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RESUMO

LIMA, Carla Ormundo Gongalves Ximenes. Impacto da otimizagdo dos métodos microbioldgicos no
diagnostico de infecgdes associadas aos implantes ortopédicos. Rio de Janeiro, 2017. Dissertacdo
(Mestrado em Ciéncias Aplicadas ao Sistema Musculoesquelético) - Instituto Nacional de
Traumatologia e Ortopedia, Ministério da Satde, 2017. Palavras-chave: Implantes ortopédicos,
anaerobios, infecgdes periprotéticas, biofilme.

Os implantes ortopédicos propiciam melhor qualidade de vida a pacientes com doencgas
osteoarticulares graves, porém 5% dos casos evoluem com falha. Tanto o diagndstico entre
falha asséptica e infec¢ao associada ao implante ortopédico (IAIO) quanto o manejo clinico e
cirargico das IAIO dependem da identificacdo do agente etioldgico. No entanto, os protocolos
convencionais de cultura apresentam resultado falso negativo num elevado percentual dos
casos, além de serem inadequados para o isolamento de anaerdbios estritos. Os objetivos do
presente estudo sdo estimar a prevaléncia de anaerdbios estritos nas IAIO, descrever os
pacientes com [AIO provocadas por estes microorganismos, € comparar o desempenho de um
protocolo de cultura otimizado, incluindo a cultura do fluido do vortex do implante, com um
protocolo convencional de cultura para o diagnodstico das IAIO. Trata-se de um estudo
transversal com coleta prospectiva de dados, espécimes clinicos e implantes ortopédicos dos
pacientes submetidos as cirurgias de revisao do implante. O protocolo experimental consistiu
em semeadura imediata em meio tioglicolato no centro cirirgico, maceragao dos tecidos com
pérolas de vidro, prolongamento do tempo de incubagdo para 14 dias, uso de atmosfera
anaerobia estrita e cultura do fluido do vortex do implante. IAIO foi definida com base nos
critérios diagndsticos propostos pela Sociedade Americana de Doencas Infecciosas para as
infecgdes associadas as artroplastias. Um total de 66 pacientes foram incluidos na analise final.
Dos 35 pacientes com diagnostico de infec¢ao confirmada, 11 tiveram isolamento de anaerdbios
estritos [prevaléncia=31,4% (IC95% 16,9%-49,3%)]. Desses, 8 eram Propionibacterium acnes,
e os demais foram Clostridium bifermentans, Parabacteroides distasonis e Bacteroides fragilis.
Quatro pacientes apresentaram infeccdo confirmada por anaerobios estritos exclusivamente, e
diferiram dos pacientes com infec¢do por microrganismos facultativos e daqueles com falha
asséptica quanto ao sexo (masculino 0% vs. 55% vs. 72%, respectivamente). As pacientes com
infeccdo por anaerdbio estrito apresentaram ainda maior frequéncia de leucocitose em sangue
periférico e valores de VHS mais elevados do que os pacientes com falha asséptica. O protocolo
de cultura otimizado apresentou sensibilidade e acuracia superiores aos do protocolo de cultura
convencional, sem prejuizo da especificidade. A cultura do fluido do vortex da protese
apresentou sensibilidade maior e menor especificidade em relagdo a cultura otimizada de
espécimes clinicos, porém a diferenca nao foi estatisticamente significativa. Os resultados
sugerem um papel importante dos anaerdbios na etiologia da IAIO e a superioridade do
protocolo otimizado de cultura de espécimes clinicos em relacao ao convencional.

Palavras-chave: Implantes ortopédicos, anaerdbios, infeccoes periprotéticas, biofilme.
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ABSTRACT

LIMA, Carla Ormundo Gongalves Ximenes. Impact of optimization of microbiological methods in the
diagnosis of infections associated with orthopedic implants Rio de Janeiro, 2017. Dissertation (Master
in Applied Sciences to the Musculoskeletal System) - National Institute of Traumatology and
Orthopedics, Ministry of Health, 2017.

Orthopedic implants provide a better quality of life for patients with severe osteoarticular
diseases, but failure develops in 5% of cases. Both the diagnosis between aseptic failure and
infection associated with orthopaedic implant (IAIO) and the surgical and clinical management
of TAIO depend on the identification of the etiologic agent. However, conventional culture
protocols present false negative results in a high percentage of cases, besides being unsuitable
for the isolation of strict anaerobes. The aims of the present study are to estimate the prevalence
of strict anaerobes in [AIO, to describe patients with IAIO caused by these agents, and to
compare the performance of an optimized culture protocol, including culture of the implant
vortex fluid, with a standard culture protocol for the diagnosis of IAIO. This is a cross-sectional
study with prospective collection of data, clinical specimens and orthopaedic implants of
patients submitted to implant revision surgeries. The experimental protocol consisted of
immediate seeding of clinical specimens in thioglycollate medium in the operating room,
maceration of tissues with glass beads, prolongation of the incubation time to 14 days, use of
anaerobic atmosphere and culture of the implant vortex fluid. IAIO was defined based on the
diagnostic criteria proposed by the American Society of Infectious Diseases for prosthetic joint
infections. A total of 66 patients were included in the final analysis. Of the 35 patients diagnosed
with confirmed infection, 11 had strict anaerobe isolation [prevalence = 31.4% (95% CI: 16.9%
-49.3%)]. Of these, 8 were Propionibacterium acnes, and the others were Clostridium
bifermentans, Parabacteroides distasonis and Bacteroides fragilis. Four patients had confirmed
infection by strict anaerobes exclusively, and differed from the patients with infection by
facultative microrganisms and those with aseptic failure regarding gender (male 0% vs. 55%
vs. 72%, respectively). Patients with strict anaerobic infection had an even higher frequency of
leukocytosis in peripheral blood and higher ESR values than patients with aseptic failure. The
optimized culture protocol showed higher sensitivity and accuracy than the conventional culture
protocol, without compromising specificity. The culture of the prosthesis vortex fluid presented
higher sensitivity and lower specificity than the optimized culture of clinical specimens, but the
difference was not statistically significant. The results suggest an important role of anaerobes
in the etiology of IAIO and the superiority of the optimized protocol of culture of clinical
specimens in relation to the conventional one.

Keywords: orthopaedic implants, prosthetic joint infection, biofilms, anaerobic,
anaerobic prosthetic joint infection
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1 INTRODUCAO
1.1 Implantes Ortopédicos

No mundo inteiro ¢ cada vez mais frequente o uso de implantes ortopédicos,
principalmente proteses de quadril e joelho e as artrodeses de coluna (LIMA e OLIVEIRA,
2010; WALDROP et al., 2015). O aumento da prevaléncia de patologias articulares associadas
a obesidade e ao envelhecimento da populagao, tais como osteoartrite, fraturas de colo de fémur
e doenga degenerativa da coluna vertebral, sdo fatores importantes que contribuem para a maior
utilizacao deste tipo de intervencao (PEREIRA et al., 2010; FEHLINGS et al., 2015).

Quando o procedimento ¢ bem-sucedido, promove alivio da dor, recupera a mobilidade
e autonomia do paciente e, consequentemente, ocorre melhora global na sua qualidade de vida
(MOHAIJER e DAROUICHE, 2014; TANDE e PATEL, 2014). Nos Estados Unidos, em 2010,
foram realizadas 332.000 cirurgias para implante de proteses de quadril e 719.000 cirurgias
para implantes de proteses de joelho. Até 2030, estima-se que 572.000 artroplastias de quadril
e quase 3.5 milhdes de artroplastias de joelho sejam realizadas (TANDE e PATEL, 2014). Em
numero menor, porém cada vez mais frequente, estdo as proteses articulares do ombro,
cotovelo, punho e articulagdo temporomandibular (LIMA e OLIVEIRA, 2010). Ainda nos
EUA, entre 2004 ¢ 2011, o nimero de artrodeses de coluna com mais de 3 niveis para tratamento
de deformidade de coluna em adultos com mais de 60 anos aumentou de 6.897 para 17.792 por
ano, representando um aumento de 138% (WALDROP et al., 2015). No Brasil ainda nao
existem dados publicados acerca do total de artroplastias realizadas, mas de acordo com o
DATASUS!, de 2014 a 2016 foram feitas pelo SUS, mais de 30.000 artroplastias primérias de

quadril e mais de 20.000 artroplastias totais de joelho.

'Relatorio de gestdo anual: 2014, 2015, 2016



A maioria das cirurgias para implante de proteses ortopédicas sdo bem-sucedidas. No
entanto, cerca de 5% dos pacientes submetidos a artroplastia de joelho e quadril evolui com
falha do implante em 10 anos, sendo necessaria uma nova abordagem cirurgica nesses casos
(ULRICH et al., 2008; KHAN et al., 2016). O percentual de artrodeses primdrias de coluna que
evoluem com falha necessitando revisdo cirargica ¢ muito variavel, dependendo da patologia,
numero de niveis operados e da técnica cirirgica, sendo relatados na literatura indices de 4 a
45% em 2 a 5 anos (MOK et al., 2009; ASHER et al., 2010; PICHELMANN et al., 2010).
Cirurgias de revisdo podem ocorrer como consequéncia de falhas mecanica/asséptica ou
infecciosa (PORTILLO et al., 2013b). As causas ndo infecciosas sao responsaveis pela maior
parte das falhas, e podem ocorrer devido a perda da fixagdo cimento-osso, fratura periprotética,
fratura, desgaste e instabilidade do material protético (TANDE e PATEL, 2014). Por outro
lado, a infec¢ao ¢ responsavel por cerca de 15% dos casos de falha das artroplastias e 15 a 35%
das falhas das artrodeses de coluna (MOK et al., 2009; PICHELMANN et al., 2010). Os fatores
de risco para falha infecciosa sdo divididos em fatores do hospedeiro, perioperatorios e do
proprio implante. Dentre os fatores do hospedeiro ja relacionados com maior risco de infecgao
periprotética estdo a idade, desnutri¢do, tabagismo, doenca articular subjacente (como artrite
reumatodide ou psoriatica), obesidade, diabetes mellitus, neoplasia, infec¢do do sitio cirurgico,
infeccdo articular prévia, bacteremia, infecgdes recorrentes do trato urinario, infecg¢ao pelo virus
HIV, tabagismo, dentre outros (ZIMMERLI, 2006; ASLAM e DAROUICHE, 2012). Em
pacientes com artrite reumatdide o risco aumenta quase trés vezes quando comparado com

aqueles que apresentam osteoartrite idiopatica (ASLAM e DAROUICHE, 2012).

A presenga do implante gera uma imunodeficiéncia local, possivelmente em virtude da
interacdo dos granuldcitos com materiais ndo fagocitaveis como a superficie do implante ou
com particulas de desgaste liberadas, que podem prejudicar a funcdo destas células, tornando-

as ineficientes no microambiente periprotético. Como exemplo, ja foi demonstrado que
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granuldcitos ao redor do implante se tornam incapazes de destruir o microrganismo estafilococo
de modo eficiente e, mesmo ocorrendo a opsonizagao, eles sdo ineficientemente digeridos. Os
granuldcitos ficam parcialmente degranulados com diminui¢do na producdo de superoxido
desmutase, o que prejudica a defesa do hospedeiro (ZIMMERLI e SENDI, 2011). Com isso, o
in6culo bacteriano necessario para causar infecgao fica reduzido de 100 a 100.000 vezes (LIMA
e OLIVEIRA, 2010). Segundo estudos utilizando modelo animal, cerca de 100 unidades
formadoras de colonias (UFC) de Staphylococcus aureus sdo necessarias para infectar um
implante, ao passo que 10* UFC de microrganismos sdo necessarias quando ndo existe implante

(SOUTHWOOD et al., 1985).

Além dos fatores inerentes ao hospedeiro e dos relacionados ao implante ja
mencionados, o tempo do procedimento cirirgico e o tipo de procedimento podem aumentar o
risco de infec¢do, como ocorre em casos onde a artroplastia além de bilateral ¢ simultanea, nas
cirurgias de revisdo implantes ou nas artrodeses de coluna por via posterior (KURTZ et al.,
2010; CHAHOUD et al.,, 2014; URIBE e DEUKMEDIJIAN, 2015). Segundo estudos
publicados, a taxa de infeccdo pos artroplastia primdria varia de 1% a 9% dependendo do
procedimento realizado, sendo menor que 1% em artroplastias do quadril e do ombro, em torno
de 2% nas proteses de joelho e 9% em proéteses de cotovelo (GALLO et al., 2003; SIA et al.,
2005; ASLAM e DAROUICHE, 2012; MOHAJER ¢ DAROUICHE, 2014; ARCIOLA et al.,
2015). Apods a realizacdo de procedimentos de revisdo essas taxas aumentam para 3% nas
artroplastias do quadril e 6% nas artroplastias do joelho (SIA et al., 2005) e podem chegar até
40% (MOHAJER e DAROUICHE, 2014). A maioria dos casos de infeccdo ocorrem dentro
dos primeiros 2 anos apods a realizagao do procedimento cirurgico (PULIDO et al., 2008;
KURTZ et al., 2010).

