 0S
neutrofilos liberam seu DNA mitocondrial em estruturas semelhantes a redes
para facilitar o aprisionamento bacteriano (189). Apés a deteccao de patdgenos,
essas celulas utilizam, principalmente, glicose e glicolise para alimentar sua
explosédo respiratoria, que se refere a rapida geracdo de ROS através da
conversao catalitica de Oz molecular em espécies reativas de oxigénio (190). Os

neutrofilos ativados exibem uma expressdo de superficie aumentada de
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transportadores de glicose que é acompanhada por um aumento da captacao de
glicose sendo convertida em piruvato pela via glicolitica (191). Sob condi¢fes de
hipoxia, quando a demanda celular de oxigénio excede a oferta, o piruvato €
oxidado a lactato e NAD+ através da ativagdo do fator induzivel de hipoxia (HIF)
nas células hospedeiras (192). Embora o estabelecimento de um ambiente
hipoxico ainda néo tenha sido abordado especificamente na IAP, estudos
anteriores mostraram que em condic¢des inflamatérias como artrite reumatoide
ou osteoartrite, os niveis de pO2 do liquido sinovial sdo reduzidos (193,194). A
hipdxia no liquido sinovial de pacientes com artrite reumatoide foi caracterizada
por pH sinovial diminuido e niveis elevados de lactato, 3-hidroxibutarato e
acetato (195,196). Notavelmente, o estabelecimento de um ambiente hipéxico é
uma caracteristica comum durante a inflamacéo associada a infec¢éo bacteriana
(197), e um estudo anterior mostrou que os neutroéfilos que se acumulam no local
da infeccdo do biofilme consomem grandes quantidades de oxigénio, criando,
assim, um ambiente anaerobico (198,199).

Além da hipoxia, foi demonstrado que os neutrofilos ativados ndo oxidam
totalmente a glicose mesmo em condi¢c6es de normoxia, ao contrario, o piruvato
€, preferencialmente, oxidado a lactato pela ativacdo do metabolismo de
Warburg, que é caracterizado por um aumento na taxa de captacao de glicose,
com producao preferencial de lactato, visando sintetizar NADPH para suportar
sua exploséo respiratéria (80,200). O envolvimento do metabolismo de Warburg
pode fornecer uma explicacdo plausivel para o aumento da quantidade de
acetato no liquido sinovial de pacientes com IAP. Este metabdlito € um acido
graxo de cadeia curta que € gerado, principalmente, pela fermentacao bacteriana

no intestino grosso, apresentando propriedades imunomoduladoras. No entanto,
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recentemente foi demonstrado que em condicbes de metabolismo celular
hiperativo, como no efeito Warburg, o acetato pode ser gerado a partir do
piruvato através de uma descarboxilagdo do piruvato mediada por ROS,
proporcionando um aumento local desse metabdlito (201,202).

Considerando o exposto, os niveis reduzidos de glicose associados ao
aumento dos niveis de lactato e acetato observados em nosso estudo podem
sugerir tanto o estabelecimento de um ambiente hipdxico quanto o envolvimento
do metabolismo de Warburg pelos neutrofilos presentes no liquido sinovial. Mais
estudos sdo necessarios para abordar especificamente quais processos estdo
ocorrendo no microambiente infectado periprotético.

Varios estudos identificaram heterogeneidade funcional intrinseca no
conjunto de neutréfilos humanos em condi¢Bes fisiolégicas e patoldgicas
(203,204). Assim, diferentes subconjuntos de neutrofilos exibem programacao
metabdlica distinta (205). Rice et al. mostraram que, com suprimento limitado de
glicose, neutréfilos imaturos podem desencadear uma adaptacdo metabdlica
através do envolvimento no metabolismo mitocondrial oxidativo que promove a
oxidacdo de &cidos graxos para apoiar a producdo de ROS dependente de
NADPH oxidase (206). Esse conjunto de neutrofilos imaturos compartilha varias
caracteristicas fenotipicas com células supressoras derivadas de mieloides
(MDSC), que demonstraram estar aumentadas na IAP (206,207) e uma distingédo
clara entre ambas as células é metodologicamente dificil (204,208). Portanto,
nao se pode excluir que as MDSCs no microambiente infectado periprotético
envolvam essa via metabdlica, o que resulta na producao de 3-hidroxibutirato,
fornecendo, assim, outra fonte potencial para esse metabdlito, que encontramos

aumentado no liquido sinovial de pacientes com IAP.
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Do ponto de vista do patégeno, durante a infecgcdo, varios aspectos da
resposta imune limitam a respiracdo bacteriana (por exemplo, consumo
excessivo de oxigénio pelas células imunes inatas, quelagéo de ferro, producao
de Oxido nitrico) (209,210). Além disso, foi demonstrado que uma variedade de
micrébios entra na glicolise, uma via energeticamente menos eficiente, em um
mecanismo conhecido como metabolismo de overflow, que é equivalente ao
efeito Warburg (211). Por meio desse processo, substratos, como a glicose, ndo
sdo totalmente oxidados pela via respiratéria e, como resultado, metabdlitos
como acetato, lactato e metanol sdo excretados. Para ter sucesso nesse cenario
metabdlico de competicdo por glicose, foi demonstrado que patégenos como S.
aureus, apresentam maior capacidade de captacdo de carboidratos, com
consumo preferencial de glicose como adaptacdo metabdlica que permite uma
absorcdo mais eficiente de carboidratos (210).

Nas bactérias, acredita-se que o metabolismo de overflow seja um
mecanismo que facilita a biossintese de moléculas necessarias para a invaséao
e proliferagéo (82). Além disso, esse mecanismo tem sido associado ao rapido
crescimento do patdgeno, e tem sido proposto que a producdo de enzimas
necessarias para a respiracdo €, metabolicamente mais dispendiosa do que
aquelas necessarias para a oxidacdo parcial da glicose, o que seria
energeticamente ineficiente em suportar o crescimento rapido em comparacao
com a oxidac&o incompleta (211). Estudos anteriores com E. coli mostraram que
a via do metabolismo de overflow esta associada ao aumento da producédo de
acetato, apontando, também, essa via como uma fonte potencial de aumento de

acetato no liquido sinovial de pacientes com IAP (212).
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Um achado importante do nosso estudo foi a identificacdo de dois perfis
metabdlicos distintos em pacientes com IAP que apresentavam niveis distintos
de lactato e poderiam ser discriminados com base na identificagéo de S. aureus
como patdégeno causador. Um estudo anterior de Palama et al. avaliou o perfil
metabdlico de 576 amostras de 6 espécies bacterianas e demonstrou que
estratégias metabolémicas baseadas em RNM permitiram a discriminacao entre
as espécies bacterianas avaliadas (170). Curiosamente, este estudo mostrou
que as culturas de S. aureus apresentaram os maiores niveis de lactato e acetato
entre as espécies bacterianas avaliadas. Portanto, nosso estudo corrobora esse
achado, pois também identificamos um aumento da abundancia de lactato no
liquido sinovial de pacientes infectados por S. aureus. No entanto, devido ao
pequeno numero de pacientes em nossa coorte, novos estudos sao necessarios
para confirmar esse achado. Além disso, novos estudos com liquido sinovial de
pacientes com IAP causada por espécies bacterianas distintas podem resultar
na identificacdo de metabdlitos especificos que podem auxiliar na identificacao
de patdégenos causadores de forma independente de cultura microbiolégica. A
Figura 19, apresenta um esquema da relacao entre as alteragdes encontradas
neste estudo, com as possiveis vias metabdlicas envolvidas em tais alteracdes
tanto em patégenos quanto nas células do sistema imune.

A compreensao da adaptacdo metabolica induzida em bactérias durante
a infeccao é de grande importancia para o tratamento da IAP, pois varios estudos
tém destacado a relacdo entre o metabolismo bacteriano e a eficacia antibiética.
Postula-se que i) o tratamento com antibiéticos pode alterar o estado metabalico
das bactérias; ii) o estado metabdlico das bactérias influencia sua suscetibilidade

aos antibioticos, e iii) a eficacia do antibidtico pode ser modulada alterando o
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estado metabdlico das bactérias (213,214). O tratamento da infeccao articular
periprotética permanece um desafio principalmente devido & formacdo de
biofilme bacteriano e a falha do tratamento pode ocorrer em até 20% dos
pacientes (215). No presente estudo nao foram abordadas as diferencas
metabdlicas entre bactérias encontradas no estado planctdnico e de biofilme,
porém, nossos resultados podem abrir caminho para uma compreensdo mais
profunda da modulagdo das vias metabdlicas em ambos os estados,
possibilitando o desenvolvimento de estratégias terapéuticas que resultem em

melhores desfechos para pacientes com IAP.
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Microambiente da infecgao periprotética
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Figura 19. Microambiente da articulagéo protética infectada. EROS: espécies reativas de oxigénio. ADP: adenosina difosfato. ATP:
adenosina trifosfato.
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Dois estudos na literatura buscaram diferenciar o liquido sinovial com e
sem infeccdes articulares. Importante notar que estes estudos ndo avaliaram
exclusivamente paciente com IAP, particularmente no grupo controle, o que
representa uma importante limitacdo ja que a presenca do implante, por si s6
pode resultar em alteracbes no microambiente articular (169,177). Akhbari et al.
avaliaram o LS de pacientes com infecc¢ao articular e encontraram 16 metabdlitos
diferencialmente abundantes entre os grupos, dentre eles a glicose e a
creatinina, também encontradas alteradas em nosso estudo (169). A populacéo
do estudo era composta por pacientes com infec¢des de joelho e cotovelo, assim
como pacientes com préteses de quadril e joelho. De forma interessante, 0s
outros metabdlitos encontrados como alterados no estudo de Akhbari et al.
participam das mesmas vias ou apresentam atividade similar aos metabdlitos
encontrados neste estudo, sugerindo que uma mesma via metabdlica esta sendo
ativada, ou a ativacao de vias redundantes, resultando em um mesmo produto
final.

Outro estudo importante € o de Anderson et al. que avaliou o LS de
cavalos com doencas articulares de origem infecciosa ou n&o (177), identificando
55 metabdlitos no liquido sinovial, com 13 deles apresentando diferencas entre
as condicdes sépticas e assépticas. Importante salientar que neste estudo,
apesar dos autores avaliarem especificamente o LS, os pacientes do grupo
infeccdo apresentavam diagnodstico de sepse, e nenhum caso apresentava
implante ortopédico. Apesar das limitagbes, o autor encontra uma assinatura
metabodlica especifica da infeccdo, caracterizada por alteracbes em varios
metabalitos, dentre eles o acetato, a glicose, a creatina fosfato e creatinina, que

também foram encontradas alteradas em nossas analises (177).
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De uma forma geral, os testes diagndsticos disponiveis, atualmente, para
diagnostico da IAP avaliam dois aspectos principais da infec¢do: a presenca de
bactérias e a resposta imunolégica deflagrada para combater o patdgeno.
Interessante ressaltar que todos os marcadores do consenso, sejam eles
sorologicos ou do LS, identificam moléculas originarias do hospedeiro. Os
marcadores do LS, particularmente avaliam, geralmente os neutréfilos ou
moléculas originadas destas células. O Unico teste que avalia aspectos
relacionados ao patdégeno é a cultura microbiolégica que, até o presente
momento, € o0 Unico teste, amplamente disponivel, capaz de identificar o
patégeno infectante. Neste cenario, os estudos de metabolémica fornecem
evidéncias sobre o funcionamento dos sistemas biolégicos de uma forma
bastante abrangente. A vantagem desta metodologia é que ela, além de permitir
uma melhor compreensdo do microambiente da IAP, considerando tanto o
hospedeiro quanto o patégeno, permite a identificacdo de potenciais
biomarcadores que podem auxiliar no diagnostico desta complicacdo. A
identificacdo de biomarcadores através de experimentos de metaboldmica tem
sido bem sucedida em doencas como cancer (216), sepse (217), infecc¢des virais
(218,219), entre outras. Em relacdo as doencas infecciosas esta abordagem
pode permitir, além da identificacdo de biomarcadores diagnéstico, a
identificacdo do agente etiologico (220), severidade (221) e desfecho da infeccao
(222,223). Um estudo realizado com paciente com infeccdo causada pelo virus
H1N1 mostrou que a avaliagdo dos metabdlitos permitiu a discriminacdo entre
infeccdes virais versus bacterianas, a identificacdo de pacientes com maior risco

de necessitar de ventilagdo mecanica, e o risco de mortalidade em 90 dias (222).
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Em nossa andlise, apesar do pequeno nimero de pacientes na amostra,
foi possivel evidenciar que o lactato, a glicose e a creatina apresentaram uma
boa performance diagnostica, com AUC ROC maior que 0,8, com os trés ultimos
apresentando, ainda, niveis elevados de sensibilidade e especificidade. Estudos
anteriores encontraram niveis reduzidos de glicose no LS de pacientes com IAP.
Este biomarcador foi avaliado através de teste rapido, utilizando fitas de urinélise
e apresentou AUC ROC de 0,943; com sensibilidade e especificidade de 90% e
98%, respectivamente (183). O D-lactato, também, foi avaliado e se mostrou um
biomarcador patdgeno especifico, apresentando sensibilidade variando de 94%
a 96% e especificidade variando de 78% a 88% (147,186).