As TAIO acarretam transtorno fisico e emocional. Seu tratamento ¢ complexo,

envolvendo a necessidade de novos procedimentos cirirgicos ¢ uso de antibioticoterapia
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prolongada. No caso das IAIO poés artroplastias, as op¢des vao desde a modalidade mais
conservadora, o desbridamento com retencao de protese, reservada para casos selecionados, a
menos conservadora troca em dois tempos, na qual a protese infectada ¢ retirada num primeiro
ato cirirgico, € um novo implante ¢ colocado apds um intervalo que pode variar de algumas
poucas semanas a meses. Uma opc¢ao intermedidria, associada a melhores desfechos funcionais
que a troca em dois tempos, ¢ maior taxa de cura do que o desbridamento com retengao, ¢ a
troca da protese infectada por uma nova num unico tempo cirargico (troca em tempo Unico),
reservada em linhas gerais, para os pacientes com boas condi¢des de pele e partes moles e com
agentes etioldgicos conhecidos e sensiveis a antimicrobianos com ac¢ao em biofilme. No
entanto, muitos casos evoluem com falha terapéutica, sendo necessario o emprego das cirurgias
de salvamento tais como as artrodeses e as amputacdes (TANDE e PATEL, 2014).

Além da elevada morbidade, deve-se considerar também o impacto econdmico das
IAIO. Nos EUA, o custo anual estimado acumulado para cirurgias de revisdao de artroplastia
por razdes infecciosas ultrapassa 500 milhdes de dolares e pode passar de 1 bilhdo em 2020
(ARCIOLA et al., 2015). As cirurgias por razdes nao infecciosas apresentam sempre custos
menores do que aquelas que ocorrem em decorréncia de infeccdo, j4 que as Ultimas estdo
associadas a aumento do tempo cirurgico, maior utilizacdo de enxerto 0sseo, aumento de
complicagdes, maior tempo de internagao e uso de antimicrobianos (ASLAM e DAROUICHE,

2012; MOHAJER e DAROUICHE.,2014).

1.2. Critérios Diagnosticos da IAIO

Existe grande dificuldade em se estabelecer um diagnostico padronizado das [AIO
Varios grupos, incluindo a Sociedade Americana de Doencas Infecciosas (IDSA- Infectious
Disease Society of America) e a Sociedade Musculoesquelética de Infecgdo (MSIS-

Musculoskeletal Infection Society) publicaram critérios para defini¢do de IAIO pos artroplastias
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(PARVIZI et al., 2011; OUSSEDIK et al., 2012; OSMON et al., 2013). De acordo com a MSIS,
a evidéncia definitiva de IAIO pos artroplastias ¢ caracterizada pela presenga de fistula em
comunicagdo com a protese ou a presenca do mesmo microrganismo em dois espécimes de
tecido periprotético ou liquido articular. Além disso, existem seis critérios que sdo conhecidos
como critérios menores: pus ao redor da protese, inflamagdo aguda no exame histolégico do
tecido periprotético, presenca de microrganismo em um unico espécime clinico, contagem de
leucocitos e percentual de neutrofilos elevados no liquido articular, aumento dos valores da
velocidade de hemossedimentagdo (VHS) e proteina C reativa (PCR-t) no soro. A presenga de
quatro ou mais critérios menores também preenche os critérios diagnosticos (PARVIZI et al.,
2011). Da mesma forma, a IDSA considera a presenca de fistula ou o isolamento do mesmo
microrganismo em dois espécimes intraoperatorios, ou um pré-operatorio € um intraoperatorio,
como critério definitivo. A diferenga € que a presenca de pus ao redor da protese, sem outra
etiologia conhecida, ¢ considerada um critério definitivo de infec¢ao, enquanto pela MSIS, este
¢ um critério menor. Sao dois os critérios menores considerados pela IDSA: inflamagao aguda
no exame histologico do tecido periprotético e microrganismo virulento isolado em um Unico
espécime. A presenca de algum desses fatores menores seria altamente sugestiva de ou poderia
representar infeccao (OSMON et al., 2013).

Em agosto de 2013, na Filadélfia, 342 especialistas de 50 Paises representando 160
Sociedades Cientificas estiveram reunidos afim de estabelecer um consenso sobre prevengao,
diagnostico e tratamento da infecgdo periprotética. Os seguintes critérios definitivos foram
estabelecidos: pus ao redor da protese e presenga do mesmo microrganismo em dois espécimes
clinicos (GOMEZ e PARVIZI, 2015). A presenca de trés entre os seguintes critérios menores
também define IAIO pos artroplastias: inflamacdo aguda no exame histoldgico do tecido
periprotético, presenga de microrganismo em apenas um espécime clinico, contagem de

leucocitos elevada ou teste de estearase leucocitaria positivo (++) no liquido articular, elevado



percentual de neutrofilos no liquido articular e valores elevados de VHS e PCR-t no soro
(TANDE e PATEL, 2014). Um dos principais resultados deste encontro foi a modificagdo da
definicdo de IAIO pos artroplastia pela MSIS e a inclusdo do teste de estearase leucocitaria
como critério menor (GOMEZ e PARVIZI, 2015) (Tabela 1). Até onde foi possivel averiguar,
ndo existem diretrizes de consenso estabelecidas por essas mesmas entidades para o diagndstico
das IAIO pos artrodese de coluna, havendo diversas definigdes descritas na literatura

(GEROMETTA et al., 2012; CHAHOUD et al., 2014).



Tabela 1. Critérios de definicio das IAIO pés artroplastia.

Definigdo de Infecgdo Periprotéetica

Sociedade Musculoesquelética de Infecgio | Sociedade Americana de Doengas Infecciosas | Consenso Internacional

Critérios Definitivos Menores Definitivos Menores Definitivos Menores
Fistula em comunicacdo com a protese Sim Sim Sim
Mesmo microrganismo isolado em 2 ou mais espécimes Sim Sim Sim
Pus ao redor da protese Sim Sim
Inflamag3o aguda no exame histopatoldgico do tecido Sim Sim Sim
periprotético
Cultura dnica com qualguer microrganismo Sim Sim
Cultura Unica com microrganismo virulento Sim
Contagem de leucdcitos elevada no fluido sinovial Sim Sim
Percentual de neutrofilos elevado no fluido sinovial Sim Sim
Valores de VHS e PCR-t elevados no soro Sim Sim

(Adaptado de Tande e Patel, 2014).



1.3 Patogénese das IAIO

A patogénese das IAIO estd diretamente relacionada a uma triade que envolve
microrganismo, implante ortopédico e hospedeiro (ZIMMERLI, 2006b). A contaminagdo pode
acontecer de trés maneiras: pelo contato direto ou formagdo de aerossol na protese e/ou no
tecido periprotético durante a cirurgia, a partir de um foco infeccioso em sitio adjacente e
através da via hematogénica (TANDE e PATEL, 2014).

O contato direto do microrganismo ou formagao de aerossol ocorre através de uma fonte
endogena (como a microbiota cutanea do paciente), ou exdgena (microbiota dos membros da
equipe cirurgica, do ambiente e até pela utilizagdo de implantes contaminados) (LIMA e
OLIVEIRA, 2010). Uma vez em contato com o dispositivo, 0os microrganismos colonizam a
superficie do implante. As infec¢des que se manifestam até 1 ano apds a cirurgia geralmente
ocorrem por esse mecanismo (TANDE e PATEL, 2014). Um segundo mecanismo conhecido ¢
a contaminacdo a partir de um foco infeccioso em sitio adjacente. Pode ocorrer logo apds o
periodo pds-operatério, quando uma infeccdo superficial do sitio cirirgico evolui e atinge o
implante, ou tardiamente, se o paciente apresentar infec¢io de pele e partes moles periimplante
(CORVEC et al.,, 2012). A terceira via envolvida na contaminacdo do implante ¢ a
hematogénica (ASLAM e DAROUICHE, 2012; MOHAJER ¢ DAROUICHE, 2014). De
acordo com a literatura, este modo de contaminagdo € raro e apresenta uma incidéncia global
de 0,1% a 0,6% (SENDI et al., 2011). De um total de 551 infec¢des que ocorreram em 6.101
artroplastias de quadril e joelho, somente 7 foram diagnosticadas como infec¢ao através da via
hematogénica (UCKAY et al., 2009). Os focos primarios mais frequentemente envolvidos na
bacteremia sdo o trato respiratdrio, cutaneo, urinario, dentario e gastrointestinal (LIMA e

OLIVEIRA, 2010).



De acordo com o tempo entre a realizagdo da cirurgia e o inicio dos sinais e sintomas,
as IAIO pos artroplastia podem ser classificadas em precoces ou agudas (até 3 meses apos a
cirurgia), intermedidrias (3-24 meses) e tardias (> 24 meses) (MOHAJER e DAROUICHE,
2014). Alguns autores classificam como precoces aquelas que ocorrem até 3 meses,
intermedidrias (3-12 meses) e tardias (> 12 meses) (LEGOUT e SENNEVILLE, 2013). Nas
infec¢des precoces, 0os microrganismos normalmente sao virulentos (Staphylococcus aureus €
bacilos gram negativos (BGN), por exemplo), introduzidos no momento da cirurgia e o paciente
apresenta dor, febre, derrame articular, fistula com saida de secre¢ao purulenta e eritema no
local do implante. Nas infec¢des intermediarias, os sinais clinicos quase nao sao observados,
0s microrganismos sdao menos virulentos (Staphylococcus coagulase negativa (SCN) e
Propionibacterium acnes, por exemplo), sendo a dor forte e persistente o sintoma mais
marcante. Outra caracteristica ¢ o afrouxamento precoce do implante e uma pequena fistula que
abre e fecha no curso da infec¢do. Acredita-se que esse tipo de infec¢ao ocorra pela introdugao
de microrganismos de baixa viruléncia durante o ato cirurgico, o que leva ao quadro insidioso
descrito, e que muitas vezes ¢ classificado como falha asséptica. As infecg¢des classificadas
como tardias normalmente ocorrem através da via hematogénica e assim como nas infec¢oes
precoces, os microrganismos envolvidos geralmente sao virulentos. Algumas infecgdes tardias
pela via hematogénica também sdo causadas por microrganismos pouco virulentos (LEGOUT
e SENNEVILLE, 2013; SHAH et al., 2015; KAUFMAN et al., 2016).

Nas [AIO pos artrodese de coluna, alguns autores também adotam o critério de inicio
dos sintomas até¢ 90 dias ap0s a cirurgia para diferenciar as infecgdes agudas das nao agudas,
embora outros adotem outros pontos de corte como 30 dias ou 6 meses. A exemplo das IAIO
pos artroplastias, nas IAIO pos artrodese de coluna os microrganismos menos virulentos, como
P. acnes e SCN, sdo mais descritos nas infec¢des de inicio mais tardio e de evolucao indolente

(GEROMETTA et al., 2014; CHAHOUD et al., 2014).



1.3.1. Biofilme

O biofilme ¢ definido como uma comunidade de microrganismos embebidos em uma
matriz estrutural normalmente aderida a um substrato subjacente (MCCONOUGHEY et al.,
2014). Pode ser monomicrobiano ou polimicrobiano, porém, mesmo os monomicrobianos,
principalmente os mais antigos, podem ser constituidos por subpopulagcdes do mesmo
microrganismo com caracteristicas fenotipicas e genotipicas diferentes. Alguns
microorganismos crescem melhor na presenca de outros e isto pode influenciar as espécies que
sdo encontradas no implante (TANDE e PATEL, 2014). H4 uma coexisténcia de
microrganismos com diferentes necessidades formando nichos microecoldgicos que se adaptam
as mais diferentes concentragdes de oxigénio, nutrientes e subprodutos metabélicos. E possivel
que ocorra uma grande alteracdo do ambiente onde o biofilme ¢ formado provocada por
microrganismos, como por exemplo num biofilme dental, onde condig¢des fisioldgicas normais
sdo alteradas para um ambiente totalmente 4cido e anaerdbio (OHLE et al., 2010).

Estima-se que 65% de todas as infecgdes relacionadas a cuidados com a satde, sejam
elas associadas ou ndo a dispositivos médicos, sejam causadas por microrganismos que formam
biofilme (POZO e PATEL, 2009). As IAIO estao diretamente ligadas a formagao de biofilme
(HOWLIN et al., 2017). Numa IAIO, o biofilme bacteriano pode se aderir a qualquer
componente do dispositivo, seja cimento, 0sso e/ou tecido fibroso (STOODLEY et al., 2011).
Mais de 75% dos dispositivos médicos originarios de infecgdes ortopédicas apresenta biofilme
formado por S. aureus, Staphylococcus epidermidis e Pseudomonas aeruginosa
(MCCONOUGHEY et al., 2014).