Um importante exemplo de como os estudos de metaboldomica podem ser
Uteis na identificacdo de novos biomarcadores € a infeccdo urinéria. A partir de
estudos de metabolomica previamente realizados (224,225). Gupta et al. (224)
foram capazes de identificar uma assinatura metabdlica baseada na avaliacao
de acetato, lactato, formato e succinato, capaz de discriminar pacientes com
infeccdo urinaria dos individuos controle, apresentando AUC ROC de 0,996
[0,992 — 1,001] . Além disso, este mesmo conjunto de marcadores foi capaz de
distinguir infeccbes causadas por bactérias gram-positivas ou negativas, com
AUC ROC de 0,975 [0,957 — 0,993], indicando a potencial capacidade de
diagnostico diferencial deste método e a notavel capacidade da metabdlica em
apontar potenciais novos biomarcadores.

N&do encontramos, na literatura, estudos que tenham avaliado,
especificamente, os niveis de 3-hidroxibutirato, acetato ou creatina no liquido
sinovial de pacientes IAP. Entretanto, como mencionado anteriormente, o

acetato, ja se mostrou um bom marcador na identificacdo da infec¢ao urinaria.
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Dessa forma, acreditamos que a partir dos nossos resultados, novos estudos
possam ser desenvolvidos com o objetivo de avaliar os niveis destas moléculas
no LS de pacientes com IAP, e avaliar seu potencial com biomarcador desta
doenca.

Atualmente a microbiologia é o Unico exame capaz de identificar o
patégeno causador da IAP (226). Em nosso estudo, ao compararmos o perfil
metabdlico do LS de pacientes com infec¢des causadas por S. aureus versus
aquelas causadas por outros patdégenos, identificamos uma diferenca
significativa nos niveis de acetato e lactato. De forma interessante, a AUC ROC
do acetato para discriminacdo do S. aureus como agente etioldgico foi de 0,92,
com sensibilidade de 75% e especificidade de 100%, apresentando-se, assim,
como um biomarcador com elevado potencial para fornecer uma perspectiva
inicial quanto ao agente causador, que auxilie na escolha da estratégia
terapéutica a ser adotada até a confirmacéo pelos ensaios microbioldgicos, 0
que pode demorar até 14 dias. Em nossa amostra, apesar do lactato se encontrar
significativamente elevado no LS de pacientes com IAP, ele apresentou limitado
potencial em discriminar as infeccbes causadas por S. aureus. No estudo de
Karbysheva et al. , ao avaliarem os niveis no enantiomero D-lactato no LS de
pacientes com IAP, encontraram variac6es de acordo com o tipo de patdégeno
isolado na amostra, sendo menor em infec¢cdes causadas por patdégenos de
baixa viruléncia, como os Staphylococcus-coagulase negativa em relacéo as de
alta viruléncia como as causadas por Streptococcus sp. e S. aureus (147). Os
autores nao avaliaram especificamente o potencial diagnostico do D-lactato em

discriminar as infec¢des de alta viruléncia ou aquelas causadas por S. aureus.
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Dessa forma, novos estudos sdo necessarios para confirmar ou refutar o uso
deste biomarcador na identificacdo inicial do agente etiologico.

E importante ressaltar que, apesar de nosso estudo evidenciar novos
potenciais biomarcadores do liquido sinovial, novos estudos sdo necessarios
para confirmar tais achados através de metodologias quantitativas mais
acuradas.

Este estudo apresenta algumas limitacdes. O numero de pacientes
incluidos em nossa amostra, apesar de ser o maior em relagdo a outros estudos
que utilizaram esta metodologia no contexto das infec¢des 6sseas e articulares,
prejudicou a realizacdo de analises de subgrupos para identificar perfis
metabdlicos distintos associados a patdégenos infectantes especificos. Além
disso, como a infeccdo envolve patégenos microbianos e a imunidade do
hospedeiro, e como a maioria dos metabdlitos envolvidos nas vias procarioticas
e eucaridticas sao semelhantes, é dificil distinguir entre a resposta metabdlica
induzida pelo hospedeiro e a via metabdlica do patégeno, portanto, mais estudos
abordando, especificamente, as vias celulares e os mecanismos moleculares

envolvidos nas adaptacdes metabdlicas aqui propostas sdo necessarios.
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7

CONCLUSAO

Em nosso estudo, foi possivel identificar e anotar 28 metabdlitos no liquido
sinovial de pacientes com prétese de joelho submetidos a cirurgia de

revisao da artroplastia de joelho;

Nossos resultados evidenciaram um perfil metabdlico especifico no
liquido sinovial de pacientes com IAP, caracterizado pelo aumento de
lactato, acetato e 3-hidroxibutirato e niveis reduzidos de glicose e creatina
em relacdo aos pacientes com falha asséptica da IAP. Além disso,
pacientes com IAP causada por S. aureus apresentam elevados niveis de

acetato e lactato no LS.

O lactato, a glicose e a creatina se apresentam como potenciais
biomarcadores para o diagnéstico da IAP, apresentando AUC ROC maior
que 0,8, com os trés ultimos apresentando, ainda, niveis elevados de
sensibilidade e especificidade. O acetato demonstrou ser um potencial

biomarcador para a discriminacao das infeccfes causadas por S. aureus.
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Trata-se de projeto de pesquisa vinculado ao CAE Joelho, visando avaliar o perfil metabdlico do liquido
sinovial de pacientes com infeccéo periprotética. Atualmente, observa-se, em todo o mundo, significativo
aumento do nimero de Artroplastia total do Joelho (ATJ). Apesar de todos os avangos técnicos e melhora
dos resultados clinicos com as modernas ATJ, a incidéncia de complicagdes ndo pode ser desprezada e,
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(IPP) do joelho varia entre 1,1% a 12,4%, representando, a principal causa de falha dos implantes com
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ortopedia, ainda sdo escassos os estudos de metabolémica associados as infecgdes periprotéticas.
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de revisdo da artroplastia de joelho, atendidos no Centro de atencio especializada do joelho do INTO. Os
pacientes serdo avaliados guanto a presenga dos sinais indicativos de infeccdo periprolética praconizado
pela sociedada inlermacional de infecgio musculoesqueldlica. Uma amostra de liguido sinovial sera colelada
& ulilizada para as andlises de melabolomica, para determinacio do peril metabdlico associado a infecgio e
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submelidos a cirurgia de revisdo.

+ Avaliar o perfil metabdlico dos pacientes com e sem infeccdo periprotética, buscando determinar uma
assinatura melabalica associado & infecgdo.

+ Analisar o perfil metabdlico de pacientes com infeccdo periprotética categorizados em relagio ac
microrganismo infectanie, buscando determinar a assinalura melabdlica associada aos diferenies agentes
alioldgicos causadoras de infeccdo periprotatica.

+ Avaliar o valor diagnéstico da analise do perfil metabdlico do liguide sinovial no diagnastico da infecgao
periprolélica

+ Avaliar o valor diagndstico da analise do perfil metabdlico do liquido sinovial na identificagdo agente

alicldgico e sensibilidade a anfibidlicos dos microrganismos causadoras da infecgdo periprolética.
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M&o ha riscos associados 3 participagio no estudo segundo os pasquisadores, porém sabemos que ndo ha
pesquisa isenla de riscos. Enlrelanio, como o estudo se baseara em material ja ulilizado para exames
complemantares na rolina do CAE, ndo havera riscos adicionais com o procedimento.

Beneficios:

Augiliar na compresens3o das alleragies melabdlicas induzidas pela infeccdo periprotética, com o objetive de
identificar novos marcadores uleis no diagndstico desta doenca. N3o havera beneficios diretos para os
participantes.

Comentarios & Considerages sobre a Pesquisa:

Pasquisa relevante e inovadora. Apresenta potencial para auxilio no diagndstico de doenga de grande
morbidade.

Consideragies sobre os Termos de apresentacao obrigatdria:

Os termos foram apresentados & estSo adequados.

Recomendacdes:

Os autores responderam as recomendagdes do parecer anlerior informando qua: "Para realizagio dos
ansaios de metabolomica, serd utilizada a facility de ressonancia magnética nuclear do Laboratdrio Nacional
de Biociéncias (LNC), com sede am Campinas/S3c Paulo. O LNC & vinculado ao Ministério da Ciéncia,
Tecnologia, Inovagio e Comunicagdo. O laboratdrio aceita a submiss3o de projelos ao longo do ano, em
fluxo continuo, cferecendo oportunidade a usudrios axiermos para que executem seus projetos usando seus
aguipamentos & expertise. Dessa forma, apde aprovacdo pelo CEP, o projeto sera apresentado ao LNC,
para que saja autorizado o uso do laboraldrio de ressonancia para nossas andlises, assim como para
agendameanto do pariodo de analisa. Além disso, ha um time de especialistas que auxiliam desde a colela e
preparo do malerial até a analise dos resultados. Uma vez que o projelo seja aprovado, ndo ha cuslos

inarentes & andlise. Os custos serdo relacionados ao processamento da amostra. ©

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Mada a acrescenlar.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Senhor pesquisador, de acordo com o constante da Resclugdo CNS n® 466 de 2012, faz-se necessario
apresentar ao CEP/INTO, através da Plataforma Brasil, a cada 06 (seis) meses o relatdrio de
acompanhamento dé sua pesquisa. Além disso, apds a conclusio da pesquisa, devera ser submalido na
Plataforma Brasil, através da Molificagdo, o Relaldrio Final e a pesquisa concluida para apreciagio do
CEPR/INTO.
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Abstract

Periprosthetic joint infection (PJI) is one of the most challenging complications
following total knee arthroplasty. Despite its importance, there is a paucity of reports in
the literature regarding its pathogenesis. Recently, cellular metabolic reprogramming
has been shown to play an important role in the progression and outcome of infectious
diseases. Therefore, the aim of this study was to evaluate the metabolites composition of
the synovial fluid from patients with PJI or aseptic failure of total knee arthroplasties.
The synovial fluids from 21 patients scheduled for revision total knee arthroplasty (11
with the diagnosis of PJT and 10 with aseptic failures) were analyzed using 1D '"H NMR
spectroscopy. Univariate and multivariate statistical analyses were used to identify
metabolites that were differentially abundant between those groups. A total of 28
metabolites were identified and five of them found to be differentially abundant
between infected and non-infected synovial fluids. Lactate, acetate and 3-
hydroxybutyrate were found to be in a higher concentration, and glucose and creatine
were found reduced in the synovial fluid from PJI patients. Synovial fluid from patients
with PJI exhibit a distinct metabolic profile, possibly reflecting metabolic adaptation
that occurs in the infected periprosthetic microenvironment. Further research and
studies are warranted to gain a broader insight into the metabolic pathways engaged by

both pathogen and immune cells in the context of a PJI.

Keywords: metabolomics; periprosthetic joint infection; synovial fluid; total knee

arthroplasty.

Introduction

John Wiley & Sons, Inc.
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Periprosthetic joint infection (PJI) is a challenging complication after total knee
arthroplasty. Although its incidence remains stable, the high demand for knee
arthroplasty leads to an increase in the absolute number of PJIs [1]. Nowadays, PJI is
referred to as the leading cause of knee arthroplasty revision surgery, and is associated
with morbidity and mortality, resulting in a significant degree of physical impairment

and increased healthcare costs [2].

In PJI microenvironment, a complex interaction between the infecting pathogen
and components of the host immune system takes place, resulting in cellular and
molecular changes that reflect the state of infection and may be used for PJI diagnosis
as well as for monitoring treatment response [3,4]. However, despite its importance and
the growing body of knowledge focusing on its treatment, microbiological profile and

diagnosis, there is a paucity of information about its pathogenesis.

Most data on the pathophysiology of PJIs derive from reductionist approaches
that seek to investigate the role of a single isolated component in a larger biological
system [5]. However, infectious diseases are particularly complex as they involve the
consideration of two main components, the host and the pathogen, thus requiring a
thorough understanding of the connection between the parties to have a comprehensive

knowledge of them [6].

Metabolomics, which refers to the determination and quantification of
metabolites within a biological system, is a high-throughput methodology that can aid in
the discovery of disease mechanisms and biomarkers [7]. Such an approach may reveal
several aspects of the intricate connection among pathogen, host immune response and
energy metabolism. Metabolomics is a central omics in the flux of information since

metabolites pools reflect the instantaneous status of a biological system in conditions

John Wiley & Sons, Inc.
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either with health or with disease [8]. However, this has not been explored in relation to
PJI. Therefore, the aim of this study is to use NMR spectroscopy to compare the
metabolic profile of synovial fluids from patients with PJI with those from aseptic

failures.
Methods

This study was conducted in a tertiary healthcare center specialized in high-
complexity orthopedic surgery and was approved by the Human Ethics Committee of
g |
B .1 paticnts provided an informed consent for the purpose of this study.
Synovial fluid was collected from patients undergoing knee arthroplasty revision
surgery. Exclusion criteria included systemic inflammatory disease, insufficient
synovial fluid volume, single positive microbiological culture and lack of appropriate

clinical and laboratorial data to confirm or exclude a PJI.

All participants were evaluated according to the International Consensus
Meeting on Musculoskeletal Infection 2013 (ICM) criteria [9]. Synovial fluid was
obtained during the revision procedure, prior to the arthrotomy. Three to five milliliters
were drawn into vials for aerobic and anaerobic cultures (Becton, Dickinson and
Company, New Jersey, USA). Culture dishes were held for 14 days and discarded after
turning into positive results according to a laboratory protocol. In addition to that, five
to seven periprosthetic tissue samples were also harvested and sent for microbiological

analyses. Histopathological analyses were also performed on periprosthetic membranes.

The cohort of participants for the study was divided into two groups. The
infection group was composed of patients with two or more positive cultures of

periprosthetic tissue with growth of the same pathogen. Patients in the non-infection

John Wiley & Sons, Inc.
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group displayed 3 or more of the minor criteria, except for the single positive culture,
that was an exclusion criteria. The study population consisted of 21 patients: 11 with PJI
and 10 with aseptic failure. Patient demographics is summarized table 1. Infected and
non-infected groups did not differ regarding age, BMI and comorbidities. The identified
pathogens and their respective frequencies are displayed in table 2. Two patients had
polymicrobial infections (Staphylococcus aureus and Enterococcus faecalis; and S.
aureus, Klebisiella aerogenes and S. epidermidis). Within the infected cohort, 4 acute
and 7 chronic PJIs were identified. No patients in the infected group presented with

fistula.

Synovial fluid was collected prior to the arthrotomy. An aliquot of the collected
synovial fluid was transferred to Ethylene Diamine Tetra Acetic acid containing tubes
(Becton Dickinson, New Jersey, USA), centrifuged at 4800 x g for 10 minutes, and the
cell-free supernatant was aliquoted in sterile tubes and stored at -80° C until further
analysis. The samples were kept frozen for a maximum of 6 months until the

preparation and performance of the analysis by Proton NMR spectroscopy.

The sample preparation was done as described previously [10]. Briefly, a sample
of synovial fluid was thawed at room temperature and immediately centrifuged at 6000
x g for 40 minutes at 4°C for additional removal of debris and protein aggregates. Then,
500 microliters of the supernatant were mixed with 1mL of sodium phosphate buffer
solution (50mM) with pH 7.4, containing 100% deuterated water (Cambridge Isotope
Laboratories, Inc., Massachusetts, USA). In order to obtain a macromolecule-depleted
fluid, this solution was filtered through an Amicom filter (3-kDa cutoff) (Merck,
Darmstadt, Germany), according to the manufacturer's instructions, and then
centrifuged at 3000 x g, for 40 minutes at 4° C. The eluted material was collected and

600 pnL were transferred for 5 mm diameter NMR tubes.

John Wiley & Sons, Inc.
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One- and two-dimensional 1H spectra were acquired in a Bruker Avance III HD
spectrometer, operating at 500 MHz,in TopSpin 3.2 software (Bruker) and IconNMR
4.6.7 software. One-dimensional 1H spectra were acquired with excitation sculpting for
water suppression (ZGESGP pulse sequence), 1k scans, 64K TD in the acquisition time
of 3.27 s, relaxation delay of 1.74 s and sweep width 20 ppm at 25°C. For assignments
the two-dimensional 'H-H total correlation spectroscopy (TOCSY) spectrum was
acquired. The assignments were carried out through the HMDB 5.0, BMRB databases
[11,12], and COLMAR-TOCSY platform [13] , with 1H chemical shift cutoff (ppm) of
0.03ppm, matching ration cutoff of 0.6, direct matching method for acqueous database,

as shown by the supplementary table 1

After acquisition, spectra were processed in different steps on MestReNova
version 14.2.1-276840.02 ppm binning by average sum method phase and baseline
correction and spectra calibration. In order to eliminate artifacts compounds we
removed the buckets referring to, water, regions with negative signs, regions referring to
EDTA, glycerol and ethanol (present in filter and in asepsis, respectively). Finally,

binning table was normalized by the sum of intensities.

MetaboAnalyst 5.0 was used for multivariate statistical analyses [12]. We used
the unsupervised principal component analysis (PCA) to create a statistical
classificatory model. Multiple T-test was used for univariate analysis, and a p < 0.05
was considered statistically significant following correction for multiple testing using

the Benjamini-Hochberg false discovery rate method.

Results

John Wiley & Sons, Inc.
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A representative 'TH NMR spectrum of infected and non-infected synovial fluid
is detailed in Figure 1. Twenty-eight metabolites were identified and are listed in table
3. The unsupervised principal component analysis score plot showed a partial
distinction between infected and non-infected groups. The first two principal
components of this model explain 74,4% of the variance between groups, with lactate
being the major discriminating metabolite. Notably it was possible to identify two
distinct metabolic patterns within the infected group with one of them clearly

overlapping the non-infected group (Figure 2A).

Analysis of the PCA loading plot indicated that PJI samples tend to have a
higher amount of lactate, and that in the non-infected ones a greater concentration of

glucose can be found (Figure 2B).

Multiple T test was performed to identify metabolites that were differently
abundant between the groups. The five metabolites that showed different concentrations
between both groups were: lactate, acetate and 3-hydroxybutirate, that were elevated in
infected synovial fluid, and glucose and creatine, that were found in higher
concentration in non-infected group. When we considered the false discovery rate, a
correction for multiple T tests, lactate and glucose still showed significatively different

between both groups (Table 4).

Once we identified two distinct profiles among patients with PJI, we specifically
analyzed these patients to disclose the possible causes of such variation. When infected
samples were categorized according to a timeline (acute or chronic), we could not
obtain a clear separation between groups (Supplementary Figure 1). However, when a
set of samples were categorized considering the identification of S. aureus as the (or one

of the) causative pathogens, we observed a clear separation between both groups.

John Wiley & Sons, Inc.
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203  Loading plot analyses revealed that synovial fluid from S. aureus infected patients tend

204  to have higher amounts of lactate and acetate (Figure 3).

205 Discussion

206 In the last century, the rapid growth of knowledge about metabolism,
207  architecture of metabolic pathways, and their effects on cellular function is opening new
208 avenues in the understanding of physiological and pathological processes. In infectious
209  diseases, new evidence has shown that pathogen and host cells engage in bidirectional
210 modulation of their respective metabolism, thus regulating cellular function, which
211 dictates disease evolution and outcomes [14—16]. Here we have performed a
212 comprehensive analysis of the metabolites in the synovial fluid of patients with PJI and
213 showed that the infected periprosthetic microenvironment has a distinct metabolic
214  profile characterized by increased levels of lactate, acetate and 3-hydroxybutyrate and
215  reduced levels of glucose and creatine. Besides, our results reveal that synovial fluid
216  from PJIs caused by S. aureus display increased amounts of lactate compared to
217  synovial fluid from infections by other pathogens. This study differs from previous ones
218 as it is the first that evaluates exclusively patients with knee prostheses in both the PJI

219  and the control groups[17].

220 A comprehensive analysis on the fluctuation of metabolites in the synovial fluid
221 of patients with PJI can reveal novel aspects of cellular processes and metabolic
222 adaptations within the infected microenvironment that might help not only in the
223 discovery of new potential biomarkers but could provide further insights for
224  understanding the pathogenesis of PJI, enabling the development of innovative

225  therapeutic strategies [18].

10
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Recent evidence has shown that a critical step in the orchestration of immune
cells is the reprogramming of their cellular metabolism [19,20], which means that
cellular energy metabolism pathways are altered during the activation and function of
immune cells and that intermediates and metabolic by-products of these pathways
modulate immune cell function [21]. On the other hand, pathogens also regulate their
metabolism during the course of the infection and such an alteration directly impacts

their virulence [16].

The presence of neutrophils is the hallmark in PJIs. Upon pathogen sensing,
those cells primarily utilize glucose and glycolysis to fuel their respiratory burst, that
refers to the rapid generation of the reactive oxygen species (ROS) through the catalytic
conversion of molecular O2 to ROS [22]. Activated neutrophils display an increased
surface expression of glucose transporters which is accompanied by an increased uptake
of glucose that is converted into pyruvate through the glycolytic pathway [23]. Under
hypoxic conditions, when cellular oxygen demand exceeds supply, pyruvate is oxidized
to lactate and nicotinamide adenine dinucleotide (NAD+) [24]. Although the
establishment of a hypoxic environment has not yet been specifically addressed in PJI,
previous studies have shown that in inflammatory conditions like rheumatoid arthritis or
osteoarthritis, synovial fluid pO2 levels are reduced [25,26]. Hypoxia in the synovial
fluid of rheumatoid arthritis affected patients was characterized by a low synovial pH
and increased lactate, 3-D-hydroxybutarate and acetate levels [27,28]. Remarkably, the
establishment of a hypoxic environment is a common feature during inflammation
associated with bacterial infection [29], and a previous study has shown that neutrophils
at the site of biofilm infection consume high amounts of oxygen, thus creating an

anaerobic environment [30,31].

11
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In addition to hypoxia, it has been shown that activated neutrophils do not fully
oxidize glucose even under normoxic conditions, on the contrary, pyruvate is
preferentially oxidized to lactate through the engagement of Warburg metabolism,
which is characterized by an increase in the rate of glucose uptake and preferential
production of lactate to synthesize nicotine adenine dinucleotide phosphate (NADPH)

to support its respiratory burst [19,32,33].

Considering the above, the reduced levels of glucose coupled with increased
levels of lactate observed in our study may suggest both the establishment of a hypoxic
environment or the engagement of Warburg metabolism by synovial fluid infiltrating
neutrophil. Further studies are needed to specifically address the processes taking place

within periprosthetic infected microenvironment.

From a pathogen perspective, during infection, several aspects of host immune
response limits bacterial respiration, (e.g., massive oxygen consumption by innate
immune cells, iron chelation, nitric oxide production) [34,35]. Additionally, it has been
shown that a variety of microbes enter glycolysis, an energetically less efficient
pathway, in a mechanism known as overflow metabolism, that is the equivalent to the
Warburg effect [36]. Through this process, substrates like glucose, are not fully
oxidized through the respiratory pathway, and as a result metabolites like acetate, lactate
and methanol are excreted. To succeed in this metabolic scenario of competition for
glucose, it has been shown that pathogens like S. aureus, one of the most prevalent
pathogens in PJIs, display increased capacity for carbohydrate import, with a
preferential absorption of glucose as a metabolic adaptation that allows a more efficient

uptake of carbohydrates [37].
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In bacteria, overflow metabolism is thought to be a mechanism to facilitate the
biosynthesis of molecules required for invasion and growth [16]. This mechanism has
been associated with a fast pathogen growth and it has been proposed that the synthesis
of the enzymes required for respiration is more costly than for those required for partial
oxidation of glucose, what would be energetically inefficient in supporting fast growth
in comparison to the incomplete oxidative metabolism [36]. Previous studies with E.
coli have shown that the overflow metabolism pathway is associated with increased
production of acetate, also pointing out this pathway as a potential source of increased
acetate within synovial fluid from PJI patients [38]. An integrative view of the potential

metabolic adaptations occurring within PJI microenvironment is shown in figure 4.

An important finding of our study was the identification of two distinct
metabolic profiles within patients with PJI that showed distinct levels of lactate and
could be discriminated based on the identification of S. aureus as the causative
pathogen. A previous study from Palama et al (2016) has evaluated the metabolome of
different bacterial species and showed that they displayed distinct metabolic profile,
with S. aureus cultures displaying higher contents of lactate and acetate [39]. Therefore,
our study corroborates this finding as we have also identified an increased abundance of
lactate in the synovial fluid from S. aureus infected patients. However, due to the small
number of patients in our cohort, novel studies are needed to confirm this finding.
Besides, novel studies with synovial fluid from patients with PJI caused by distinct
bacterial species may result in the identification of specific metabolites that can aid in
the identification of the causative pathogens in a microbiological culture independent

fashion.

PJI treatment remains a challenge mainly due to the formation of bacterial

biofilm and failure may occur in up to 20% of the patients [40].The comprehension of
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the metabolic adaptation induced in bacteria during infection is of major importance for
PJI treatment as several studies have highlighted that: 1) antibiotics can alter the
metabolic state of bacteria; ii) the bacteria metabolic state influences their susceptibility
to antibiotics, and iii) antibiotic efficacy can be modulated by altering the bacteria
metabolic state [41,42]. The present study did not address the metabolic differences
between planktonic and biofilm bacteria; however, our results may pave the way to a
deeper understanding on the modulation of the metabolic pathways in both bacterial
states, enabling the development of therapeutic strategies that result in better outcomes

for patients with a PJI.

This study was limited by the small sample size that impaired the performance
of subgroup analyses to identify distinct metabolic profiles associated with a specific
pathogen. Besides, most of the metabolites involved in prokaryotic and eukaryotic
pathways are similar, a distinction between host-induced metabolic response and
pathogen metabolic pathway is difficult to be achieved, further studies addressing
specifically the cellular and molecular mechanisms involved in the metabolic

adaptations proposed here are warranted.