No momento que o implante ¢ introduzido no corpo humano, € recoberto por um “filme”
composto de fracdes sanguineas (eritrocitos, trombdcitos, macromoléculas) e proteinas
ligadoras. Caracteristicas da superficie do implante, como hidrofilicidade e rugosidade,

interacdes fisicas e quimicas como for¢a de Vand der Waals, interagcdes eletrostaticas e
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hidrofobicas, proteinas conhecidas como autolisinas, com fun¢do adesiva e enzimatica,
facilitam a adesdo do microrganismo. Além disso, fatores relacionados a imunidade do
hospedeiro, nimero de microrganismos e suas caracteristicas genéticas, influenciam na
colonizac¢do satisfatoria do implante (GALLO et al., 2003; ARCIOLA et al., 2015).

Os microrganismos planctonicos uma vez aderidos a superficie do implante tornam-se
sésseis € comegam a produzir uma matriz extracelular polimérica. Ela ¢ composta por
polissacarideos, proteinas e DNA extracelular. Fatores associados a matriz (exopolissacarideos)
e a presenga de estruturas como pili e flagelo bacteriano interferem na formagdo e maturagao
deste biofilme. A motilidade afeta a formacao do biofilme por permitir que o microrganismo
alcance a superficie adequada (o que ndo aconteceria em condigdes estaticas) € por promover o
recrutamento de células planctonicas para dentro do biofilme (HOURY etal., 2010). A estrutura
neste primeiro momento ¢ menos estdvel e mais susceptivel a acdo dos antimicrobianos
(HOIBY et al., 2011), porém, na fase de maturagdo as bactérias tornam-se mais resistentes a
esta atividade antimicrobiana quando a matriz extracelular polimérica funciona como uma
barreira, limitando a difusdo de substincias quimicas dentro e fora do biofilme. Além disso,
com a proximidade e alta densidade celular, cria-se um ambiente favoravel para a comunicagao
célula-célula conhecida como Quorum sensing (QS). Esta comunicagdo se baseia em um
mecanismo de regulacdo da transcricdo de genes bacterianos em resposta a densidade
populacional. Em biofilmes produzidos pelo género Staphylococcus, por exemplo, o QS ¢
realizado por um peptideo auto-indutor secretado por células bacterianas. Assim como ocorre
com o agregado de bactérias, este peptideo extracelular atinge uma concentragcdo limiar e
comega a se ligar a um receptor de membrana, iniciando uma cascata de sinalizagdo que resulta
na expressao de um RNA regulatorio. Este efetor ativa o gene regulador acessorio (agr) com a
consequente expressao de fatores de viruléncia secretados. Mutagdes em agr também causam

reducdo da dispersdo, levando a um aumento da formagdo do biofilme. J4 os microrganismos

11



gram-negativos como P. aeruginosa utilizam um sistema QS diferente, mediado por moléculas
sinalizadoras da familia homoserina lactona. Um acumulo de agentes QS além de uma
concentragdo limiar ¢ acompanhada por aumento na formagdo de biofilme e fatores de
viruléncia secretados. A proximidade das células dentro do biofilme propicia a transferéncia de
genes horizontais, o que pode permitir a transmissao de genes de viruléncia dentro do biofilme,
além daqueles responsaveis pela resisténcia aos antibioticos (LINA et al., 1998; BOLES e
HORSWILL, 2008; GALLOWAY et al., 2012). A forma como o biofilme cresce e amadurece
gera consequéncias para células que estdo em seu interior. Os microrganismos presentes na
por¢ao externa do biofilme consomem os nutrientes (oxigénio e glicose), de modo que aqueles
que permanecem em seu interior ficam desprovidos destas substancias e poderdo entrar em um
estado metabolicamente inativo. Este estado os torna altamente resistentes a acao de
antibidticos (WOOD et al., 2013). Além do papel que o QS desempenha no processo de
maturacao, ele também estd envolvido no desprendimento do microrganismo deste biofilme
maduro, de modo que a infecc¢ao se dissemina no hospedeiro. Isto poderd resultar em episddios
de infecgdes agudas que aparecem apds exacerbagdo de um processo cronico subjacente

(MCCONOUGHEY et al., 2014).

1.3.2. Importancia do Biofilme no Diagnostico e tratamento das IAIO

O diagnostico e tratamento das IAIO constituem um grande desafio. Os métodos de
cultura convencionais sdo capazes de detectar microrganismos planctonicos (livres, em meio
liquido na natureza), mas muitas vezes ndo detectam microrganismos sésseis (no biofilme). O
diagndstico pode estar seriamente comprometido devido a dificuldade que existe em separar e
coletar células do biofilme e também pela dificuldade na producao de coldnias em agar sélido
por células bacterianas desenvolvidas na superficie dos tecidos (OHLE et al., 2010; HOIBY et

al., 2011; ARCIOLA et al., 2015). Muitas vezes o patdgeno que ¢ isolado in vitro, através da

12



cultura, ndo reflete necessariamente o estado de crescimento in vivo. As infec¢des agudas
normalmente sdo causadas por microrganismos planctonicos, facilmente recuperados dos
espécimes, pois estdo tipicamente presentes em fluidos e tecidos em elevadas concentragdes. O
contrario acontece quando a infec¢do ¢ cronica, pois o fenotipo do microrganismo que esta
envolvido no processo ¢ o de biofilme, onde este se encontra num estado quiescente,
metabolicamente inativo, pela limitacdo de nutrientes. O biofilme normalmente encontra-se
fragmentado, irregular e pode ndo ser recuperado em espécimes clinicos do tipo fluido, swab
ou bidpsia de tecido. In vitro, em uma simples cultura, o biofilme ¢ detectado apenas 30% das
vezes, portanto, melhorar os métodos de deteccdo de microrganismos em biofilmes ¢
extremamente importante (MCCONOUGHEY et al., 2014).

A resisténcia aos antimicrobianos € considerada um grande problema para o tratamento
das infecgdes causadas por microrganismos que produzem biofilme. Muitas vezes eles ndo sao
capazes de penetrar além de camadas superficiais do biofilme ou sua agdo ¢ prejudicada em
ambientes onde haja acimulo de residuos ou em ambiente alterado (pH, PCO», PO», etc). Podem
ainda ser aprisionados e destruidos por enzimas na matriz do biofilme. Existe uma taxa de
crescimento alterada no interior do biofilme e o antimicrobiano pode nao ser capaz de atuar
contra microrganismos que nao estejam em crescimento (fase estaciondria) ou ainda
metabolicamente inativas (células persistentes) (POZO e PATEL, 2007). Comparados aos
microrganismos planctonicos, eles apresentam maior chance de sofrerem mutagdes e
transferéncia horizontal de genes. Bombas de efluxo, enzimas que degradam antimicrobianos,
perda de afinidade por antibidticos alvo sao mecanismos de resisténcia de P. aeruginosa, por

exemplo, que podem ocorrer simultanecamente (HOIBY et al., 2010).
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1.4. Microbiologia das IAIO

Algumas caracteristicas importantes determinam o perfil microbioldgico das IAIO,
como a presenga de comorbidades (diabetes, artrite reumatdide, por exemplo), o tipo de
infeccdo (precoce, intermediaria, tardia), as caracteristicas e a patogenicidade especifica do
microrganismo. Nas [AIO pds artroplastia, o joelho ¢ articulagdo mais acometida por infeccao,
seguida do quadril, porém, ndo existe diferenga expressiva entre o tipo de microrganismo que
infecta estas articulagdes (GEIPEL, 2009). Os patégenos mais comumente encontrados sao
SCN (30%-43% dos casos), S. aureus (12%-23%), etiologia polimicrobiana (10%-11%),
Streptococcus spp (9%-10%), BGN (3%-6%), Enterococcus spp (3%-7%) e anaerdbios (2-4%)
(ZIMMERLI et al., 2004). Nas IAIO po6s artrodese de coluna os microrganismos mais
frequentemente isolados sdo SCN (24%-50% dos casos), S. aureus (12%-65%), etiologia
polimicrobiana (15%-56%), Streptococcus spp (5%-15%), Enterococcus spp. (6%-50%) e P.
acnes (3-50%); os BGN sdo isolados em 14% a 54% dos casos, geralmente associados as IAIO
pos artrodeses de coluna lombar baixa, devido a proximidade com a regido perineal
(PORTILLO et al., 2013a; GEROMETTA et al., 2014; CHAHOUD et al., 2014).

Quanto ao tipo de infec¢do, 60% daquelas que apresentam inicio precoce sao causadas
por S. aureus ¢ BGN aer6bios, microrganismos que levam ao aparecimento dos sintomas nos
primeiros 3 meses. Apesar de menos virulento, SCN também ¢ importante neste cendrio. As
infec¢des polimicrobianas também sdo muito comuns neste periodo (CORVEC, LUCHETTA,
AUBIN,, 2015). SCN ¢ o principal agente etioldgico das infec¢des intermediarias. De acordo
com um estudo prospectivo realizado durante 15 anos em pacientes submetidos a artroplastia
de quadril e joelho, o microrganismo mais prevalente foi SCN (36%), seguido de S. aureus
(25%), Enterococcus spp (9%), Streptococcus spp (7%) e a maior parte das infec¢des ocorreram
no periodo de 3 a 24 meses (intermediérias) (PHILLIPS et al., 2006). Grande parte das infecgdes

tardias (1 a 2 anos), sdo de origem hematogénica e S. aureus é o microrganismo mais isolado
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neste cenario. Apesar de ndo ser muito frequente, microrganismos de baixa viruléncia podem
aparecer neste tipo de infec¢do como resultado da contaminagdo no momento da cirurgia
(TANDE e PATEL, 2014). De acordo com literatura, a incidéncia de IAIO pds artroplastia por
S. aureus apds bacteremia foi de 34% (15 de 44 pacientes) e ¢ mais comum em artroplastias do
joelho que do quadril. Os pacientes com infeccdo periprotética causada por S. aureus
normalmente apresentam multiplas comorbidades (MURDOCH et al., 2001; SENDI et al.,
2011a,b).

Streptococcus spp € responsavel por aproximadamente 20% das IAIO, sendo as espécies
Streptococcus agalactiae e Streptococcus beta hemolitico do grupo G de Lancefield as mais
comumente encontradas. Até 50% dos pacientes podem apresentar bacteremia no inicio dos
sintomas da IAIO e normalmente o Streptococcus beta-hemolitico do grupo G esté relacionado
a infec¢do em sitio adjacente (celulite) (EVERTS et al., 2004).

Microrganismos anaerobios desempenham um papel importante na patogénese das
IAIO, normalmente em infec¢des tardias, que ocorrem dois anos apos a instalagdo do
dispositivo (FERNANDES e DIAS, 2013). Na cartilagem humana, os niveis de oxigénio estao
em torno de 1% a 6% e a tensdo de oxigénio ¢ extremamente baixa em articulagdes doentes
quando comparada a tensdo de oxigénio de uma articulagao saudavel, o que pode favorecer o
desenvolvimento de infec¢do por estes microrganismos (TYNER e PATEL, 2016). A maior
parte dos microrganismos anaerdbios fazem parte das IAIO polimicrobianas, exceto P. acnes,
que normalmente € responsavel por infeccdes monomicrobianas. Diferentes tipos de técnicas
sd0 necessarias para o isolamento destes patdgenos e marcadores inflamatorios como VHS e
PCR-t, que normalmente auxiliam no diagnostico, podem apresentar alteracdo somente em
alguns casos. Exames de imagem demonstrando lucéncia periprotética e/ou gas sio comuns nas

infec¢des por Clostridium spp, Bacteroides spp e Actinomyces spp (SHAH et al., 2015).
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O anaerobio Clostridium spp estd mais frequentemente envolvido nas artrites sépticas,
mas a literatura demonstra que diferentes espécies deste género também sdo responsaveis por
IAIO. Ele ¢ encontrado tipicamente em pacientes com doenga gastrointestinal que apresentam
a infeccdo apds bacteremia transitoria. Sdo causadas principalmente por Clostridium difficile e
Clostridium perfringes, porém, Clostridium septicum e Clostridium cadaveris também sio
relatados. A maioria dos casos ocorrem apds 3 meses de instalagdo do dispositivo, mas podem
ocorrer mais tardiamente. C. difficile ¢ encontrado em IAIO pds artroplastia do quadril, joelho
e ombro, ja o C. septicum em pacientes com doenga gastrointestinal maligna associada ou
trauma (STERN e SCULCO, 1988; PRON et al., 1995; MCCARTHYe STINGEMORE, 1999;
BURNELL et al., 2011; CURTIS e LIPP, 2013).

Poucos sdo os casos descritos em literatura a respeito da IAIO causada por espécies do
anaerobio Peptostreptococcus spp. As infecgdes normalmente aparecem como subclinicas, sem
sinais tipicos de doenga articular como calor e edema. A dor ¢ comumente relatada, VHS e
PCR-t podem se apresentar elevados, assim como histopatoldgico pode demonstrar inflamacao.
O microrganismo normalmente estd associado a doenga periodontal e os casos relatados
frequentemente estdo associados a manipulacdo dentaria (STOLL et al., 1996; BARTZ et al.,
2005). A espécie Peptostreptococcus magnus foi reclassificada em 1998 como Finelgodia
magna (MURDOCH, 1998). As infecgdes podem ser monomicrobianas ou polimicrobianas e
ocorrem normalmente apos 4 meses de instalagdo do implante. Quando polimicrobianas, sao
normalmente sdo associadas com outros anaerdbios, microrganismos Gram negativos e
espécies do género Staphylococcus. As infecgdes monomicrobianas sao de origem hospitalar
enquanto as polimicrobianas ocorrem apos evento traumatico. As articulagdes mais acometidas
sdao quadril e joelho e sintomas como febre, dor e afrouxamento do implante sdo relatados

(LEVY et al., 2009).
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As espécies pertencentes aoao género Actinomyces sdo bacilos Gram positivo (BGP)
anaerobios, parte da microbiota gastrointestinal, oral e geniturinaria feminina. A maioria dos
relatos encontrados na literatura a respeito de IAIO causadas por este microrganismo sugerem
que sao tardias, ocorrendo ap6s um ano. Parece estar associada a doenga periodontal, extragao
dentaria, pacientes usuarios de drogas intravenosas ¢ mulheres que utilizam dispositivos
intrauterinos. Sinais e sintomas locais e sistémicos como dor, eritema, movimento articular
limitado, edema e alteragao dos marcadores inflamatdrios sdo observados. Frequentemente sao
infec¢des monomicrobianas mais observadas no quadril do que no joelho (PETRINI e WELIN-
BERGER, 1978; STRAZZERI e ANZEL, 1986; PERSSON, 1987; WUST et al., 2000; RUHE
et al., 2001; ZAMAN et al., 2002; RIEBER et al., 2009; BROWN e DRINKWATER, 2012;
HEDKE et al., 2012).

A maior parte das IAIO causadas pelo género Bacteroides spp esta associada com a
espécie Bacteroides fragilis, entretanto, ndo sdo muito comuns € existem poucos relatos
descritos em literatura. Estas infec¢des ocorreram apds 3 meses, em sua maioria, com sinais e
sintomas locais e sist€émicos bem parecidos: febre, dor, leucocitose, odor fétido, puruléncia,
hiperemia e bacteremia simultanea. Eram monomicrobianas € os pacientes apresentavam
comorbidades: artrite reumatoide, patologia gastrointestinal ou geniturindria concomitante
(carcinoma de células escamosas do colo do utero), diverticulite, radioterapia externa e
hemorroidectomia (SANDERS e KAPLOWITZ, 1980; HICKEY et al., 1990; PATTISON et
al., 1995).

P. acnes ¢ um BGP anaerobio, aerotolerante e compde grande parte da microbiota da
pele (PORTILLO et al., 2013a). Patogeno oportunista, seu papel na etiologia da acne ¢
conhecido ha décadas (BRUGGEMANN, 2005) e existem evidéncias de que ele também ¢
responsavel por outras doencas, tais como: endocardite, osteomielite multifocal recorrente

crOnica, prostatite cronica (com evolugdo para o cancer de prostata), sarcoidose, SAPHO
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(Sinovite, Acne, Pustulose, Hiperostose e Osteite) e infecgdes associadas a diferentes tipos de
implantes, tais como implantes cerebrais, deriva¢gdes neurocirurgicas, dispositivos
cardiovasculares, implantes oculares, dispositivos de fixacdo de fratura interna, implantes e
proteses ortopédicas (ACHERMANN et al., 2014). Diferente da maioria dos anaerobios que
estdo envolvidos em IAIO polimicrobianas, este patdgeno ¢ mais comum em cenarios
monomicrobianos (TANDE e PATEL, 2014). Um estudo recente avaliou a presenca de P. acnes
em infec¢des polimicrobianas € monomicrobianas e comparou o sucesso do tratamento destas
infecgdes. Um total de 38 pacientes apresentaram IAIO. Destas, 24 eram monomicrobianas
causadas por P. acnes e 14 eram polimicrobianas. Das infec¢des polimicrobianas, 71,4%
estavam associadas a SCN e ndo houve diferenca estatistica significativa na taxa de sucesso do
tratamento entre infeccdes polimicrobianas e monomicrobianas (85,7% e 79,2%,
respectivamente) (FIGA et al., 2017). A incidéncia de P. acnes nas IAIO esta em torno de 4%-
6%, mas pode ser ainda mais alta do que a relatada, seja pela dificuldade que existe no
isolamento deste microrganismo através de técnica tradicional de cultivo microbiologico, por
ser este um microrganismo de microbiota normal muitas vezes considerado como
contaminante, ou ainda, por sua apresentacdo clinica, que diferentemente daquelas causadas
por outros microrganismos, como S. aureus por exemplo, ndo se caracteriza pela presenca de
sinais e sintomas caracteristicos de infeccdo (ZAPPE et al., 2008). Valores de VHS e PCR-t
normalmente permanecem inalterados, assim como a analise histopatologica nao apresenta
inflamag¢ao aguda (PORTILLO et al., 2013b). Em cirurgias de revisdo do ombro, a incidéncia
estd entre 19% -70%, mas o significado da cultura positiva parece incerto. Os resultados podem
ser falso-positivos devido a chance de contaminacdo. A desinfec¢do pré-operatoria penetra
insuficientemente nos foliculos pilosos, onde 25% destes microrganismos residem (LANGE-
ASSCHENFELDT et al., 2011; HUDEK et al., 2014). Trabalhos demonstram que apesar de

mais frequente no ombro, P. acnes também estd associado a IAIO poés artroplastia em outras
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articulagdes e até como causa de osteomielite ndo associada a implantes ou trauma prévio em
tibia, coluna e quadril (BACHMEYER et al., 2010). Estudos sugerem uma relacdo entre a
degeneracdo do disco intervertebral e infeccdo bacteriana cronica, ja que o P. acnes € isolado
em 25% das culturas de pacientes submetidos a microdiscectomia. Apesar de ser considerado
muitas vezes como contaminante, em um estudo realizado com 368 pacientes, 119 apresentaram
cultura positiva para P. acnes ¢ em 89 ele foi isolado exclusivamente. Em 30 casos havia co-
infecgdo, principalmente com SCN (CAPOOR et al., 2016). A taxa de infec¢do apos cirurgia
de coluna normalmente ¢ baixa (0,2%), entretanto, apds instrumentacao ela pode chegar a 12%.
P. acnes ¢é responsavel por 3% a 50% destes casos (PORTILLO et al., 2013a).

As infecgdes causadas por P. acnes manifestam-se tipicamente dentro de 3-24 meses
ap6s instalagdo do implante e ocasionalmente com 36 meses ou mais. Como o exame
histopatologico do tecido periprotético pode ndo demonstrar inflamag¢dao aguda ou cronica,
devido a baixa viruléncia e carga bacteriana do P. acnes € o quadro clinico ¢ insidioso, com
poucos sinais inflamatorios, pesquisadores sugerem que alguns casos de falha protética
considerados como falha asséptica sejam de origem infecciosa causada por esse microrganismo.
Existe uma forte evidéncia que a produgao de biofilme ¢ um importante fator de viruléncia do
P. acnes (HOLMBERG et al., 2009). Estudos in vitro demonstram que a espécie ¢ capaz de
formar biofilme rapidamente, em diferentes tipos de superficie dos biomateriais, incluindo
titanio, aco e silicone € mesmo na forma planctonica este microrganismo pode se apresentar
como estruturas agregadas. A adesdo ¢ mais eficiente em vidro fosco, com superficie rugosa,
seguida de polietileno e ago inoxidavel, com superficie mais lisa. Quando foi feita uma
comparagao entre o silicone, aco e titanio a adesao foi superior nos dois ultimos (BAYSTON

et al., 2007).
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1.5. Diagnostico das IAIO

Diferentes entidades como a Academia Americana de Cirurgides Ortopédicos
(American Academy of Orthopaedic Surgeons — AAOS), dispdem de Diretrizes cujo objetivo €
auxiliar no diagndstico das IAIO poés artroplastia utilizando diferentes modalidades
diagndsticas, tais como suspeita clinica, imagens radioldgicas, marcadores sorologicos e
sinoviais e testes microbioldgicos, ja que nao existe um exame padrdo-ouro para o diagnostico
(GOMEZ e PARVIZI, 2015).

Apesar de pouco especificos devido a influéncia que podem sofrer de outras infec¢des
e de doengas inflamatorias ndo infecciosas, incluindo infecgdes extra-articulares e do método
laboratorial utilizado, os marcadores inflamatérios VHS e PCR- t sdo excelentes preditores da
auséncia de infec¢do, quando ambos negativos, e devem ser solicitados sempre que o paciente
apresentar dor. A sensibilidade combinada dos marcadores estd em torno de 98% para detec¢ao
das TAIO pos artroplastia (ENAYATOLLAHI e PARVIZI, 2015; PARVIZI et al., 2016).

Um estudo publicado em 2011 afirma que ao contrdrio do que se pensa, estes
marcadores ndo apresentam robustez ¢ poderdo apresentar uma taxa de resultados falsos-
negativos que algumas vezes ultrapassa 11% (JOHNSON et al., 2011). E evidente que algumas
vezes a falha infecciosa ¢ classificada como falha asséptica e microrganismos de baixa
viruléncia causam aumentos sutis ou simplesmente ndo aumentam os niveis dos biomarcadores,
portanto estes resultados devem ser avaliados com cautela (ENAYATOLLAHI e PARVIZI,
2015; PARVIZI et al., 2016).

A interleucina 6 (IL-6) ¢ um biomarcador soroldgico promissor. Seus valores retornam
a normalidade com poucos dias de pds-operatorio e ela € aparentemente mais fidedigna que
PCR-t e VHS no auxilio diagnostico, mas ainda necessita de outros estudos antes que seja

incorporada a rotina de marcadores para diagnostico de infeccdo (BERBARI et al., 2010a).
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No liquido articular, a contagem de leucdcitos totais, o percentual de leucocitos
polimorfonucleares e niveis de esterase leucocitaria sdo pardmetros que podem ser avaliados
(OSMON et al., 2013). Técnicas estéreis para obtencdo do aspirado articular devem ser
utilizadas, uma vez que microrganismos saprofitas da pele, como S. aureus, podem penetrar na
articulagdo e causar resultados falso-positivos e até mesmo infec¢do iatrogénica (SQUIRE et
al., 2011). De acordo com um estudo, a contagem superior a 65% de neutrofilos representa
sensibilidade de 97% e especificidade de 98% (TRAMPUZ et al., 2004). Quando a contagem
de leucocitos totais no liquido articular (quadril e joelho) € de 4.200 células/mL, a sensibilidade
¢ 84% e a especificidade 93% e se a contagem de leucdcitos totais for de 1.100 células, a
sensibilidade ¢ de 98% e a especificidade 88% (PARVIZI et al., 2016). Na literatura, no entanto,
existem diversas publicagdes que sugerem outros pontos de corte para contagem de leucécitos
totais e do percentual de polimorfonucleares, e que podem variar ainda de acordo com a
articulacdo acometida e o tempo entre a cirurgia e a artrocentese. O Consenso Internacional
sugere pontos de corte diferenciados para infec¢do precoce (até 6 semanas de pos-operatorio) e
cronica, levando em consideragdo a reagdo inflamatoria pos-operatdria, mas ndo diferencia
entre as articulagdes (OSMON et al., 2013).

Outro importante marcador que apresenta estreita relagdo com valores de VHS, PCR-t,
contagem de leucoécitos totais e percentual de polimorfonucleares no liquido articular ¢ enzima
esterase leucocitaria. Liberada pelos neutrofilos em resposta a infecgdo, apresenta boa acuracia
na deteccdo de infeccdo em diversos sitios. Trata-se de um exame simples que apresenta
sensibilidade de 81% e especificidade de 100%, porém apresenta algumas limitagdes, como a
necessidade de centrifugagdo prévia em caso de contaminagdo com sangue (AGGARWAL et
al., 2013).

A alfa-defensina, também avaliada no liquido articular, ¢ um peptideo secretado por

células humanas que apresenta efeito antimicrobiano via ataque a parede celular do
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microrganismo e auxilia o sistema imunoldgico na defesa. Nao ¢ alterada em virtude de terapia
antimicrobiana, doenga inflamatdria sistémica e aspirado articular hemorragico. Um estudo
descreveu sensibilidade e especificidade de 100% e quando combinada com PCR-t apresenta
um importante papel na deteccdo da IAIO pos artroplastia (DEIRMENGIAN et al., 2015).