Taken together our results show that the synovial fluid from patients with PJI
display a distinct metabolic profile, suggesting the establishment of metabolic

adaptations in host cells and bacteria within periprosthetic infected microenvironment.
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Table 1. Patients characteristics
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Non-infection Infection P
(n=10) (n=11)
Age (median [IQR]; years) 75 [68 — 78] 71 [ 66— 78] 0.587°
Sex (n) 0.182°
Male 2 6
Female 8 5

BMI (kg/m?) (mean + SD) 31.1+£4.9 31.6 6.2 0.833°
Comorbidities

High pressure 9 9

Diabetes 2 3

Coronary disease 1 2

Kidney disease 1 3

Hypothyroidism 0 2 -

COPD 1 1

Vascular insufficiency 1 1

Hepatitis 0 1
CRP (mg/l) 0.72+0.72 9.4+11.06 0.03
ESR (mm/hr) 41 +31 64 +33 0.13
% PMN (%) 264+ 17.7 59.1+37.9 0.03
Leukocyte count 15177 + 43338 133719 + 239733 0.01

(cells/mm3)

a T test; ® Chi square

John Wiley & Sons, Inc.
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464 Table 2. Causative microorganisms
MICROORGANISM FREQUENCY
(N (%))
Staphylococcus aureus 4 (36%)
Staphylococcus cohni 2 (18%)
Staphylococcus 0
epidermidis 2 (50
Enterococcus faecalis 2 (18%)
Staphylococcus o
lugdunensis 1 E70)
Staphylococcus hominis 1 (9%)
Acinetobacter baumannii 1 (9%)
Klebsiella aerogenes 1 (9%)
465
466
467
468 Table 3. Metabolites annotated in synovial fluid

Identified metabolites

Butanol
Leucine
L_Valine
Ethanol
3 _Hydroxybutyrate
L_Threonine
Lactate
Alanine
Acetate
Lysine
Tetrahydrofuran
L_Glutamic_acid
L_Glutamine
3_Hydroxypropionic_acid

L_Carnitine

20
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Citrate
Creatine
L_Phenylalanine

L_Histidine

Ethanolamine
L_Cystine
L_Tyrosine
Diethanolamine
D_Glucose
Betaine
Taurine
Choline
Glycerol
469
470 Table 4. Differently abundant metabolites
'H
Metabolite Ch;;:il fitcal inil'::tlilon Infection Staatus P value Val% o
(ppm)
Lactate 1.32 4785 7052 1 <0.0001  <0.0000
Glucose 3.46-3.50 938 448 ! <0.00001  0.0002
Creatine 3.92 585.6 310.7 l 0.007 0.1
Acetate 1.92 235.1 447 1 0.03 0.445
3- 1,20 242.2 448 1 0.045 0.481
Hydroxybutyrate
471 2 infected cohort related to non-infected
472
473 Figure Legends

John Wiley & Sons, Inc.
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Figure 1. Representative spectra of synovial fluid from aseptic failure (top) and

PJI (bottom).

Figure 2. Principal component analysis (PCA) score plot of synovial fluid from
patients with (red) and without (green) periprosthetic joint infection. (B) Loading

plot.

Figure 3. (A) Principal component analysis (PCA) score plot of synovial fluid
from patients with periprosthetic joint infection; colors according to infecting

pathogen. (B) Loading plot.

Figure 4. Proposed metabolic adaptations underlying metabolic alterations

identified within synovial fluid from patients with periprosthetic joint infection.

Supplememtary Figure 1. A) Principal component analysis (PCA) score plot of
synovial fluid from patients with acute (red) and chronic (green) periprosthetic

joint infection. (B) Loading plot.
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Abstract Objective To identify the causes of revision of total knee arthroplasty in a referral
center in Brazil.
Methods This is a case series, with 80 patients undergoing revision surgery for total
knee arthroplasty (RTKA) at a referral center for knee surgery, between August 2019
and November 2021, with a mean age of 69.6 years. Of these patients, 60.23% were
female and 39.77% were male. The average body mass index (BMI) was 30.23 kg/m?.
The causes of TKA failure were defined as: periprosthetic infection according to the
2018 International Consensus Meeting criteria, ligament instability, range of motion
limitation, periprosthetic fracture, malalignment, aseptic loosening, pain due to non-
replacement of the patellar cartilage, polyethylene wear, fracture of implants, insuffi-
ciency of the extensor mechanism.
Results Periprosthetic joint infection (PJl) was the main cause of revision total knee

Keywords arthroplasty (TKA), corresponding to 47.73% of cases. Aseptic loosening of one or more
= arthroplasty components represented the second most frequent reason for TKA failure, accounting
= replacement for35.23% of revisions. Range of motion limitation represented the third most frequent
=~ knee cause, accounting for 5.68% of surgeries. Instability was the fourth most frequent
= knee joint reason for RTKA, occurring in 4.55% of patients. The other causes of revision were:
= arthroplasty periprosthetic fracture (3.41%), failure due to rupture of the extensor mechanism
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2 Causes of revision of total knee arthroplasties in a tertiary hospital in Brazil

Resumo

Palavras-chave

Mozella et al.

Conclusions Periprosthetic joint infection was the most frequent cause of TKA
revision in our series. Other reasons for TKA failures were, in descending order: aseptic
loosening, limited range of motion, and instability.

Objetivo Identificar as causas de revisdao de artroplastia total do joelho em um centro
de referéncia no Brasil.

Métodos Trata-se de uma série de casos, com 80 pacientes submetidos a cirurgia de
revisao de artroplastia total do joelho (RAT]) em um centro de referéncia em cirurgia do
joelho, no periodo entre agosto de 2019 e novembro de 2021, com média de idade de
69,6 anos. Desses pacientes, 60,23% eram do sexo feminino e 39,77% do sexo
masculino. O indice de massa corporal (IMC) médio foi de 30,23 kg/m?. As causas
de falha da AT foram definidas como: infeccao periprotética conforme critérios do 2078
Internacional Consensus Meeting, instabilidade ligamentar, limitacao de arco de movi-
mento, fratura periprotética, mal alinhamento, soltura asséptica, dor devido a nao
substituicdo da cartilagem patelar, desgaste do polietileno, fratura dos implantes,
insuficiéncia do mecanismo extensor.

Resultados A infeccdo articular periprotética (IAP) foi a principal causa de revisao de
artroplastia total do joelho (AT]), correspondendo a 47,73% dos casos. A soltura
asséptica de um ou mais componentes representou o segundo motivo mais frequente
para causa de falha de AT], acarretando 35,23% das revisdes. Limitacdo do arco de
movimento representou a terceira mais frequente causa, sendo responsavel por 5,68%
das cirurgias. Instabilidade foi a 42 razao mais frequente para RAT|, ocorrendo em 4,55%
dos pacientes. As demais causas de revisdo foram: fratura periprotética (3,41%),
insuficiéncia por ruptura do mecanismo extensor (2,27%), dor atribuida a ndo

= articulacdo do joelho
= artroplastia do joelho
= artroplastia

= infeccoes

Conclusoes

Introduction

Epidemiological data show that between 6 and 12% of total
knee arthroplasties (TKA) evolve to failure, requiring revision
surgery in the first 10 years.! Other recent studies have
shown an increase in the number of revision surgeries of TKA
(RTKA) performed in recent years.>™ There was a 144%
increase in the number of RTKA performed in Germany
between 2004 and 2014.° It is estimated that, for the year
2050, in the same country, there will be an increase of about
90% in the number of revision surgeries of knee arthroplas-
ties. In the United States, the increase in the number of such
procedures was of 39% between 2006 and 2010.” And future
estimates point to a continuous increase in the number of
these surgeries by the year 2030.%

The etiology for increasing the number of RTKAs is, in fact,
multifactorial, being influenced both by factors related to
technical issues and evolution of implants and instruments,
as well as by factors related to patients.>'® An example of
this, the wear of the polyethylene component was a frequent
cause of revision in the past; however, changes in the
sterilization process of these components culminated in a
significant reduction in the number of revisions for this
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substituicdo da cartilagem patelar (1,14%).

Ainfeccao articular periprotética foi a causa mais frequente de revisdo de
AT] em nossa série. Outras razoes de falhas de AT| foram, em ordem decrescente:
soltura asséptica, limitacdo do arco de movimento e instabilidade.

reason.’'3 At the same time, the expansion of primary
prosthesis indications, especially for younger patients, and
the higher incidence of obesity in the world population may,
at least partially, also justify potential changes in the failure
patterns of modern arthroplasties.g'm'15 Meehan et al.'*
demonstrated that the risk of septic failure was 1.81 times
higher in patients under 50 years of age when compared to
patients older than 65 years. Similarly, among younger
patients, the risk of revision for aseptic failure was 4.7 times
higher.14

Knee prosthesis revision surgeries are procedures of high
complexity, performed in a limited number of hospitals and,
consequently, that require greater expenditure of technical
and economic resources.'®'” Compliance with technical
principles is essential to obtain satisfactory results in this
type of surgery.'® Thus, preoperative planning, failure mode
identification and adequate treatment of bone defects are of
fundamental importance for obtaining satisfactory and long-
lasting clinical results in this type of surgery.'81?

In this context, the identification of the cause of implant
failure is significantly important for planning and obtaining
satisfactory results.”’ Several series have demonstrated
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changes in the causes of TKA failure over the years, possibly
related to evolutions in implant design, as well as instru-
mental improvements.' ™12 Thus, this study aims to identify
the causes of RTKA in a reference center in Brazil.

Materials and Methods

This is a series of cases of patients undergoing RTKA at the
Center for Specialized Attention in Knee Surgery of Instituto
Nacional de Traumatologia e Ortopedia (INTO) Jamil Haddad,
in the period between August and November 2019 (CAAE-
20309419.0.0000.5273.). There was no age limit, no restric-
tion on the gender of the participants.

During the study period, 88 arthroplasty revision surger-
ies were performed. One patient underwent revision of the
unicompartmental implant of the knee and was therefore
excluded. Seven surgeries were excluded from the analysis
because it was the second revision surgery. Thus, after the
exclusion criteria, 80 surgeries (80 patients) were analyzed.
The mean age of the patients in the procedures was 69.6
years (standard deviation (SD)=9.85 years; variation =29-
87 years). Of these patients, 60.23% were female and 39.77%
were male. The mean body mass index (BMI) was 30.23
kg/m? (SD = 5.92; variation = 18.20-42.46 kg/m?).

Arthroplasty review was defined as reoperation after
performing primary TKA in which it was necessary to add
or replace one or more prosthetic components. Thus,
patients submitted to reoperations, however without the
addition or replacement of one or more primary prosthetic
components, were excluded from the analysis. Patients
submitted to unicompartmental knee implant (UKI) revision
surgery were also excluded from the analysis, as well as
patients submitted to the second revision surgery.

The following data were collected from medical records:
age, gender, and BMI. Laboratory tests with analysis of hemo-
sedimentation velocity (HSV), C-reactive protein (CRP), and
D-dimer were performed in all patients on the day before
surgery, as well as range of motion measurement using a
goniometer by the orthopedist in training in the knee
surgery improvement course at the institution. Radiographs
of the knee at anteroposterior incidences with bipodal,
profile, and axial support in 30 degrees were performed on
the day before surgery. During surgery, synovial fluid was
collected for the following analyses: total leukocyte count,
polymorphonuclear percentage, leukocyte esterase, and cul-
ture in a blood culture vial. Six samples of bone tissue were
also collected for extended tissue culture for 14 days and 2
periprosthetic membrane samples for histopathological
examination.

In the surgical report, the following information were
analyzed: surgical access performed, implant system used,
Anderson Orthopaedic Research Institute (AORI) classifica-
tion of bone loss, use of trabeculated metal cones and/or
tissue bank grafts for the treatment of defects.

Regarding the surgical access used, the surgery was
performed by conventional medial parapatellar access in
70 surgeries (87.5%). Extended access was performed in 10
surgeries (12.5%), with tibia anterior tuberosity (TAT) osteot-
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Table 1 Distribution of bone defects

Classification of defects Tibia n (%) Femur n (%)
Flawless 15 (20%) 16 (21.3%)

1 20 (26.7%) 15 (20%)

2a 19 (25.3%) 15 (20%)

2b 9 (12%) 8 (10.7%)

3 12 (16%) 21 (28%)

Source: Research data (INTO).

omy in 7 cases (8.75%), quadriceps turndown in two cases
(2.5%), and clipping of the thigh reskin (snip) in one patient
(1.25%).

Implants with two different systems—Legacy Constrained
Condylar Knee (Zimmer Biomet, Warsaw, IN, USA) or Legion
Revision Knee (Smith & Nephew plc, London, UK)—were used
in 40 surgeries (50%). In 24 surgeries (30%), constrictor
implants (Rotating Hinge Knee - Zimmer Biomet) were
used. Spacers were implanted in 14 patients (17.5%). In 2
patients (2.5%), only patellar implants were used.

Medical documentation of bone defects was incomplete
in five surgeries. Thus, when analyzing 75 patients, the
presence of bone defects was identified in 70% of the
patients. The distribution and classification of bone failures
are shown in =Table 1. Tantalum metaphysary cones were
necessary for the treatment of bone defects in 21 patients
(26.25%). Of these, tissue bank grafting was also used in
nine surgeries. In all, the homologous graft was used in 13
patients (16.25%).

The cause of RTKA was defined by the surgeon responsible
for the procedure based on the following criteria: all patients
were submitted to evaluation according to the criteria of the
2018 International Consensus Meeting (ICM 2018).21’22 The
diagnosis of periprosthetic infection was made when at least
one of the major criteria was present, that is, the presence of
a fistula communicating with the joint or presence of the
same pathogen in two or more cultures of periimplant
tissues. The diagnosis of periprosthetic infection using the
lower criteria was confirmed when the score of the sum of
the criteria was greater than or equal to six when the
parameters of the tests recommended by the ICM 2018
were observed. In cases defined with aseptic failures, the
surgeon in charge, after analysis of the physical examination,
imaging and laboratory examinations defined the reason for
failure between the following possible: ligament instability
(when presence of dislocation or subluxation of prosthetic
components, or when pathological ligament opening greater
than 5mm during physical examination, or ligament laxity
greater than 5mm in varus or varus stress tests during
physical examination or ap radiographs of the knee with
load), limitation of range of motion (when less than
50degrees associated with physical disability declared by
the patient), periprosthetic fracture, poor alignment, aseptic
loosening, pain due to non-replacement of patellar cartilage,
polyethylene wear, fracture of implants, or insufficiency of
the extensor mechanism.
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Reason for surgery

2.27%. 5.68%
3.41%

1.14%
4.55%

M Infection
W Aseptic loosening
W Instability

Pain on non-replaced patella
M Peri-prosthetic fracture
M Extensive mechanism injury
B ROM limitation (arthrofibrosis)

Fig. 1 Distribution of the causes of failure of total knee arthroplasty.
Causa da Cirurgia =Reason for surgery, Infecgao = Infection, Soltura
Asséptica = Aseptic loosening, Instabilidade = Instability, Dor em
patela ndo substituida =Pain on non-replaced patella, Fratura peri-
protética = Peri-prosthetic fracture, Lesdo do mecanismo extensor =
Extensive mechanism injury, Limitacdo da ADM (artrofibrose) =ROM
limitation (arthrofibrosis)

Results

Periprosthetic joint infection (PJI) was the main cause of
RTKA, corresponding to 47.73% of cases. The aseptic loosen-
ing of one or more components represented the second most
frequent cause of failure, resulting in 35.23% of revisions.
Limitation of the range of motion represented the 3™ most
frequent cause, accounting for 5.68% of surgeries. Instability
was the 4™ most frequent cause of failure, occurring in 4.55%
of patients. The other causes of revision were: periprosthetic
fracture (3.41%), insufficiency due to rupture of the extensor
mechanism (2.27%), pain attributed to non-replacement of
patellar cartilage (1.14%) (~Figure 1).

Discussion

The main finding of our study was to identify that the main
cause of failure in our series of primary TKAs was peripros-
thetic infection. Other reasons that led to the need for
revision were, in decreasing order, aseptic loosening, limita-
tion of the range of motion, and joint instability. Similarly,
several recent studies have demonstrated periprosthetic
infection as the most frequent mechanism of failure of
primary prostheses, reaching 20 to 37.7% of surgeries.>?3~2°
In the study by Evangelopoulos et al.,?* periprosthetic infec-
tion was the main mechanism of failure with an incidence of
26.3%. However, when analyzing only patients submitted to
the second revision surgery, the authors identified that the
incidence of periprosthetic infection remained the most
frequent reason for TKA failure with approximately 50% of
cases. We believe that this high incidence of revisions due to
septic failure observed in our study may have been influ-
enced, at least partially, by the fact that the surgeries were
performed in the COVID-19 pandemic period. In this scenar-
io, in several months, only emergency surgeries were per-
formed, such as acute periprosthetic infections and,
consequently, subsequent increase in the demand for reim-
plantation after treatment of infection in two times.
Aseptic loosening represented the 2"¢ most frequent
reason for implant failure in our series, occurring in approxi-
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mately 35% of cases. Similarly, Bozic et al.” demonstrated that
periprosthetic infection and aseptic loosening were the two
most frequent reasons for TKA revision. When analyzing
more than 60,000 primary surgeries, the authors identified
septic failure in 25.1% of patients and aseptic loosening in
16.7% of cases.” Our results are in agreement with those of
Koh et al.?® and Evangelopoulos et al.,>* who demonstrated
aseptic loosening as the 2"® main cause of review, affecting,
respectively, 32.7% and 25% of the failures. Siqueira et al.,'
when analyzing the arthroplasty registry of five countries,
identified aseptic loosening as the first cause of revision,
affecting 30% of surgeries. Several other studies have also
reported aseptic loosening as the main mechanism of TKA
failure with incidence ranging from 24 to 44%.'%27-28 we
identified that the incidence of aseptic loosening in our
series is in accordance with the literature, although it is
not the main mode of failure of our implants.

The limitation of the range of motion represented, in our
series, the third most common indication for RTKA, with
approximately 6% of surgeries. Similarly, in the study by Le
et al., arthrofibrosis was the third most frequent indication
for review, although the incidence presented corresponds to
approximately three times that observed in our study.
Pietrzak et al. ' studied only the aseptic causes of revision
and identified joint stiffness as the 2" leading cause of
revision with an incidence of 27.5%. Meanwhile, Le?® and
Koh et al.?® showed an incidence that only 2.5% of patients
required TKA revision due to functional limitation imposed
by movement arc restriction. Such differences can be
explained, at least partially, by the various definitions of
joint stiffness, as well as being influenced by the functional
demand and expectations of patients.3°-32 We should also
observe that, in our series, we included only patients
submitted to revision of prosthetic components; thus,
patients submitted to manipulation under narcosis after
TKA or even reoperation with joint release were not ana-
lyzed, which could have modified the incidence if we
analyzed reoperations after knee prosthesis. In a study
conducted in Brazil evaluating short-term complications
(up to 1 year), the authors identified that joint stiffness
was the most frequent complication affecting 7.5% of
patients undergoing primary knee arthroplasty.

In our study, component instability represented the 4
cause of RTKA, with approximately 5% of surgeries. Other
studies have demonstrated an incidence of instability
ranging from 18.7 to 30%, constituting the 2" or 3™
most frequent reason for TKA review.'%282° However, in
the works of Kasahara et al.2’ and Koh et al.,2® instability
was identified in 9.3% and 6.5%, respectively. Post-TKA
instability is usually indicated as a cause of early failure,
that is, in implants with less than 2 years of evolution.® '
Thus, the reduction in the number of elective primary
surgeries performed during the study period, due to the
restrictions imposed by the COVID-19 pandemic, may
justify, at least partially, the limited number of revisions
due to post-TKA instability. Another potential explanation
can be attributed to the waiting time for this type of
surgery in the Brazilian public health service. Thus, any
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initial cases of instability can potentially evolve with
loosening of the implants, thus hindering the primary
diagnosis of component instability.

Despite the importance of our series reporting the distri-
bution of the different causes of RTKA in the national
scenario, our study has significant limitations. We believe
that restrictions on elective surgeries imposed during part of
the COVID-19 pandemic period may influence the incidence
of some modes of failure, such as suspension of elective
aseptic revisions in certain periods. Another important
limitation refers to the retrospective nature of our analysis.
Thus, several patients submitted to revision surgery had
been operated on primarily in other hospitals. Thus, we
had no control over the evolution time from the implantation
of the components to the occurrence of failure requiring
revision surgery, nor did we perform analyses of the different
systems of primary prostheses implanted. Schroer et al.’0
indicate that 35.3% of knee arthroplasties fail in the first
2 years after implantation, being more often related to
factors influenced by the surgeon than by the performance
of implants. However, we understand that such information
is of high relevance for the planning of the Brazilian health
system in view of the increase in the number of cases of
RTKA, given, the impacts regarding the need for hospital
beds, financial resources, and technical training of the teams.
Similarly, we believe that the high number of revision
surgeries performed due to septic failure observed in our
series alerts us to the need to expand the measures to
prevent these serious complications.

Therefore, we believe that the adoption of preventive
measures of postoperative infection, such as: optimization
of preoperative clinical conditions, adoption of risk stratifi-
cation scores and investigation of patients colonized by
Methicillin-resistant Sthapylococcus aureus may impact on
the reduction of the number of RTKA surgeries performed in
our hospital.

Conclusions

We identified periprosthetic joint infection as the most
frequent cause of RTKA. The other TKA failure mechanisms
were, in decreasing order: aseptic loosening, limitation of the
range of motion, and instability. Periprosthetic fracture and
extensor mechanism insufficiency were less frequent causes
of primary prosthesis revision in our series.
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Manuscript

Acuracia dos marcadores sorolégicos, do liguido sinovial, cultura
microbiol6gica e exame histopatolégico para o diagnéstico de infeccéo

periprotética do joelho

Resumo

Objetivo: avaliar a sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor
preditivo negativo e acuracia dos testes sorologicos, dos marcadores do liquido
sinovial, da cultura microbiolégica de tecidos e do exame histopatologico da
membrana periprotética para o diagnostico de infec¢do periprotética do joelho.
Material e métodos: estudo prospectivo, com pacientes submetidos a cirurgia
de reviséo de artroplastia total do joelho no periodo entre novembro de 2019 e
dezembro de 2021. Foi realizado andlise do marcadores sorologicos (VHS,PCR
e D-dimero), do liquido sinovial (contagem de leucdcitos e percentual de
polimorfonucleares), cultura de tecidos periprotéticos e exame histopatolégico da
membrana periprotética de todos os pacientes. Resultados: 62 pacientes foram
diagnosticados com infeccdo periprotética do joelho, pelos critérios do
International Consensus Meeting 2018 (grupo infeccdo) e 22 pacientes
integraram o grupo nao infeccdo. A sensibilidade e especificidade da VHS foram
de 83,6% e 45,4%, respectivamente. Os valores de sensibilidade e
especificidade da PCR foram de 64,5% e 100% e as do D-dimero foram de
78,9%% e 25%, respectivamente. A sensibilidade e especificidade da contagem
de leucécitos foi de 75,6% e 100%, e a do percentual de polimorfonucleares foi
de 33% e 100%, respectivamente. A sensibilidade e especificidade das culturas
de tecidos periprotéticos foi de, respectivamente, 77,4% e 100% A sensibilidade
do exame histopatolégico foi de 43,7% e a especificidade de 100%.
Conclusdes: A contagem total de leucdcitos no liquido sinovial e as culturas
microbiolégicas dos tecidos periprotéticos foram os testes de maior acuracia
para o diagnostico de infeccao periprotética em nossa série. O percentual de
polimorfonucleares foi o teste de menor acuracia, em nosso estudo, para o
diagnéstico de infeccao periprotética.

Palavras chaves: artroplastia total de joelho, complicacdes pos-operatorias,

infecgdo periprotética, biomarcadores.



Introducéo

O diagnostico acurado da infeccdo articular periprotética (IAP) é
fundamental para a definicdo do tratamento e, consequentemente, para o
resultado clinico. Entretanto, ndo existe, atualmente, um Unico exame ou
biomarcador efetivo para confirmacdo diagnéstical?, sendo o diagndstico
confirmado com base na avaliacdo de um conjunto de parametros laboratoriais
e avaliacdo de espécimes clinicos obtidos durante a cirurgia 23,

A avaliacdo de marcadores soroldgicos sistémicos, como proteina C
reativa (PCR), a velocidade de hemossedimentacdo (VHS) e D-dimero séao,
frequentemente, recomendados como a primeira linha de avaliacao diagnostica
em pacientes com suspeita de infeccdo periprotética. Entretanto, o Consenso
Internacional 2018 (ICM 2018) delimitou que resultados negativos desses testes
sorolégicos ndo excluem a possibilidade de IAP 47,

A contagem de leucécitos e percentual de polimorfonucleares no liquido
sinovial vem sendo apontada como 0s mais importantes para o diagndstico de
IAP 89, Entretanto, esses testes podem ser influenciado por outras causas de
inflamacéo, reduzindo, assim, a acuracia desses parametros 011,

Assim, 0 objetivo desse estudo € avaliar a acuracia dos marcadores
soroldgicos, dos parametros do liquido sinovial, das culturas microbiolégica e do
exame histopatolégico para o diagnostico de infecgdo periprotética do joelho

conforme os critérios preconizados pelo ICM 2018.

Material e métodos

Foi realizado um estudo prospectivo, com todos 0s pacientes



submetidos a cirurgia de revisao de artroplastia total do joelho em um Unico
hospital terciario, no periodo compreendido entre novembro de 2019 e dezembro
de 2021. Apos aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP n°
20309419.0.0000.5273), os voluntarios confirmaram a sua participagdo no

estudo apos assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Os critérios de exclusdo sdo demonstrados na tabela 1.

Ap0s a aplicagéo dos critérios de exclusédo, permaneceram no estudo 84
pacientes de ambos os géneros, com idade entre 57 e 87 anos.

No dia anterior a cirurgia, foram coletadas amostras de sangue
periférico de todos os pacientes para realizacdo de exames soroldgicos, 0s
quais incluia velocidade de hemossedimentacdo (VHS), Proteina C reativa
(PCR) e D-dimero.

Anestesia raquidiana associada a bloqueio de nervo periférico foram
realizadas em todos os pacientes. Apos exsanguinacdo do membro e colocacao
dos campos cirdrgicos, foi realizada a coleta de liquido sinovial (LS) por
artrocentese com agulha 20G imediatamente antes da incisao cirdrgica. Nos
casos em que nao foi possivel a coleta de LS nesse momento, uma segunda
tentativa foi realizada por visualizacdo direta apds realizacdo do acesso
cirargico.

Aliquotas de 1 a 2 mL de LS foram acondicionadas em tubo de coleta de
sangue a vacuo, contendo EDTA para a realizagdo da contagem total de
leucdcitos e a identificacdo do percentual de polimorfonucleares. A citometria
global e especifica do LS foi realizada por método automatizado em aparelho

Cell Dyn 3700 SL (Abbott).