Entretanto, este exame ainda nao se encontra disponivel no Brasil.

A analise histopatoldgica do tecido periprotético constitui uma importante ferramenta
diagnostica complementar. A presenga de 5-10 neutrofilos por campo em pelo menos 5 campos,
ou 23 polimorfonucleares em 10 campos, determina uma reacao inflamatdria aguda e ¢ um bom
preditor de cultura microbiologica positiva (MORAWIETZ et al., 2009). Esta resposta
inflamatéria pode nao ser vista no tecido quando a infecgao for causada por microrganismos de

baixa viruléncia, como P. acnes ¢ SCN (TANDE e PATEL, 2014).

1.6. Diagnostico Microbiologico

Recuperar o agente etioldgico responsavel pela IAIO, a partir de pelo menos dois
espécimes clinicos, constitui um critério definitivo no diagnostico destas infec¢des. Além disso,

o diagnostico microbiologico ¢ fundamental para definir a conduta terapéutica.

1.6.1. Cultura do Fluido Sinovial

A aspiragdo pré-operatoria ou intra-operatoria do liquido articular ¢ uma importante
ferramenta diagnostica. Quando realizada no periodo pré-operatorio, pode auxiliar na estratégia
terapéutica, incluindo modalidade cirtirgica e antibioticoterapia sistémica e local, por meio do
uso do cimento de polimetilmetacrilato com antibidtico direcionado (TANDE e PATEL, 2014).
Num estudo realizado em 1996, no qual 171 aspirados articulares pré-operatorios foram

incluidos, a cultura deste espécime utilizando meios de cultura solidos e liquidos, apresentou
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uma sensibilidade de 50% e especificidade de 88% e o tempo de incubagdo utilizado foi de
(FEHRING e COHEN, 1996). De acordo com Yee e colaboradores (2013), a sensibilidade e
especificidade da cultura do aspirado de quadril ¢ de 50% e 86% respectivamente. Para o
aspirado de joelho, a sensibilidade ¢ de 88% e a especificidade de 96,1%. Parece que aumentar
o tempo de incubacgdo da cultura para duas semanas permite o isolamento de microrganismos
de baixa viruléncia, tais como, P. acnes, Peptostreptococcus spp e outros BGP, que ndo seriam
recuperados se este periodo fosse menor (YEE et al., 2013).

Outros trabalhos avaliaram a sensibilidade da cultura do liquido articular em frascos de
hemocultura. Um estudo no qual foram avaliados 73 pacientes, comparando a cultura do liquido
articular inoculado em frascos de hemocultura automatizados (BD BACTEC 9240 — Becton
Dickinson, Oxford, UK), com a cultura do tecido periprotético intraoperatério inoculado em
meios de cultura soélido e liquido, demonstrou que 23% dos pacientes tinham cultura
intraoperatoria do tecido positiva. A sensibilidade da cultura do liquido articular foi de 82% e
aespecificidade de 91% (ALI et al., 2006). Em outro estudo a sensibilidade da cultura de liquido
articular utilizando frascos de hemocultura (BD BACTEC 9240 — Becton Dickinson, Oxford,
UK) versus meios de cultura solidos convencionais (agar sangue com 5% de sangue de carneiro
desfibrinado e agar chocolate) em 805 amostras foi avaliada. Nos frascos de hemocultura, 62
microrganismos patogénicos € apenas 1 contaminante foram isolados. Em meio de cultura
solido, foram isolados 51 patogenos e 11 contaminantes. A sensibilidade e a especifidade da
cultura do liquido articular realizada em frascos de hemocultura foi superior a da cultura em
meios de cultura sélidos convencionais. E importante considerar que os meios sélidos foram
incubados em atmosfera contendo 5% a 7% de di6xido de carbono por 48 h e que a anaerobiose
estrita ndo foi utilizada. O tioglicolato foi mantido em estufa por 5 dias e o frasco de

hemocultura utilizado foi o do tipo pediatrico PEDS PLUS/F F (HUGHES et al., 2001).
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Uma andlise retrospectiva de 87 pacientes com IAIO pos artroplastia foi feita com
objetivo de avaliar a sensibilidade da cultura do liquido articular inoculado em frasco de
hemocultura, com a cultura do tecido periprotético e a cultura de swabs. A cultura do liquido
articular foi positiva em 90% dos casos, do tecido periprotético em 82% e dos swabs em 68%

(FONT-VIZCARRA et al., 2010).

1.6.2. Cultura do Tecido Periprotético

A cultura do tecido periprotético ¢ extremamente valiosa na detecgdo de
microrganismos para diagndstico das IAIO. Resultados positivos sdo detectados em 65% a 94%
dos casos (ZIMMERLI, 2006a), mas esta sensibilidade pode estar em torno de 39% a 70%,
sendo influenciada pela cronicidade da infeccdo, ja que nas infecg¢des cronicas, a sensibilidade
podera ser menor. Os métodos de cultivo ndo sdo padronizados (PEEL et al., 2016).

O niimero de amostras coletadas também interfere no diagndstico. Quando apenas uma
amostra de tecido for cultivada, a sensibilidade pode ser baixa assim como a especificidade,
uma vez que microrganismos de baixa viruléncia podem ser isolados, o que podera ser
considerado contaminag¢do e ndo infec¢do (TANDE e PATEL, 2014).

A partir do estudo realizado por Kamme e Lindberg (1981), 5 amostras foram definidas
como um numero ideal para diferenciar cultura positiva de contaminagdo. Um estudo posterior
incluiu 297 pacientes e utilizou modelagem matematica. Os autores concluiram que para
estabelecer o diagndstico de TAIO poés artroplastia a quantidade ideal de espécimes clinicos
seria de 5 a 6 fragmentos. Quando 3 destes foram positivos para 0 mesmo microrganismo, a
sensibilidade e especificidade foi de 65% e 99,6%, respectivamente, enquanto com 2 amostras
a sensibilidade e a especificidade foi de 71% e 97%, respectivamente (ATKINS et al., 1998).
Outros autores verificaram que a cultura positiva com o mesmo microrganismo em 3 ou mais

espécimes de 5 coletadas apresentou uma sensibilidade de 80% e especificidade de 97%
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(MARIN et al., 2012). Por fim, como ja estabelecido nos critérios de infeccdo, a presenca do
mesmo microrganismo em 2 ou mais amostras entre 5 coletadas apresenta sensibilidade ainda
maior, conforme estabelecido por alguns pesquisadores (SCHAFER et al., 2008).

Quanto aos meios de cultura que devem ser utilizados pelo laboratério de microbiologia,
o aumento da sensibilidade ¢ alcancado combinando-se meios de cultura so6lidos com meios de
cultura liquidos (caldos). Este estudo utilizou os meios Agar sangue com 5% de sangue de
carneiro desfibrinado, Agar sangue anaerdbio com 5% de sangue de carneiro desfibrinado, Agar
chocolate e caldo tioglicolato pré-reduzido (PEEL et al., 2016).

Um estudo comparou a sensibilidade e a especificidade da cultura do tecido
periprotético direto nas placas contendo meio de cultura s6lido com a cultura em caldo de carne
cozida (Cooked Meat Robertson’s), caldo de enriquecimento anaerébio e frascos de
hemocultura Anaerébico F e Aerobico Plus/F (BD BACTEC 960 Platform — Becton Dickinson,
Oxford, UK). Pérolas de vidro foram adicionadas as amostras que foram entdo submetidas a
uma vigorosa agita¢do. A sensibilidade e a especificidade para a cultura realizada diretamente
no meio de cultura em placa foi de 39% e 100%, para o caldo de carne cozida, 83% e 97%, para
o caldo anaerdbio, 57% e 100%, e para o frasco de hemocultura, 87% e 98%, respectivamente
(HUGHES et al., 2011). Outro estudo, cujo objetivo era otimizar a deteccao de P. acnes,
utilizou meios de cultura sélidos (incluindo Brucella Agar anaerobio) e caldo BHI (Brain Heart
Infusion Broth) para o cultivo do tecido periprotético e também homogeneizou os fragmentos
antes de cultiva-los. O caldo BHI mostrou-se superior na deteccdo em casos onde nao havia
suspeita de infec¢do, enquanto Brucella Agar foi superior nos casos reconhecidamente
infectados (BUTLER-WU et al., 2011).

Shannon e colaboradores (2013) avaliaram a cultura em caldo tioglicolato com objetivo
principal de recuperar P. acnes em liquido articular e tecido periprotético. No centro cirurgico,

os tecidos foram colocados imediatamente apods a coleta em frascos estéreis com tampa de rosca
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e cheios de didxido de carbono. No laboratério foram homogeneizados em 3 mL de caldo BHI
por 1 minuto. Aliquotas foram colocadas em caldo tioglicolato anaerdbio pré-reduzido e meio
de cultura anaerobio sélido. A capacidade de deteccdo do caldo tioglicolato foi superior a do
meio de cultura s6lido (SHANNON et al., 2013).

Peel e colaboradores (2016) compararam a sensibilidade e a especificidade da cultura
do tecido periprotético em frascos de hemocultura automatizados Aerobico Plus/F,
Anaer6bico/F e Lytic/10 automatizados (BD BACTEC 9240 — Becton Dickinson, Oxford, UK),
com meio de cultura so6lido, aplicando analise estatistica Bayesiana e critérios IDSA (padrao
ouro) para defini¢cao de IAIO po6s artroplastia. Um total de 369 pacientes participaram do estudo
e 117 (32%) apresentaram critérios de infecg¢@o. A sensibilidade e a especificidade dos meios
de cultura foram avaliadas individualmente e de forma combinada. Utilizando a analise
Bayesiana, a inoculagdo do tecido periprotético em frascos de hemocultura apresentou uma
sensibilidade de 92,1%, enquanto a sensibilidade do cultivo em meio so6lido e caldo foi de
62,6%. Aplicando os critérios IDSA, a sensibilidade foi de 60,7% com os frascos de
hemocultura e de 44,4%, utilizando o meio de cultura s6lido e caldo (PEEL et al., 2016).

Alguns artigos foram publicados a respeito do tempo de incubagdo ideal para as
amostras de tecido periprotético. Num estudo com 284 pacientes e suspeita de IAIO tardia pds
artroplastia de quadril e joelho, amostras de tecido periprotético foram cultivadas em meios de
cultura s6lidos, caldo BHI e caldo de Schaedler para microrganismos aerobios e anaerobios, €
observadas durante 14 dias. Infeccao foi diagnosticada em 110 pacientes € os microrganismos
detectados na primeira semana, na maioria das vezes, foram espécies do género Staphylococcus,
enquanto a partir da segunda semana, microrganismos com crescimento mais lento, como BGP,
espécies do género Peptostreptococcus e, principalmente, P. acnes foram detectadas. Havia

uma evidente correlacdao entre o nimero de amostras de tecido positivas e resultados positivos
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da andlise histologica. Estes autores sugerem que a cultura do tecido periprotético deve ser
realizada por um periodo de 2 semanas (SCHAFER et al., 2008).

De acordo com Butler-Wu e colaboradores (2011), em um estudo com 198 pacientes
submetidos a cirurgia para revisdo da artroplastia, foram utilizados 28 dias de incubagdo do
tecido periprotético em meios de cultura sélidos e BHI com objetivo principal de otimizar a
deteccao de P. acmes. Segundo os autores, os 19 pacientes com infeccdo comprovada
envolvendo P. acnes tiveram o agente detectado até o 13° dia de incubagao do tecido, todas as
amostras isoladas apds este periodo foram consideradas contaminantes. Apenas 20% das
infecgdes foram detectadas no 7° dia e quase 30% das infec¢des ndo seriam detectadas se o
tempo de cultura fosse ampliado apenas para pesquisa de microrganismos anaerobios. Além de
P. acnes, SCN também foram isolados, inclusive sendo mais frequentes onde nao havia critérios
para diagnostico de infec¢ao, assim como outros microrganismos, tais como, espécies do género
Bacillus, Micrococcus, Paenibacillus, Kokuria, Dermacoccus, Corynebacterium e
Micromonospora. Os autores concluem que o tempo de incubagdo ideal tanto para
microrganismo aerobios quanto anaerdbios equivale a 13 dias (BUTLER-WU et al., 2011).

Um estudo foi realizado com caldo tioglicolato anaerdbio e agar anaerdbio com objetivo
de aumentar a deteccdo de P. acnes. Havia pelo menos 2 espécimes positivos em caldo, no 7°
dia de incubagdo, nos 14 casos de infeccdo causada por este microrganismo. Os autores
concluem que utilizando o caldo anaerdbio, as culturas podem ser mantidas incubadas por um
periodo de 7 dias (SHANNON et al., 2013).

O tempo de positividade da cultura utilizando frascos de hemocultura (automatizada)
também ¢ avaliado. Hughes e colaboradores (2011) publicaram um pequeno estudo com 23
casos de IPA comparando 4 meios de cultura (caldo de carne cozida, frasco de hemocultura
anaerobico F e aerobico plus/F BD Bactec 960 Platform - Becton Dickindon, Oxford, UK, caldo

anaerobio e meio solido) durante 5 dias de incubagdo. Neste trabalho foram isolados cocos
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Gram positivos (Staphylococcus spp, Enterococcus spp e Streptococcus spp) € BGN (K.
pneumoniae ¢ E. coli). Entre os 3 caldos de enriquecimento, o frasco de hemocultura foi o que
apresentou menor tempo de deteccdo. Segundo os autores, esta diferenca pode ser atribuida a
detec¢do da produgao de CO; que ¢ mais rapidamente detectada pelo equipamento. Apesar de
mais rapido, o meio solido € o menos sensivel entre os 4 meios testados (HUGHES et al., 2011).

No artigo publicado por Minissian e colaboradores (2014), os frascos de hemocultura
foram incubados durante 14 dias. Nao houve comparagao com outros métodos ¢ a defini¢ao de
infecgao foi feita com base nos achados histopatologicos. O tempo médio para detecgao de P.
acnes foi de 5 dias e, para detec¢ao dos outros microrganismos, foi de 3 dias. Entre os 79 casos
definidos como infectados, 66 (83,5%) foram positivos com 8 dias de incubacdo. Dos 13 casos
negativos, seis pacientes haviam recebido antimicrobiano no momento da coleta ou até 10 dias
antes. A sensibilidade do equipamento para detectar os casos infectados aumentou de 67,1% no
primeiro dia para 82,3% no terceiro dia de incubacgdo. Segundo os autores, inoculando os
tecidos em frascos de hemocultura nao siao necessarios 14 dias de incubagdo, mas ¢
indispensavel o uso de frascos aerdbios e anaerdbios uma vez que 14% dos microrganismos
foram identificados apenas no primeiro frasco e 27%, apenas no segundo (MINASSIAN et al.,
2014).

Segundo Peel e colaboradores (2016), o frasco de hemocultura aerébio foi mais rapido
(1 dia para positividade) na deteccdo dos microrganismos em comparacao a qualquer outro
meio de cultura, assim como o frasco anaerobio, que s6 nao foi mais rapido do que o frasco
aer6bio. Nenhum frasco aerébio foi positivo apos 7 dias, porém, nos frascos anaerdbios, trés
casos adicionais de infec¢do foram encontrados com uma amostra positiva para
Propionibacterium granulosum e 2 para P. acnes. Os trés casos também foram detectados em

caldo tioglicolato (PEEL et al., 2016).
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1.6.3. Sonicacio e Vortex do implante

O biofilme tem papel fundamental na patogénese das IAIO e representa uma barreira
para o seu diagnostico. Com objetivo de aumentar a deteccdo dos microrganismos que o
formam, existem diferentes estratégias direcionadas a sua remogao da superficie do implante e
ruptura de suas estruturas multicelulares, levando a liberagdo dos microrganismos com
consequente aumento na sensibilidade dos métodos diagnosticos microbioldgicos.

A Sonica¢do ¢ uma técnica realizada através de banho ultrassonico, cujo objetivo é
soltar, desalojar microrganismos que estdo no interior de biofilmes aderidos a superficie do
implante ortopédico. O processo consiste na transmissdo de ondas de ultrassom de baixa
frequéncia, que esta além da capacidade de detec¢do da audigdo humana. Normalmente, a faixa
utilizada para esta finalidade ¢ de 40 +2 kHz. Essas ondas atravessam o liquido ao redor da
protese criando areas de alta e baixa pressdo. Durante o periodo de baixa pressdo, bolhas
microscopicas sao geradas (cavitagdo), durante a fase de alta pressdo, estas bolhas sdo rompidas
(implosdo) e liberam energia fazendo com que o microrganismo que estd aderido a superficie
do implante seja liberado. Apos a sonicagdo, o fluido pode ser submetido a cultura ou outros
métodos para deteccdo do microrganismo (TRAMPUZ et al., 2003, 2007).

A primeira publicagdo referente a sonicagdo foi realizada na década de 1990. Neste
estudo foram incluidos 120 pacientes submetidos a revisdo de artroplastia do quadril. A cultura
foi positiva em 26 (22%) e P. acnes foi isolado sozinho ou em associagdo com espécies de
Staphylococcus em 16 das 26 culturas positivas (62%). As proteses foram colocadas em bolsas
estéreis e em jarras anaerobias para transporte ao laboratdrio de microbiologia. Houve um
aumento na sensibilidade em comparacdo a cultura do tecido periprotético, mas a falta de uma
rigorosa defini¢do de IAIO pos artroplastia limitou a aplica¢do destes dados (TUNNEY et al.,
1998). Utilizando o protocolo desenvolvido por Tunney e colaboradores, mas com uma rigorosa

defini¢do de infeccdo, a sensibilidade da cultura do fluido sonicado mostrou-se superior a
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cultura do tecido periprotético, porém a especificidade foi inferior devido ao vazamento das
bolsas utilizadas para transporte (TRAMPUZ et al., 2006). Estudos posteriores utilizaram
algumas modificacdes em relacdo ao protocolo inicial. Frascos rigidos de propileno no lugar de
bolsas estéreis passaram a ser utilizados para evitar problemas de vazamento e contaminagao.
Além disso, uma etapa anterior a sonicagdo, de natureza mecanica, em que o implante ¢
submetido a agitacdo com auxilio do vortex durante 30 segundos, foi adicionada para aumentar
a remog¢ao do microrganismo que pode estar aderido ao dispositivo. Utilizando estas
modificagdes, um estudo realizado com 331 pacientes demonstrou uma sensibilidade maior da
sonicacdo (79%) em comparagdo com a cultura do tecido periprotético (61%), mas a
especificidade de ambos foi de 99% (TRAMPUZ et al., 2007). Resultados semelhantes foram
publicados em relacdo ao papel da sonicacdo dos implantes explantados na otimizag¢dao do
diagnostico de IAIO pos artrodese de coluna (MCDERMOTT et al., 2012).

Segundo Tande e Patel (2014), o protocolo de sonicacdo atualmente recomendado foi
publicado em 2011 em um estudo realizado com implantes de cotovelo. Os implantes foram
colocados em um frasco de 1 litro estéril e com 400 mL de solugdo de ringer lactato. O frasco
foi submetido ao vortex (30 segundos) e a sonicagdo (5 minutos) em temperatura ambiente.
ApOs a sonicagdo, o vortex foi novamente repetido (30 segundos). Uma aliquota de 50 mL da
solucao foi centrifugada e deste concentrado, 0,1 mL foram semeados em meios aerobio e
anaerobio que entdao foram mantidos incubados de 2 a 4 dias (aerobios) e 14 dias (anaerdbios).
O ponto de corte para amostras centrifugadas ¢ de 200 UFC/mL e para as que nao sao
submetidas a centrifugacdo, de 1 a 50 UFC/mL. A maioria dos estudos utilizam o ponto de corte
entre 1 a 10 UFC/mL. Dependendo do microrganismo isolado, o ponto de corte menor do que
o padronizado dever levado em consideragdo, por exemplo, em casos onde S. aureus ou uma
Enterobacteriaceae estiverem presentes, mesmo em contagens inferiores a 10 UFC

(VERGIDIS et al., 2011; TANDE e PATEL, 2014).
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Em laboratorios onde o uso de banho ultrassonico ndo é uma alternativa viavel, a
agitacdo mecanica com vortex pode ser utilizada na remocao do microrganismo da superficie
do implante, principalmente na presenga de pérolas de vidro (TRAMPUZ et al., 2003). Um
estudo in vitro cujo objetivo foi avaliar a capacidade do vortex de liberar o microrganismo
aderido ao implante sem a sonicagdo e comparar com a atividade do vortex seguida da
sonicac¢ao foi realizado utilizando dois grupos controle: o controle 1 ndo foi submetido ao vortex
e nem a sonicagao e o controle 2 foi submetido ao vortex, mas nao a sonicagao. A sensibilidade
do vortex foi superior quando comparada ao grupo controle que ndo foi submetido ao vortex e
nem a sonicagdo. O uso do vortex antes da sonicagdo aumenta ainda mais esta sensibilidade
(KOBAYASHI et al., 2009). Outro estudo feito com 135 pacientes comparou a atividade do
vortex isoladamente com a atividade do vortex seguida de sonicagdo. Quando o cutoff
estabelecido foi de 50 UFC/mL, a sensibilidade da sonicagdao foi de 60%, enquanto a
sensibilidade do vortex isoladamente foi de 40%, porém, a especificidade foi a mesma, ou seja,
99%. Utilizando um cutoff de 1 UFC/ mL a sensibilidade foi quase a mesma: 69% vortex
isoladamente e 71% vortex seguido de sonicacdo, mas a especificidade foi de 92% e 93%
respectivamente. A remoc¢ao pode ser ainda mais eficiente se adicionar detergente (polissorbato
80) ou anticoagulante EDTA ao fluido do vortex (PORTILLO et al., 2013). No entanto, nao
existem estudos publicados avaliando a contribui¢dao que a técnica de agitacdo com vortex da
protese isoladamente, sem fazer parte de um protocolo de sonicagdo, pode trazer em relagao a
cultura de tecido periimplante e liquido articular no diagndstico da IAIO.

O composto sufidrila ditiotreitol (DTT) ¢ uma recente alternativa para laboratorios de
microbiologia onde o vortex ou a sonicagdo ndo sao viaveis. Trata-se de um forte agente redutor
e desnaturante de proteinas comumente utilizado em materiais do trato respiratorio inferior,
com objetivo de facilitar a liberagdo dos microrganismos presos no interior de biofilmes. No

diagnostico das infecgdes periprotéticas, os tecidos periprotéticos sdo homogeneizados com
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esta substancia. Um estudo comparou a cultura do tecido periprotético em DTT e em solucao
salina. Um total de 70 pacientes (25 infectados e 45 nao infectados) foram incluidos no estudo.
Os espécimes tratados foram centrifugados por 10 min a 3000 rpm (rotacdes por min) e o pellet
resultante semeado em meios so6lidos e liquidos (aerébios e anaerdbios). A concordancia entre
os dois métodos foi de 85,7%. A sensibilidade do DTT foi de 88% ¢ da salina foi de 72%. A

especificidade foide 97,8% e 91,1% para DTT e salina, respectivamente (VECCHI et al., 2016).

1.6.4 Métodos Moleculares

Na maioria dos casos, as técnicas de cultivo otimizadas descritas sdo suficientes para o
diagnostico das IAIO, entretanto, em casos especificos como uso de antibioticoterapia prévia,
infeccdo causada por microrganismos fastidiosos (Legionella spp, Finegoldia magna,
Peptostreptococcus spp, Gardnerella vaginallis, Coxiella burnetii) ou mesmo nao cultivaveis,
podem ndo ser diagnosticadas corretamente ¢ métodos moleculares apresentam-se como uma
alternativa, mesmo diante de suas limitagdes. O grande dilema em torno destes métodos ¢ a
incerteza de saber se 0o DNA (4cido desoxirribonucleico) presente na analise final representa o
DNA presente no espécime clinico e se este DNA presente no espécime clinico representa um
microrganismo responsavel pela infeccdo (HARTLEY e HARRIS, 2014).

A técnica de reacdo da polimerase em cadeia (PCR Multiplex) do fluido sonicado
apresenta maior sensibilidade do que a cultura do fluido sonicado (96% e 67%,
respectivamente). A melhor sensibilidade ¢ alcancada utilizando as duas técnicas (100%)
(MOHAIJER e DAROUICHE, 2014). A ribotipagem ¢ uma técnica rapida que apresenta elevada
acurdcia, porém, ¢ cara e necessita de um isolamento prévio do microrganismo (ARCIOLA et
al., 2011). Outra técnica promissora ¢ a espectrometria de massas (MALDI-TOF MS — matrix-
assisted laser desorption ionization time-of-flight mass spectometry). Facil, rapida, barata e

confiavel, pode ser utilizada diretamente nos espécimes clinicos, tais como, sangue, liquido
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sinovial e fragmento de tecido macerado (CORVEC et al., 2012). Um estudo demonstrou a
rapida capacidade de deteccdo de S. aureus em pacientes com I[AIO. Outra informagao
interessante foi a capacidade de detectar subespécies de SCN nestas amostras, demonstrando
que esta técnica € capaz de recuperar microrganismos relacionados ou ndo relacionados entre
diferentes morfotipos recuperados de varios espécimes do mesmo paciente incluindo variantes

de colonias pequenas de Staphylococcus (SCV -small - colony variants) (HENRY et al., 2012).