Entre 3 a 5 mL de LS foram inoculadas em um tubo de hemocultura para

aerobio, objetivando a realizagdo de cultura microbiolégica por 14 dias.

Apés a remocdo dos componentes protéticos, foram coletadas as
seguintes amostras para analise microbiologica: trés amostras de tecido 6sseo
femoral, trés amostras de tecido 0sseo tibial e um fragmento de membrana
periprotética. Para a analise histopatologica foi coletada uma amostra de
membrana periprotética do fémur e uma amostra da membrana periprotética
da tibia. O exame histopatolégico foi realizado, sendo considerados positivos
para infeccdo quando identificado 5 ou mais leucécitos em 5 campos de
grande aumento (400x), conforme critério ICM 2018.

Os fragmentos 6sseos foram acondicionados em tubos estéreis, sendo
adicionado 1 mL de soro fisiolégico 0,9% e enviadas ao laboratério de
microbiologia para a realizacao de culturas microbiol6gica por 14 dias.

Para o exame histopatolégico, um ou dois fragmentos de membrana
periprotética foram coletados e armazenados em frasco contendo formol a 10%.

O grupo com infecc¢do articular periprotética do joelho (grupo infeccao) foi
constituido por pacientes que apresentaram confirmacao do diagnéstico devido
a: i) identificac@o de crescimento do mesmo patégeno em duas ou mais culturas
de tecidos periprotéticos, ii) presenca de fistula e iii) apresentaram nota igual ou
maior que 6, quando avaliados pelo algoritmo proposto pelo Consenso
Internacional de 2018.

As analises descritivas para os dados quantitativos foram analisadas e
apresentadas na forma médias, acompanhadas dos respectivos desvios padrao
(DP), medianas, valores minimos e maximos. As variaveis categoricas foram

expressas através de suas frequéncias e porcentagens. Para comparar 0s



parametros que apresentaram distribuicdo normal foi utilizado o teste t-Student.
Para as variaveis que ndo apresentaram distribuicdo normal, foi utilizado o teste
ndo-paramétrico Mann Whitney. As variaveis categoricas foram analisadas com
o teste de Qui Quadrado ou Exato de Fisher quando necesséario. Todas as
andlises foram realizadas no software Med Calc e GraphPad Prism. O valor de

p ser& considerado significativo quando menor que 0,05.

Resultados

Ap0s avaliacdo dos dados clinicos e exames laboratoriais, 84 pacientes
submetidos a cirurgia de RATJ ou investigacdo de falha de ATJ foram avaliados
quanto ao diagndstico de IAP de acordo com os critérios propostos pelo ICM
2018. Dessa forma, 62 pacientes foram diagnosticados com IAP e compuseram
0 grupo infeccdo e 22 integraram o grupo ndo infeccdo. As caracteristicas
demograficas de ambos os grupos estédo resumidas na Tabela 2.

Dentre os pacientes com IAP, 23% apresentaram resultado negativo
para a cultura microbioldgica. O perfil microbiolégico dos pacientes com IAP que
apresentaram resultado positivo na cultura microbiolégica esta representado no
Grafico 1. As infecgbes monomicrobianas representaram 79% dos casos. Em
24% das culturas foram identificados germes gram negativos e o patégeno mais
frequentemente identificado foi o Staphylococcus aureus, presente em 26% das
amostras.

A avaliacdo do VHS foi realizada em 22 pacientes do grupo néo infeccéo
e 55 do grupo infeccdo. A mediana deste parametro foi significativamente maior

no grupo infec¢cado, com mediana de 62 mm/h (11Q: 39— 93), em relac&o ao grupo



ndo infeccdo, que apresentou média de 36 mm/h (11Q: 18 — 50,25, p=0,0021)
(Figura 1A).

Identificamos que 54,5% (12/22) dos pacientes do grupo nao infeccéo
apresentaram valor de VHS superior ao ponto de corte do critério ICM 2018. No
grupo infeccao, 16,4% (9/55) dos pacientes apresentaram valor de VHS abaixo
do valor de corte. Dessa forma, os valores de sensibilidade e especificidade da
VHS foram: 83,6% e 45,4%, respectivamente.

Em relacdo a quantificacdo de PCR no plasma, a mediana do grupo
infeccédo foi 2,3 mg/dL (11Q: 0,6 — 7,5) e do grupo néo infeccéo foi de 0,1 mg/dL
(11Q: 0,1 — 0,12), diferenca estatisticamente significativa (p = 0,03) (Figura 1B).

Identificamos que nenhum dos pacientes do grupo nado infeccéo
apresentou niveis de PCR superiores ao ponto de corte do critério ICM 2018. Ja
no grupo infeccéo, 35,4% (22/62) dos pacientes apresentaram niveis abaixo do
ponto de corte. Assim, os valores de sensibilidade e especificidade da PCR
foram: 64,5% e 100%, respectivamente.

Em relacdo a quantificacdo do D-dimero no plasma, a mediana do grupo
infeccédo foi 2,8 mg/dL (11Q: 0,9 — 5,4) e do grupo néo infeccéo foi de 1,3 mg/dL
(11Q: 0,7 — 1,9), diferenca estatisticamente significativa (p = 0,03) (Figura 1C).

Identificamos que 75% (12/16) dos pacientes do grupo nao infeccéo
apresentaram nivel de D-dimero superior ao ponto de corte do critério ICM 2018.
Ja no grupo infeccédo, 21% (8/38) dos pacientes apresentaram niveis abaixo do
ponto de corte. Os valores de sensibilidade e especificidade do D-dimero foram:
78,9%% e 25%, respectivamente.

A quantificagéo de leucocitos no LS foi realizada em 63 pacientes, sendo

41 do grupo infeccdo e 22 do grupo néo infec¢cdo. A mediana do grupo infeccéo



foi 12275 células/pL (11Q: 2350 - 35050), sendo, significativamente, maior que a
mediana do grupo nao infeccéo, que foi de 355 células/uL (11Q: 239 — 776, p
<0,0001) (Figura 2A).

Utilizando os pontos de corte sugeridos pelo ICM 2018, observamos que
nenhum paciente do grupo nao infec¢éo apresentou resultado positivo para este
teste, enquanto 24% (10/41) dos pacientes do grupo infeccdo apresentaram
niveis abaixo do ponto de corte. Dessa forma, encontramos valores de
sensibilidade e especificidade de 75,6% e 100%, respectivamente.

O percentual de PMN foi avaliado em 61 pacientes, sendo 39 do grupo
infeccdo e 22 do grupo nao infeccdo. Para avaliacdo do percentual de
polimorfonucleares no liquido sinovial, foi usado o ponto de corte de 90% para
0s casos com menos de noventa dias apos a cirurgia e de 80% para 0s casos
com mais de noventa dias de pds-cirurgico, como preconizado pelo ICM 2018.

Identificamos que nenhum paciente do grupo nao infec¢cdo apresentou
percentual de PMN no sinovial superior aos limites do critério, contudo, 66%
(26/39) dos pacientes do grupo infeccdo apresentaram percentual de PMN
inferiores ao limite para o diagnéstico de infeccao.

A mediana do percentual de PMN no grupo infeccéo foi 40% (11Q: 20 — 87)
e no grupo néo infecgéo foi de 18% (11Q: 8,7 — 27), sendo significativamente
maior no grupo infeccdo (p = 0,0001) (Figura 2B). Os valores de sensibilidade e
especificidade foram 33% e 100%, respectivamente.

A sensibilidade e especificidade de duas ou mais culturas de tecidos
periprotéticos foi de, respectivamente, 77,4% e 100%.

A sensibilidade do exame histopatologico para o diagnéstico de IAP foi de

43,7% e especificidade de 100%.



A tabela 3 descreve a sensibilidade, especificidade, valor preditivo
positivo, valor preditivo negativo e acuréacia dos testes soroldgicos, marcadores
do liquido sinovial, cultura microbiologica de tecidos e exame histopatologico da

membrana periprotético para o diagndstico de infeccao periprotética.

Discusséo

A importancia desse estudo consiste na identificacdo da sensibilidade e
especificidade de cada um dos testes diagndsticos de infeccdo periprotética do
joelho na populagdo brasileira. O Consenso Internacional de 2018 para
diagnostico de infeccdo periprotética delimitou a funcdo da VHS, PCR e D-
dimero na investigacao de IAP. Resultados negativos desses testes sorologicos,
entretanto, ndo excluem a possibilidade do paciente apresentar IAP 47, haja
vista que esses marcadores apresentam-se elevados em qualquer tipo de
inflamagé&o e infec¢cdo, comprometendo, assim, a sensibilidade e especificidade
para o diagndstico da IAP. Desse modo, valores dentro da faixa de normalidade
ndo sdo capazes de excluir infeccdo periprotética 101213,14.15 Assim, torna-se
importante avaliar esses parametros diagnosticos na populacao brasileira.

Pérez-Prieto et al. demonstraram que um terco das infeccdes
periprotéticas apresentavam PCR dentro da normalidade e que dois tercos
desses também apresentavam VHS dentro da normalidade 6. Em nosso estudo
16% dos pacientes com infeccdo periprotética apresentavam VHS dentro da
normalidade e, entre os pacientes com falhas assépticas de prétese, 54%
apresentavam VHS superior aos valores para o diagnostico de IAP.. Em recente
metanalise, Carli et al. evidenciaram sensibilidade de 79% e especificidade de

81,6% para a VHS, enquanto que a sensibilidade e especificidade foram,



respectivamente, 81,3% e 84,5% para o PCR %4 Em nosso estudo, a
especificidade da VHS foi drasticamente inferior a apresentada por Carli et al.
Em relagdo ao PCR, nossa série apresentou sensibilidade similar & metanalise
de Carli et al., mas a especificidade foi expressivamente maior (84,5% versus
100%). Acreditamos que tais diferencas possam ser explicadas, pelo menos
parcialmente, por diferencas no perfil microbiolégico das infec¢cdes nas
diferentes séries, haja vista que o perfil de viruléncia do patégeno pode
apresentar relacdo com o padréo de resposta inflamatéria do hospedeiro.

A concentracdo do D-dimero tem sido investigada como potencial
biomarcador para o diagnéstico ®'’. Entretanto, o D-dimero ndo é um marcador
especifico de infeccdo °. No estudo de Shahi et al. a sensibilidade e
especificidade do D-dimero foi de, respectivamente, 89,4% e 92,7% 8. Outros
autores, entretanto, demonstraram sensibilidade 64,5% a 68% e especificidade
de 50,7% a 65% %21, Em nosso estudo, observamos que a sensibilidade do D-
dimero encontra-se dentro da variacdo descrita, contudo, identificamos
especificidade significativamente inferior aos relatados na literatura. Desse
modo, acuracia desse teste sorolégico somente foi superior ao do percentual de
polimorfonucleares e do exame histopatoldgico em nossa série.

De forma similar, os marcadores do liquido sinovial podem ser
influenciados pelo sistema imunolégico do hospedeiro e, também, pelo uso
prévio de antimicrobianos %1922, A contagem de células brancas no LS pode
estar aumentada em pacientes portadores de artrite reumatoide, naqueles com
fratura periprotética e, também, em pacientes no periodo pos-operatorio precoce

de ATJ1022-25 Assim, acreditamos que esses testes do liquido sinovial podem



apresentar variavel sensibilidade e especificidade para a confirmacdo do
diagnostico em diferentes populagées.

Recente metandlise evidenciou que a contagem de leucdcitos apresenta
sensibilidade de 92,5% e especificidade de 90,1% para o diagnostico de infecgédo
periprotética cronical®. Outros autores demonstraram sensibilidade e
especificidade de, respectivamente, 83% e 94% 4. Desse modo, identificamos
que nossos resultados quanto a contagem de leucdcitos encontra-se em
concordancia com a literatura 10142324, Esse teste, apresentou, portanto, boa
sensibilidade e especificidade para o diagndstico de IAP.

A sensibilidade da percentagem de polimorfonuclear para o diagndstico
de IAP varia de 78% a 87,8%, enquanto a especificidade variou de 90,7 a
93%.1914 Nossos resultados confirmam que esse teste apresenta elevada
especificidade, sendo de 100% em nossa série, entretanto, identificamos
sensibilidade significativamente inferior (33%) ao descrito na literatura. Varios
estudos identificaram heterogeneidade funcional intrinseca no conjunto de
neutréfilos humanos em condicdes fisiolégicas e patoldgicas 2627, Assim,
acreditamos que a epidemiologia e viruléncia dos patégenos possa influenciar
no recrutamento e ativacdo dessas células e, consequentemente, acarretar
variabilidade desse parametro.

Estudos recentes demonstraram ampla variacdo da sensibilidade das
culturas microbiologicas para o diagndéstico de IAP, variando de 44,6% a 97,5%.
Em nosso estudo a sensibilidade foi de 77,4% 1928, Acreditamos que tal variacdo
nos resultados das culturas microbiologicas sejam justificadas, pelo menos

parcialmente pela falta de padronizacdo dos processos laboratoriais e meios de



cultura, além da falta de consenso sobre qual o tecido peri-implante mais
sensivel e, portanto, mais indicado para a realizacao de culturas.