1.7. IAIO e cultura microbioldgica negativa

De acordo com a literatura, cerca de 15,8 a 21,3% dos pacientes que apresentam
evidéncias ndo microbiologicas de infeccdo, como fistula, pus, inflamacdao aguda na anélise
histologica do tecido periprotético apresentam resultados negativos de cultura microbioldgica
(AGGARWAL et al., 2014; BIERKE-KROLL et al., 2014). Vérios fatores podem influenciar
a ocorréncia deste cendrio, como a incapacidade de recuperar certos agentes através das técnicas
microbioldgicas convencionais, tais como os microrganismos fastidiosos, anaerdbios estritos e
aqueles encapsulados em biofilme, os fungos e as micobactérias, a administragdo local de
antimicrobianos no momento da remog¢do do implante; e o uso pévio de antimicrobianos
sistémicos, sendo este ultimo o fator mais importante (BERBARI et al., 2007). De acordo com
Trampuz e colaboradores, a administracdo de antimicrobianos duas semanas antes de obter as
amostras de tecido diminui a capacidade de deteccdo dos microrganismos através da cultura
(TRAMPUZ et al., 2007). Entretanto, ¢ importante distinguir entre administragdo terapéutica e
profilatica do antimicrobiano antes da cirurgia de revisao. O uso terapéutico ¢ desaconselhado,
porém, a interferéncia no resultado da cultura apds o uso profilatico ainda ndo estd bem
estabelecida (PARVIZI et al., 2014). Outro fator importante ¢ 0 método como as amostras sao
obtidas e transferidas para o laboratorio. Muitas vezes ocorre desidratacdo dos tecidos ou

exposicdo a temperaturas extremas (MEERMANS e HADDAD, 2010). Introduzir substancias
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bacteriostaticas na cavidade articular no momento da aspiragdo também interfere no rendimento
da cultura (BARRACK et al., 1997). Se no momento da aspiragdo nenhum fluido for obtido, o
ideal ¢ que seja feita uma segunda tentativa e ndo irrigar a articulagdo no momento
intraoperatorio (PARVIZI et al., 2014). Normalmente os resultados negativos ocorrem em
infec¢odes intermedidrias ou tardias e somente 15% ocorre dentro dos primeiros 3 meses apos a
artroplastia (MALEKZADEH et al., 2010).

Parvizi e colaboradores (2014) publicaram estratégias pré-operatorias e intra-
operatorias com objetivo de minimizar a taxa de culturas negativas nas infec¢des periprotéticas,
tais como evitar a administragdo de antimicrobiano até que o diagnéstico da infeccao
periprotética seja confirmado ou refutado; aguardar 2 semanas ap6s o termino do
antimicrobiano para realizar a aspiracao do liquido articular; repetir o procedimento caso o
resultado da primeira pun¢do seja negativo; evitar inicio de antibioticoterapia pré-operatoria
caso 0 microrganismo nao tenha sido isolado nesse periodo; obter de 3 a 5 amostras de tecido
do canal intramedular e da interface cimento-osso pré-operatdria, cada uma com instrumentos
limpos e colocadas imediatamente em frasco estéreis, antes da irrigagdo da ferida ou tecidos
mais profundos. Por fim, ¢ importante que o laboratério de microbiologia tenha acesso as
informacdes pertinentes para utilizagao de meios especificos de enriquecimento, mantenha as
culturas incubadas durante 14 a 21 dias, caso o microrganismo nao tenha sido isolado em
periodo inferior e sempre que possivel, transfira parte do liquido articular para frascos de
hemocultura (PARVIZI et al., 2014).

Conclui-se, portanto, que o diagndstico microbioldgico das IAIO ainda ¢ um grande
desafio. Os métodos nao sdo padronizados na literatura, e ndo existem diretrizes brasileiras; a
adequacdo das recomendagdes encontradas nas diferentes diretrizes internacionais a nossa
realidade ¢ desconhecida. Mesmo no Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia Jamil

Haddad (INTO), referéncia nacional para o tratamento das patologias ortopédicas de alta
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complexidade, incluindo as IAIO, ainda sdo utilizadas técnicas convencionais de cultivo,
indicadas para o isolamento de bactérias planctonicas, porém pouco eficientes para o
isolamento de bactérias sésseis. Isto pode levar a um percentual elevado de culturas falso
negativas nas infec¢des associadas a biofilme, tais com as IAIO. Num estudo realizado em
2012, foram analisados 135 casos de IAIO pds artroplastias primarias de joelho e quadril
tratados no INTO entre 2009 e 2011, dos quais 48% eram infecgdes precoces. O percentual de
cultura negativa nesse estudo foi de 9% (SCHMALTZ et al., 2012).

Normalmente os fragmentos de tecido e/ou liquido sinovial sdo coletados no centro cirargico
em frascos secos € nao sao imediatamente processados. Além deste fator, o cultivo ¢ muitas
vezes realizado apenas em meios solidos e incubados em atmosferas que nao sao suficientes
para recuperar microrganismos mais exigentes. O tempo de incubagdo dos espécimes pode ser
insuficiente para detec¢do de microrganismos sé€sseis € sdo eles os mais frequentemente
envolvidos nas TAIO. Acredita-se que tal problema ocorra na maioria dos laboratorios de

microbiologia clinica no Brasil.
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2 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

Relatos da literatura mundial evidenciam elevada frequéncia de resultados negativos em
culturas de espécimes clinicos enviados aos laboratérios de microbiologia para investigagao de
IAIO. Além disso, a prevaléncia dos microrganismos anaerobios na etiologia destas infecgoes
pode estar subestimada, em virtude do uso de técnicas de cultivo inadequadas para o isolamento
desse grupo de microrganismos pelos laboratérios de microbiologia clinica. Nesses casos, o
manejo dessas infecgdes fica prejudicado, pois tanto o tratamento cirirgico quanto o tratamento
antimicrobiano adequados dependem da defini¢ao precisa do agente etioldgico. Tal indefini¢ao
pode gerar procedimentos cirdrgicos e uso de antimicrobianos de largo espectro desnecessarios,
além de prolongar potencialmente o tempo de internagdo dos pacientes, j4 que ndo ¢
recomendada a troca em tempo Unico em pacientes sem microrganismo previamente
identificado e ndo ¢ possivel o descalonamento do esquema antimicrobiano empirico para
esquemas de uso via oral na auséncia de uma etiologia definida.

Tendo em vista o papel do INTO como consultor do Ministério da Saude na
padronizagdo de novas tecnologias na area da traumatologia e ortopedia, destaca-se a
necessidade do desenvolvimento e analise de técnicas microbiologicas que proporcionem
melhoria no diagnostico das IAIO, incluindo aquelas voltadas para o isolamento e a

identificacdo de microrganismos anaerdbios e de bactérias presentes no biofilme.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Principal

Estimar a prevaléncia dos microrganismos anaerobios, em especial P. acnes, na
etiologia das IAIO pds-artroplastias e osteossinteses de ombro, pds-artrodese de coluna e pos-
artroplastias do quadril e joelho, em pacientes submetidos a cirurgia de revisao apds falha

desses procedimentos.

3.2 Objetivos Especificos

3.2.1. Descrever a populacdo de pacientes com IAIO causada exclusivamente por anaerobios
estritos, comparando-a com a de pacientes sem infec¢do (falha asséptica) e com infeccdo
causada por microrganismos facultativos.

3.2.2. Comparar o desempenho diagndstico dos procedimentos implementados na rotina do
laboratério de microbiologia do INTO com o desempenho dos procedimentos propostos no
presente estudo para o diagnostico de IAIO.

3.2.3. Avaliar o desempenho da cultura do fluido obtido pela técnica de vortex do implante
explantado no diagnéstico de IAIO, quando comparado a cultura de liquido articular e tecido

periprotético.
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4 PACIENTES E METODOS
4.1 Aspectos Eticos

O projeto foi realizado de acordo com os padrdes éticos da Comissdo de Etica e Pesquisa
com seres humanos do INTO (CEP/INTO) e encontra-se registrado sob numero
0182551290000527 - Certificado de apresentacdo para apreciacao ¢ética (CAAE) (Anexo 1).
Todos os pacientes assinaram Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo

2).

4.2 Delineamento do estudo

Estudo transversal, com coleta de dados clinicos, demograficos e espécimes clinicos de
forma prospectiva de pacientes submetidos a cirurgia para revisdo de artroplastia do quadril e

joelho, implantes do ombro em geral (placa, parafuso, protese articular) e artrodese de coluna.

4.3 Populacio do Estudo

O estudo foi realizado com pacientes submetidos a cirurgia de revisdo pds artroplastia
do ombro, procedimentos cirirgicos na articulagio do ombro que utilizaram implantes
ortopédicos de fixagdo tais como: placas, parafusos, ancoras e hastes, sejam metalicos ou
bioabsorviveis, pelo Centro de cirurgia do ombro e cotovelo do INTO e que tenham evoluido
com falha do implante, independente da suspeita clinica de infec¢cdo. O mesmo se aplica para
pacientes com falha pos artroplastias de quadril e joelho (primdria ou de revisao) e artrodese de

coluna.
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4.4 Local do estudo

O estudo foi realizado no INTO e na Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).
O INTO ¢ um Instituto Publico, Federal, composto por 255 leitos de internacao, 48 leitos de
terapia intensiva e de pos-operatorio, e € responsdvel por atender pacientes de alta
complexidade na area de traumatologia e ortopedia, no ambito do SUS. Na UFRJ, parte dos
processos microbioldgicos desenvolvidos nesse estudo foram realizados no Laboratério de

Biologia dos Anaerdbios do Instituto de Microbiologia Paulo de Goes, localizado no Centro de

Ciéncias da Saude (CCS).

4.5 Dados clinicos

Os dados clinicos e demograficos foram obtidos mediante consulta autorizada ao
prontudrio dos pacientes. De cada paciente, os seguintes dados foram coletados: dados
demograficos, data da cirurgia original, preseng¢a de doengas cronicas, procedimentos cirurgicos
realizados, outros agentes microbiologicos isolados, uso de antimicrobianos para o tratamento
da infeccdo atual, valores de PCR-t e VHS realizados antes da cirurgia de revisdo. Para
mensurar quantitativamente a presenga de comorbidades, foi utilizado o escore de Charlson.
Trata-se de um método para classificar comorbidades desenvolvido originalmente para ser
utilizado como preditor de mortalidade em estudos longitudinais (QUAN et al., 2011). Os dados
coletados foram anotados em ficha prépria (Anexo 3). IAIO foi definida pela presenca de um
ou mais dos seguintes critérios: crescimento do mesmo microrganismo em duas ou mais
culturas de espécimes intraoperatorios ou um espécime pré-operatorio e outro intraoperatorio;
liquido articular purulento ou exsudato purulento no sitio de implantagdo; inflamagao aguda no
exame histopatoldgico do tecido periprotético; formacao de fistula com comunicacido entre
espago articular e a pele. Os pacientes que ndo preencheram os critérios acima foram

considerados como falha asséptica (OSMON et al., 2013).
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4.6 Coleta e transporte dos fragmentos de tecido periprotético

Os espécimes clinicos foram colhidos pela equipe de cirurgides (grupo do ombro,
quadril, joelho e coluna) do INTO. Um conjunto de pingas Kelly estéreis foi separado para
coleta, sendo uma para cada fragmento de tecido periprotético coletado. Um total de 5
espécimes de tecido ou 4 de tecido e 1 de liquido articular foram colhidos: membrana
periimplante, fragmento dsseo e fluido sinovial (Quadroe 1). Todos os espécimes, com exce¢ao
dos implantes explantados, foram coletados em duplicata, sendo encaminhado o mesmo
conjunto de espécimes clinicos para o laboratério de microbiologia do INTO conforme rotina

dos servigos.

Quadro 1. Tipos de espécimes clinicos coletados por grupo.
Grupo Tipos de espécimes clinicos

Quatro fragmentos de tecido: membrana periimplante do acetdbulo,
membrana periimplante do fémur, fragmento dsseo do acetdbulo e

uadril fragmento 6sseo do fémur. Além dos fragmentos, o liquido articular. Na
g g q
auséncia do liquido articular, mais um fragmento de tecido (membrana ou
0SS0)

Quatro fragmentos de tecido: membrana de interface da tibia, membrana
de interface do fémur, fragmento 6sseo da tibia e fragmento 6sseo do

Joelho fémur. Além dos fragmentos, o liquido articular. Na auséncia do liquido
articular, mais um fragmento de tecido (membrana ou 0ss0)

Coluna Cinco fragmentos 6sseos

Ombro Cinco fragmentos de tecido musculoesquelético (periimplante)

Imediatamente apods a coleta, a pinga Kelly com fragmento de tecido e a seringa
contendo fluido sinovial foram entregues a um membro da equipe de pesquisa presente no
centro cirurgico. Cada espécime foi inoculado em frasco contendo meio de cultura tioglicolato

(MERCK, Brasil), (peptona de caseina — 19,5 g/L, extrato de levedura — 5,0 g/L, glicose — 6,0
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g/L, cloreto de sédio — 2,7 g/L, L-cistina — 0,5 g/L, tioglicolato sodico — 0,5 g/L, agar — 0,75

g/L) e perodlas e vidro (Figuras 1 e 2).