Recente metandlise avaliando a acuracia dos testes diagnésticos para
infeccdo periprotética cronica evidenciou que sensibilidade e especificidade do
histopatolégico considerando 5 PMN por campo de grande aumento foi de 95,6%
e 76,6%, com sensibilidade de 72%. Quando o limite de 10 PMN por campo de
grande aumento foi considerado a sensibilidade foi de 94,2%, a especificidade
de 73,9% e a acuracia 68% *°. Em nosso estudo, a sensibilidade desse teste foi
significativamente inferior, acreditamos que tais diferencas decorram de
variacOes relacionadas ao treinamento do observador.

Esse estudo apresenta algumas limitagdes. O reduzido numero de
pacientes com falhas assépticas incluidos no estudo foi devido o fato de que
parte do periodo de andlise coincidiu com a pandemia de Covid-19, no qual
observamos redu¢do do nimero de cirurgias, sobretudo eletivas. Outra limitagédo
refere-se a perdas de analise de alguns dos marcadores. Esse fato pode ser
explicado, pelo menos parcialmente, pela desestruturacdo dos processos de
atendimento durante a pandemia de Covid-19 e necessidade de abordagem de
urgéncia de alguns pacientes. Por fim, apesar de apenas 17% dos pacientes de
nossa amostra apresentarem doenca inflamatéria cronica, ndo realizamos
avaliacdo da influencia dessas patologias sobre os parametros de diagnostico
de infeccdo periprotética. Desse modo, entendemos que estudos futuros com
maior namero de pacientes e avaliacdo de subpopulagcbes, assim como
avaliacdo da correlacdo com os patdégenos e da cronicidade da infeccédo se

fazem necessarios.



Conclusodes

A contagem total de leucécitos no liquido sinovial e as culturas

microbiolégicas dos tecidos periprotéticos foram os testes de maior acuracia

para o diagndstico de infecgdo periprotética. O percentual de polimorfonucleares

e 0 exame histopatologico foram os testes de menor acuracia, em nosso estudo,

para o diagnastico de infec¢ao periprotética.
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Tabela 1 Critérios de exclusao

CRITERIOS DE EXCLUSAO

- Recusa em assinar o TCLE

- Revisao de artroplastia unicompartimental

- Informac®des insuficientes para confirmacao ou exclusdo diagnostico infeccao

- Utilizacdo de medicacdes antibidticas no periodo de 15 dias prévios

- Portadores de doencas infecciosas bacteriana ativas

Tabela 2 Distribuicdo dos dados demograficos.

n 22
Sexo, n (%)
Feminino 11 (50 %)
Masculino 11 (50 %)
Idade (anos), média (+ DP) 71,2 (£
7,9)
IMC (kg/m?), média (+ DP) 26,9 (£
10,4)
Diabetes, n (%) 5 (23 %)
Doenca inflamatoria, n (%) 3 (14 %)
Implante prévio, n (%)
Protese primaria 18 (82 %)
Reviséo 4 (19 %)
Frequéncia de eventos caracteristicos de infec¢do, n
(%)
Fistula 0
2 2 culturas positivas 0
Purulénciaintraoperatoria 0

Tempo entre a colocacéo da protese e a infec¢do, n (%)

< 3 meses 1 (5 %)
3—-12 meses 2 (9 %)
> 12 meses 19 (86 %)

62

23 (37 %)
39 (63 %)
68,9 (+ 8,7)

27,4 (+ 9,9)

12 (19 %)
11 (18 %)

38 (61 %)
18 (29 %)

16 (25 %)
46 (74 %)
11 (18 %)

23 (37 %)
7 (11 %)
32 (52 %)

ateste T, P teste exato de Fischer, n: nimero de pacientes, IMC: indice de massa

corporal

*
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Tabela 3 Performance diagndéstica dos marcadores de infecgéo periprotética do
joelho.

Sensibilidade Especificidade VPP VPN Acuracia
PCR 64,5 % 100% 100 % 50 % 73,8 %
VHS 83,6 % 45,4 % 79,3 % 52,6 % 72,7 %
D-dimero 78,9 % 25% 71,4%  33,3% 62,9 %
Leucécitos LS 75,6 % 100 % 100 % 68,7 % 84,1%
% PMN LS 33% 100 % 100 % 45,8 % 57,3%
Histopatoldgico 43,7 % 100 % 100 % 43,7 % 60,8 %
Cul. Microbiol. (22) 77,4 % 100% 100 % 61,1 % 83,3 %
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Figura 1 Perfil microbiolégico dos pacientes com infeccédo articular periprotética.
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grupo nao infecgao.** p=0,0021. (B) Proteina C reativa dos pacientes do grupo infeccado
e grupo nao infec¢do.* p<0,0001. (C) D-dimero. O D-dimero dos pacientes do grupo
infeccdo e grupo néo infecgdo. * p=0,03. Teste Mann Whitney.
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Figura 3 (A) Contagem de células brancas no liquido sinovial dos pacientes do

grupo

infeccdo e do grupo

nao

infeccdo. (B)

Percentual de

células

polimorfonucleares no liquido sinovial dos pacientes do grupo infeccéo e no grupo
nao infeccdo. * p<0,0001. Teste Mann Whitney.
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Resumo
Objetivo

identificar o perfil microbioldgico das infecgdes periprotéticas do joelho tratadas em um
hospital terciario brasileiro.

Metodologia

estudo prospectivo, com pacientes submetidos a cirurgia de revisao de artroplastia
total do joelho em um Unico hospital terciario, no periodo compreendido entre
novembro de 2019 e dezembro de 2021.

Resultados

62 pacientes foram diagnosticados com infeccao periprotética (IAP) pelos critérios do
International Consensus 2018. Culturas monomicrobianas foram identificados em
79% e polimicrobianas em 21% dos casos. A bactéria mais frequentemente
identificada nas culturas microbiolégicas de tecidos e liquido sinovial foi o
Staphylococcus aureus, presente em 26% dos pacientes com infecgao periprotética.
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IAP com culturas negativas ocorreram em 23% dos pacientes.
Conclusao

Nossos resultados evidenciam: i) alta prevaléncia de bactérias do género
Staphylococcus como causadores da IAP do joelho; ii) a alta incidéncia de infecgdes
polimicrobianas nas infec¢des precoces e iii) a limitada sensibilidade dos testes
microbioldgicos para identificacao das infecgdes.

Additional Information:

Question Response
Please enter the Word Count of your 1955
manuscript

Powered by Editorial Manager® and ProduXion Manager® from Aries Systems Corporation



Title Page (including all author affiliations)

Perfil microbioldégico das infeccbes periprotéticas do joelho em um
hospital do Sistema Uunico de Saude especializado em cirurgias

ortopédicas de alta complexidade

Alan de Paula Mozella® *

Thales Nunes de Assuncéo®

Hugo Alexandre de Aradjo Barros Cobra®
Sandra Tie Nishibe Minamoto?

Rodrigo Salim®

Ana Carolina Leal

a — Centro de Cirurgia do Joelho, Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia
(INTO), Rio de Janeiro, Brasil.

b — Médico especializando em Cirurgia do Joelho, Instituto Nacional de Traumatologia
e Ortopedia (INTO), Rio de Janeiro, Brasil.

¢ — Departamento de Ortopedia e Anestesiologia, Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto, Universidade de S&o Paulo (USP-RP), Séo Paulo, Brasil.

d — Divisdo de Ensino e Pesquisa, Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia
(INTO), Rio de Janeiro, Brasil.

*autor correspondente:
Alan de Paula Mozella - apmozella@terra.com.br / ORCID: 0000-0001-5855-5808

Thales Nunes de Assuncao — thalesnunes@gmail.com / ORCID 0000-0003-0612-1172
Hugo Alexandre de Aradjo Barros Cobra - cobra.hugo@gmail.com / ORCID: 0000-
0002-7315-0961

Sandra Tie Nishibe — sandra.tie@yahoo.com /ORCID: 0000-0001-8815-2161

Rodrigo Salim - rodsalim@gmail.com / ORCID: 0000-22 0003-3978-4888

Ana Carolina Leal — leal.carol@gmail.com / ORCID: 0000-0002-2556-3446



mailto:thalesnunes@gmail.com
mailto:sandra.tie@yahoo.com

Figure Click here to access/download;Figure;Figuras e Tabelas.docx %

Tabela 1: Critérios de exclusao

CRITERIOS DE EXCLUSAO

- Recusa em assinar o TCLE

- Revisado de artroplastia unicompartimental
- Reimplantes em pacientes com espagadores (2° tempo)

- Impossibilidade de coleta de liquido sinovial
- Informacdes insuficientes para confirmagéo ou exclusdo diagndstico infeccao

- Utilizacdo de medicacdes antibidticas no periodo de 15 dias prévios a cirurgia
- Portadores de outras doencas infecciosas bacteriana ativas

- Portadores de Sindrome de imunodeficiéncia adquirida

Figura 1. Procedimento cirurgico e coleta de materiais bioldgicos. (A)
Radiografia anterior-posterior do joelho direito evidenciando falha da artroplastia
total do joelho; (B) Apdés a colocacdo dos campos estéreis foi realizada a
artrocentese antes da incisdo cirdrgica para evitar contaminacdo do liquido
sinovial por sangue, (C) Coleta de amostras de tecido 6sseo periprotético para
analise microbioldgica, (D) Coleta de membrana periprotética para analise
histopatoldgica.
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Quadro 1. Algoritmo para diagndstico da infeccdo periprotética proposto pelo
International Consensus Meeting 2018

Critérios maiores (pelo menos um positivo) Decisdo

Duas culturas positivas para 0 mesmo micro organismo
. Infectado
Fistula

PCR ou d-Dimero elevados

Soro

VHS elevado 1 2 6 Infectado
Contagem de leucdcitos 2-5 Possivelmente
elevada ou esterase 3 infectado *
leucocitdria positiva

Liquido sinovial i, defensina positivo 3 0-1 N3o infectado
% PMN elevado
PCR elevado

Escore pré-operatorio 2 6 Infectado

Histopatolégico positivo 3 4-5 Possivelmente

infectado
Presenca de puruléncia 3

< 3 Ndo infectado
Uma cultura positiva



Tabela 2. Distribuicdo dos dados demogréaficos.

n 62
Sexo, n (%)

Feminino 23 (37 %)

Masculino 39 (63 %)
Idade (anos), média (+ DP) 68,9 (£ 8,7)
IMC (kg/m?), média (+ DP) 27,4 (£9,9)
Diabetes, n (%) 12 (19 %)
Doenga inflamatoria, n (%) 11 (18 %)
Implante prévio, n (%)

Prétese primaria 38 (61 %)

Revisdo 18 (29 %)

Frequéncia de eventos caracteristicos de
infeccao, n (%)

Fistula 16 (25 %)
2 2 culturas positivas 46 (74 %)
Tempo entre a coloca¢ao da prétese e
revisao, n (%) 23 (37 %)
< 3 meses 9 (15 %)
3 - 12 meses 30 (48 %)
> 12 meses

n: nimero de pacientes, IMC: indice de massa corporal

Cronicidade da infecgao

77%

= Aguda Crbnica

Figura 2 : Distribuicdo dos pacientes portadores de IAP aguda e crénica.
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Manuscript

Perfil microbiolégico das infec¢cbes periprotéticas do joelho em um
hospital do Sistema Unico de Saude especializado em cirurgias

ortopédicas de alta complexidade

Resumo

Objetivo: identificar o perfil microbiologico das infec¢des periprotéticas do joelho
tratadas em um hospital terciario brasileiro. Metodologia: estudo prospectivo,
com pacientes submetidos a cirurgia de reviséo de artroplastia total do joelho em
um unico hospital terciario, no periodo compreendido entre novembro de 2019 e
dezembro de 2021. Resultados: 62 pacientes foram diagnosticados com
infeccdo periprotética (IAP) pelos critérios do International Consensus 2018.
Culturas monomicrobianas foram identificados em 79% e polimicrobianas em
21% dos casos. A bactéria mais frequentemente identificada nas culturas
microbiolégicas de tecidos e liquido sinovial foi o Staphylococcus aureus,
presente em 26% dos pacientes com infeccdo periprotética. IAP com culturas
negativas ocorreram em 23% dos pacientes. Conclusdo: Nossos resultados
evidenciam: i) alta prevaléncia de bactérias do género Staphylococcus como

causadores da IAP do joelho; ii) a alta incidéncia de infec¢des polimicrobianas

nas infeccbes precoces e iii) a limitada sensibilidade dos testes
microbiologicos para identificacdo das infecgoes.

Palavras chaves: artroplastia total de joelho, complicacdes pds-operatorias,

infeccdo periprotética.

Introducéo



A infeccao articular periprotética (IAP) representa uma complicacao grave
com incidéncia variando de 1 a 4% apoés artroplastias primérias, contudo,
podendo alcancar 5 a 15% nos pacientes de alto risco e naqueles submetido a
cirurgia de revisdo. Assim, a infec¢do periprotética é, atualmente, em muitas
séries, a principal causa de revisdo da moderna artroplastia do joelho (1-3).

O diagnéstico precoce e a identificacdo do patégeno sdo fundamentais
para o tratamento adequado e erradicacao da infeccdo. Entretanto, o diagnostico
de IAP, frequentemente, representa um desafio, devido as diferentes formas de
apresentacao clinica e a inexisténcia de um unico teste clinico capaz de confirmar
ou excluir essa complicacdo. Assim, desde 2011, diversas Sociedades
propuseram critérios para a padronizacao do diagnostico de IAP (4-6).

Esses critérios permitem a confirmacdo diagndstica de infeccao
periprotética mesmo em pacientes com cultura microbiolégicas negativas.
Entretanto, a identificacdo do patdgeno é, ainda hoje, principio fundamental para
o tratamento destas infec¢des (5,7). Dessa forma, o objetivo deste estudo é
caracterizar o perfil microbioldgico das infec¢des periprotéticas do joelho tratadas

em um hospital terciario brasileiro.

Material e métodos
Participantes do estudo
Foi realizado um estudo prospectivo, unicéntrico, com pacientes submetidos
a cirurgia de revisdo de artroplastia total do joelho (RATJ), no periodo
compreendido entre novembro de 2019 e dezembro de 2021, e que tiveram o
diagnoéstico de infeccéo periprotética confirmado de acordo com critérios do

International Consensus Meeting (ICM) 2018. ApGs aprovacédo pelo Comité de



Etica em Pesquisa (n° 20309419.0.0000.5273), os voluntarios confirmaram a sua
participacdo no estudo apoOs assinatura do Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido.

Os critérios de exclusdo sdo demonstrados na tabela 1.

Apos a aplicagcdo dos critérios de exclusdo, permaneceram no estudo 62

pacientes com diagnostico de infec¢ao periprotética do joelho.

Procedimento cirurgico e coleta das amostras bioldgicas

No dia anterior a cirurgia, foi coletados amostra de sangue periférico de
todos os pacientes para exames sorologicos da rotina pré-operatério da
instituicdo, a qual incluia velocidade de hemossedimentacao (VHS), proteina
C reativa (PCR) e D-dimero.

Todos os pacientes foram submetidos a anestesia raquidiana associada
a blogueio de nervo periférico. Todos os procedimentos foram realizados sob
isquemia com 0 manguito pneumatico inflado com pressdao de 100 mmHg
superior a pressao arterial sistolica.

Apos exsanguinacdo do membro e colocacdo dos campos cirurgicos, foi
realizada a coleta de liquido sinovial (LS) por artrocentese com agulha 20G, isto
€, sem acesso cirurgico e, também, sem bloqueio anestésico local adicional, com
objetivo de minimizar a possibilidade de contaminacéo do liquido sinovial por
sangue ou agentes contaminantes (Figura 1). Nos casos em que néo foi possivel
a coleta de LS nesse momento, uma segunda tentativa foi realizada por

visualizacao direta ap0s realizacédo do acesso cirargico parapatelar medial.



Aliquotas de 1 a 2 mL de LS foram acondicionadas em tubo de coleta de
sangue a vacuo, contendo EDTA e enviadas, imediatamente, para o laboratorio,
para a realizacdo da contagem total de células brancas e identificagdo do
percentual de polimorfonucleares. A citometria global e especifica do LS foi
realizada por método automatizado em aparelho Cell Dyn 3700 SL (Abbott).

Aliquota de 3 a 5 mL de LS foram inoculadas em um tubo de hemocultura
para aerbbio e, caso possivel, 3 a 5 mL do LS foram, também, inoculados em
um tubo de hemocultura para anaerdbio. Os tubos de hemocultura foram,
imediatamente, enviados para realizacdo de cultura microbiolégica. Todas as

amostras foram cultivadas por 14 dias.

ApoOs a remocdo dos componentes protéticos, foram coletadas as
seguintes amostras para analise microbiologica: trés amostras de tecido 6sseo
femoral, trés amostras de tecido Gsseo tibial e um fragmento de membrana
periprotética. Nos casos em que néao foi possivel a coleta de fragmento de
membrana periprotética, foi coletada uma amostra de partes moles peri
implantes. Para a analise histopatoldgica foi coletada uma amostra de
membrana periprotética do fémur e uma amostra da membrana periprotética
da tibia. Antibioticoterapia somente foi iniciado apés a coleta de todas as
amostras biolégicas.

Os fragmentos Osseos foram acondicionados em tubos estéreis e
adicionado 1 mL de soro fisiologico 0,9%. As amostras foram, imediatamente,
enviadas ao para realizacdo de culturas microbiologica. Todas as amostras
foram cultivadas por 14 dias.

Para o exame histopatologico, um ou dois fragmentos de membrana

periprotética foram coletados e armazenados em frasco contendo formol a 10%.



As membranas foram classificadas de acordo com os parametros propostos por
Morawietz et al. em 2009 (8).

Defini¢cdo do diagndstico e formacdo dos grupos

A confirmagéo do diagndstico de IAP foi realizado de acordo com o critério
do ICM 2018: i) identificacdo de crescimento do mesmo patdégeno em duas ou
mais culturas de tecidos periprotéticos ou ii) presenca de fistula, séo
consideradas critérios maiores e, quando presentes, sdo suficientes para a
confirmagdo do diagndstico. Além disso, foram considerados infectados os
pacientes que apresentaram nota igual ou maior que 6, quando avaliados pelo
algoritmo proposto (Quadro 1).

Andlise estatistica

As analises descritivas para os dados quantitativos foram analisadas e
apresentadas na forma de médias, acompanhadas dos respectivos desvios
padrdo (DP), medianas, valores minimos e maximos. As variaveis categoricas
foram expressas através de suas frequéncias e porcentagens. As variaveis
categoricas foram analisadas com o teste de Qui Quadrado ou Exato de Fisher
quando necessario. Todas as analises foram realizadas no software Med Calc e
GraphPad Prism. O valor de p foi considerado significativo quando menor que

0,05.

Resultados

Populacao de estudo

Ap6s avaliacdo dos dados clinicos e exames laboratoriais, 84 pacientes
submetidos a cirurgia de RATJ foram avaliados quanto ao diagndstico de IAP de

acordo com os critérios propostos pelo International Consensus Meeting (ICM),



em 2018. Dessa forma, 62 pacientes foram diagnosticados com IAP e incluidos
no estudo. As caracteristicas demograficas destes pacientes estao resumidas na

Tabela 2.

Os pacientes do grupo infeccdo foram avaliados segundo a classificacéo

temporal (30 dias), conforme Figura 2.

Identificacdo dos patégenos

As culturas microbiolégicas apresentaram resultados positivos, que
permitiram a identificacdo dos patdégenos, em 77% (48 pacientes) dos casos.
Culturas monomicrobianas foram identificados em 79% e polimicrobianas em
21% dos casos. IAP com culturas negativas ocorreram em 23% dos pacientes.

Em 24% das culturas foram identificados patégenos gram negativos.
Considerando apenas as infec¢des monomicrobianas, as infeccbes causadas
exclusivamente por germes gram positivos ocorreram em 86% dos pacientes e
gram negativos em 14%. A bactéria mais frequentemente identificado nas
culturas microbiologicas de tecidos periprotéticos e liquido sinovial foi o
Staphylococcus aureus, presente em 26% dos pacientes com infeccao
periprotética. As bactérias identificadas nas culturas microbiolégicas dos
pacientes com IAP e a frequéncia com que foram identificadas estéo descritas

na Figura 3.

Quando avaliadas apenas 0s pacientes que apresentaram resultados

positivo na cultura microbiolégica, identificamos que as infecgbes



polimicrobianas foram, significativamente, mais frequentes nos pacientes com
infecc@o precoce, ou seja, aquelas que ocorreram até 3 meses apos a cirurgia,
em relacdo aos pacientes que apresentaram infec¢gdes intermediarias ou tardia
(p=0,02) (Figura 4). A distribuicao de pacientes com IAP com culturas negativas

foram similares entre as infec¢bes agudas, intermediaria e crénica.

Discussao

Embora o risco de infeccao periprotética pos artroplastia de joelho seja
baixo, 0 aumento exponencial no niumero de ATJ realizadas anualmente torna
esta complicacdo um problema importante e cada vez mais frequente.

Os critérios para o diagnostico de infeccdo periprotética de acordo com o
International Consensus Meeting de 2018 possibilitem a confirmacédo diagndstica
mesmo na auséncia de culturas positivas, entretanto, a identificacdo dos
patdbgenos permanece sendo principio fundamental para o diagndstico e
adequado tratamento das doencas infecciosas bacterianas, assim como, para a
escolha dos antibiéticos mais apropriados. Neste contexto, um dos grandes
desafios relacionados aos ensaios microbiolégicos é a sensibilidade, uma vez
que é reportado que a cultura microbiolégica falha em identificar o agente
causador da infeccdo periprotética em 5 a 45% dos casos (9-11). As culturas
negativas impdem enorme desafio para o tratamento da infec¢@o periprotética,
uma vez que a falta de identificacdo do patdgeno conduz ao uso empirico de
antimicrobianos com potencial ndo cobertura do verdadeiro agente infectante e
sao associados a 4,5 vezes maior risco de reinfeccdo quando comparados com
casos de culturas positivas (12,13,14). Dessa forma, nossos resultados

evidenciam o perfil microbiol6gico nas infec¢des periprotéticas do joelho tratadas



em um hospital terciario brasileiro especializado em cirurgia ortopédica de alta
complexidade.

Em nossa casuistica, o patdgeno mais frequentemente identificado foi o
S. aureus, seguido por Staphylococcus coagulase negativa. Tal resultado &
consistente com o reportado em outras séries, onde as infeccées causadas por
estes patdogenos podem representar de 50 a 60 % dos casos (15,16). As
infecgBes polimicrobianas representaram 21% dos casos, sendo mais comuns
nas infeccbes precoces. Cobo et al. encontraram resultado similar, com
incidéncia de 32% de infec¢des polimicrobianas em individuos com IAP precoce.
Outros estudos, também, corroboram este achado, e sugerem que essa maior
frequéncia de infeccbes polimicrobianas em infeccdes precoces possivelmente
reflete a inoculacdo de mdultiplos microrganismos no momento da cirurgia ou
disseminacgéo contigua a partir da incisdo cirdrgica (15,17,18).

Em um estudo conduzido por Tan et al., a incidéncia suspeitada de
infeccdo periprotética com cultura negativa foi de 22%, entretanto, obedecendo
os critérios diagndsticos Musculoskeletal Infection Society (MSIS), a incidéncia
de infeccdes com culturas negativas foi de 6,4% (10). Pelo ICM 2018, a
verdadeira incidéncia de infec¢cao periprotética com culturas negativa varia entre
7% a 15% (11). Tais resultados reforgam a importancia de diferenciar se as
infecgbes periprotéticas com culturas negativas sdo realmente negativas ou se
sédo falso negativo, isto €, os testes diagnodsticos falharam em identificar o
microrganismo, mas existe infeccdo no implante (11).

Os principais fatores que contribuem para a cultura negativa séo: (1)
administracéo de antibioticoterapia prévia a coleta de amostras para cultura, (2)

meio de cultura inadequado para germes atipicos ou aqueles encapsulados em



biofilme, (3) inadequado manuseio e transporte das amostras, (4) tempo de
incubacéo inadequado sobretudo para germes raros e indolentes, (5) limitado
namero de amostras ou inadequada coleta de tecidos, (6) atraso no transporte
para o laboratorio, (7) infecgdo com organismo de baixo viruléncia (9-11). E
importante ressaltar que, diferentemente do observado em outras areas do
diagndstico microbioldgico, ndo ha padronizacdo dos métodos de cultivo para o
diagnostico da IAP. O ICM 2018 recomenda que durante as cirurgias de revisdo
sejam coletados, no minimo, trés e idealmente cinco ou mais amostras de tecido
peri-implante para a realizagdo de culturas, além da amostra de liquido sinovial.
Entretanto, ndo existe consenso quanto ao tipo de tecido sélido mais adequado
para ser utilizado na realizacdo de culturas convencionais. Dessa forma, fica
evidente a necessidade de estudos que busquem a padronizacdo dos métodos
de cultura de forma a otimizar a eficiéncia deste exame (17).

Em nossa casuistica aproximadamente um quarto dos pacientes
apresentaram resultado negativo na cultura biol6gica. O diagndstico de infeccdo
nestes pacientes somente foi possivel devido a avaliacdo de outros exames que
compdem o critério diagndstico proposto pelo ICM. Estudos apontam que 0s
cirurgides tendem a minimizar a IAP, e a realizar avaliacbes incompletas para
confirmar o diagndstico (19). Além disso, € sabido que na rotina dos hospitais
publicos brasileiro, muitos destes exames ndo estdo disponiveis. Entretanto,
diante deste cenario, ressaltamos a importancia da adocdo de uma rotina
criteriosa de avaliacdo dos pacientes que apresentam ferida secretiva
persistente ou uma articulagdo quente, inchada ou dolorosa, com o objetivo de
excluir ou confirmar o diagnostico de IAP, possibilitando no diagndstico precoce

e maior efetividade no tratamento.



Este estudo apresenta como limitacdes o fato de nao ter sido avaliado o

perfil de resisténcia a antibidticos das bactérias identificadas, e o fato de ter sido

realizado no periodo da pandemia, o que pode ter impactado no perfil dos

pacientes atendidos no instituto.

Concluséao

Nossos resultados evidenciam: i) alta prevaléncia de bactérias do género

Staphylococcus como causadores da IAP do joelho; ii) a alta incidéncia de

infeccbes polimicrobianas nas infecgbes precoces e iii) IAP com culturas

negativas ocorre em, aproximadamente, um quarto dos pacientes.
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