;
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Figura 1. Meio de cultura tioglicolato contendo espécimes clinicos (antes da agitaco).

Figura 2. Meio de cultura tioglicolato contendo espécimes clinicos (apos agitacao).

Os frascos foram identificados com as iniciais do participante do estudo e o tipo e
espécime clinico. Apos a coleta, os frascos contendo os espécimes clinicos foram mantidos em

temperatura ambiente e transportados em maleta propria (Figura 3) para o Laboratorio de
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Biologia dos Anaerobios no Instituto de Microbiologia Paulo de Goes (UFRJ) no prazo maximo

de 2 horas.

Figura 3. Maleta para transporte dos espécimes clinicos.

4.7 Processamento e cultivo dos espécimes clinicos

No Laboratdrio de Biologia dos Anaerdbios, cada tubo contendo o espécime clinico
inoculado no meio de tioglicolato foi submetido ao vortex (Even EVX2800-BI, Brasil) por 15

segundos (Figura 4).

Figura 4. Tioglicolato contendo espécime clinico sendo submetido ao vortex.
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Todos os tubos foram mantidos em estufa bacterioldgica (37°C). Apds 24 h, o primeiro
subcultivo foi realizado. Com auxilio de uma al¢a bacteriologica de 100 microlitros (uL), uma
aliquota do tioglicolato foi retirada e semeada em agar sangue (5% de sangue de carneiro
desfibrinado, base de agar sangue —40 g/L, agar — 5 g/L) e agar sangue anaerdbio (5% de sangue
de carneiro desfibrinado, base de agar sangue — 40 g/L, agar — 5 g/L, hemina — 10 mL/ L e
menadiona — 5 gotas/L). A primeira placa foi incubada em atmosfera capnofilica (5% a 10%
di6éxido de carbono) e a segunda em anaerobiose estrita utilizando jarra de anaerobiose ou Glove
Box (atmosfera contendo 10% de dioéxido de carbono, 10% de hidrogénio e 80% de nitrogénio).
A leitura das placas foi realizada com 24 h e em caso de crescimento, as colonias foram
identificadas. Na auséncia de crescimento, as mesmas foram reincubadas e uma nova leitura foi
realizada com 72 h. O mesmo procedimento foi utilizado para todos os frascos de tioglicolato
(totalizando 5 frascos). Os tubos de tioglicolato contendo os espécimes clinicos foram mantidos
em estufa durante 14 dias. Subcultivos foram realizados ap6s 72 h e sempre a cada 3 dias, sendo
o ultimo subcultivo realizado no 14° dia de incuba¢ao nos mesmos meios de cultura solidos e

atmosferas utilizados nas primeiras 24 h.

4.8 Identificacao e teste de sensibilidade

A identificag@o dos microrganismos foi feita por duas metodologias: para os facultativos
foi realizada a identificacdo e o teste de sensibilidade aos antimicrobianos através do
equipamento Vitek® 2 BioM¢érieux, Brasil. Os anaerobios estritos foram identificados por
espectrometria de massas com o equipamento Bruker Biotyper® MALDI-TOF, Germany
[Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry]. A identificagdo
dos facultativos foi realizada pelo laboratorio terceirizado localizado no INTO. A identificagdo
por espectrometria de massas foi feita na UFRJ. Para todas as solicitacdes de identificagdo havia

um pedido médico assinado e carimbado (Anexo 5).
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O ponto de corte em que se considerou fidedigna a identificacao da espécie foi de 90%
para o equipamento Vitek® 2 e entre o score 2,000 e 3,000 para o equipamento MALDI-TOF,
de acordo com instrucdes dos fabricantes. A interpretacdo do score ¢ feita da seguinte maneira:
para scores na faixa de 2.300 a 3.000, ¢ altamente segura a identificacdo do género e da espécie,
de 2.000 a 2.299 ¢ segura a identificagdo do género e provavel a identificagdo da espécie. E
provavel a identificagdo do género com o score de 1.700 — 1.999 e de 0.000 — 1.699, o
microrganismo nao foi identificado. Ao término da cultura, laudos de pesquisa foram gerados
(resultados negativos e positivos com o(s) microrganismo (s) isolado (s) e teste de sensibilidade

aos antimicrobianos (Anexo 4).

4.9 Coleta, transporte e processamento dos Implantes

Além dos fragmentos de tecido e fluido sinovial, quando o implante era removido, o
mesmo era imediatamente colocado em frasco rigido de polipropileno, com fechamento
hermético, estéril e 500 mL de solugdo (Ringer lactato). Todos os frascos foram esterilizados
pela Central de Esterilizagdo de Materiais (CEMATE) localizada no INTO, através de um
processo fisico-quimico a base de gés plasma de peroxido de hidrogénio (Sterrad®) e recebiam
duas embalagens, de modo que a interna, estéril, s6 era aberta no momento em que o frasco

estava em campo para receber os implantes (Figura 5).
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Figura 5. Frascos de polipropileno preparados para o armazenamento de implantes. Visao superior
do recipiente antes da esterilizacdo (A).Recipiente estéril preparado para armazenamento do implante

(B).

No Laboratério de Biologia dos Anaerdbios os frascos contendo os implantes foram
submetidos ao vortex por 1 minuto. Em seguida, o ringer lactato foi distribuido em 4 tubos de
plastico conicos, estéreis, cada um com 50mL, totalizando um volume final de 200 mL. Os
tubos de plastico eram centrifugados durante 15 minutos a 1100 xg. Apos centrifugados, os
sobrenadantes foram desprezados e os pellets resultantes colocados em um tnico frasco conico
estéril. Uma aliquota de ImL do pellet foi colocada em frasco contendo meio de cultura
tioglicolato, outra de 0,1mL em meio agar sangue com 5% de sangue de carneiro desfibrinado
e mais 0,1mL em agar sangue com 5% de sangue de carneiro desfibrinado, hemina e menadiona
(agar sangue anaerdbio). A primeira placa foi incubada em atmosfera capnofilica (5% a 10%
dioxido de carbono) e a segunda em anaerobiose estrita utilizando jarra de anaerobiose ou Glove
Box (atmosfera contendo 10% de dioxido de carbono, 10% de hidrogénio e 80% de nitrogénio)
a 37°C. A leitura dos meios solidos foi feita com 24 h e em caso de crescimento, as coldnias
foram identificadas. Na auséncia de crescimento, as mesmas foram reincubadas e uma nova
leitura foi realizada com 72 h de incubacdo. O frasco de tioglicolato contendo o liquido do
vortex foi mantido em estufa durante 14 dias. Subcultivos foram realizados apds 72 h e sempre
a cada 3 dias, sendo o ultimo subcultivo realizado no 14° dia de incubagdo nos mesmos meios
de cultura solidos e atmosferas utilizados nas primeiras 24 h. Analisando a literatura, o ponto

de corte de 10 UFC/mL foi estabelecido para contagem de colonias (PORTILLO et al., 2013).
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4.10 Controle de qualidade dos insumos

Para controle de esterilidade do caldo tioglicolato foi utilizada solucao salina 0,9%
estéril e para avaliar a capacidade de recuperagdo dos microrganismos facultativos e anaerobios
estritos foram utilizadas as cepas P. aeruginosa ATCC 27853 e B. fragilis 25285. Este controle
de qualidade foi realizado sempre a cada novo lote de meio de cultura preparado.

O controle de qualidade dos meios s6lidos utilizados no estudo; Agar com 5% de sangue
de carneiro desfibrinado e Agar sangue anaerobio também foi realizado para avaliar a
capacidade de recuperagdo de microrganismos facultativos e anaerébios estritos com as cepas
P. aeruginosa ATCC 27853 e B. fragilis 25285, respectivamente e sempre a cada novo lote.

O controle de qualidade dos frascos utilizados para acondicionamento dos implantes foi
feito da seguinte maneira: uma vez a cada semana dois frascos estéreis eram levados
simultaneamente ao centro cirirgico. Um deles recebia o implante e a solug@o de ringer lactato
e o outro, simultaneamente, apenas ringer lactato. Ambos eram processados da mesma maneira
com o objetivo de avaliar a esterilidade do frasco sem implante e a ocorréncia de contaminagao

em alguma etapa do processo.

4.11 Procedimentos microbioldgicos de rotina (grupo controle)

Nao houve interferéncia da equipe de pesquisa do presente projeto nos procedimentos
de transporte e processamento de espécimes clinicos no laboratério de microbiologia do INTO.
Em linhas gerais, a rotina utilizada pelo laboratério terceirizado que prestava servigo no INTO
na €época em que as coletas de espécimes clinicos para o presente estudo estavam sendo
realizadas era a seguinte: 0 mesmo numero (5) e tipos de espécimes coletados para esta pesquisa
foram coletados para o laboratorio de rotina do INTO. Os espécimes eram coletados e colocados
em frascos secos, estéreis e de boca larga sem adi¢dao de qualquer meio de cultura ou solucao

salina pela equipe do centro cirurgico. Os mesmos eram identificados e encaminhados ao
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laboratorio, porém, ndo foi possivel precisar o tempo decorrido entre a coleta e o
processamento, uma vez que isto dependia dos servigos envolvidos no transporte até o
laboratorio e do proprio laboratdrio.

Os espécimes eram inoculados em tioglicolato no laboratdrio e mantidos em estufa 37°C
por 24 h. Apds este periodo, um subcultivo era realizado para os meios agar sangue com 5% de
sangue de carneiro desfibrinado e agar chocolate (peptona de caseina — 7,5 g/L, peptona de
carne — 7,5 g/L, amido de milho — 1,0 g/L, fosfato dipotassico — 4 g/L, cloreto de s6dio — 5,0
g/L, agar — 10,0 g/L, sangue de carneiro — 5%, polienriquecimento 10 mL/L). Os meios solidos
eram mantidos em estufa 37°C por 48 h somente em atmosfera capnofilica e o caldo tioglicolato
por 5 dias. Nao foi possivel avaliar de quanto em quanto tempo o subcultivo a partir do
tioglicolato era realizado e ndo foi utilizada nenhuma técnica de maceragdo das amostras de

tecido enviadas para o laboratorio de rotina.

4.12 Tamanho amostral e analise estatistica

Considerando os relatos de literatura de isolamento de P. acnes em pelo menos 60% dos
casos de infeccdo pos artroplastia de ombro e quadril (TUNNEY et al., 1999) e 17,4% em
pacientes com espondilodiscite pos-operatoria (JIMENEZ-MEJIAS et al., 1999) quando as
técnicas adequadas para isolamento de anaerdbios sdao empregadas, ¢ assumindo uma
prevaléncia de 25% de infecgdo, foi calculado que seria necessario analisar espécimes clinicos
de 164 pacientes com suspeita de infec¢ao pos cirurgias de ombro, quadril, joelho e coluna que
envolva instalagdo de implantes. Este valor foi calculado de modo que seja estimada a
prevaléncia de P. acnes na populacao dos pacientes atendidos no INTO com um erro de 15% e
um intervalo de confianga de 95%.

Todos os dados foram registrados em formularios padronizados e digitados em planilha

Excel (Microsoft Excel 2013). Os dados foram armazenados no Excel e analisados no Stata
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11.0 (STATA Corp. College Station, Texas, EUA). Para anélise descritiva dos dados foram
calculadas médias, medianas, intervalos interquartis (25-75%), proporg¢des e taxas. Para anélise
do desempenho dos métodos diagnosticos foram calculadas a sensibilidade, especificidade,
valor preditivo negativo e positivo, assim como as razdes de verossimilhanga positiva e
negativa. As varidveis categoricas foram analisadas utilizando o teste do qui-quadrado ou o
teste exato de Fisher. Variaveis continuas foram analisadas pelo teste 7Student ou Mann-
Whitney, quando indicado. Os valores de sensibilidade foram comparados através do teste de
McNemar. Para avaliagdo da associacdo entre variaveis foram calculados riscos relativos.
Como estatistica de teste foram calculados intervalos de confianca de 95% e os valores de p. O

valor de p foi considerado significativo quando menor que 0,05.
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5. RESULTADOS

Um total de 67 pacientes submetidos a 68 cirurgias de revisao de implantes ortopédicos
foram incluidos no estudo. No entanto, uma paciente submetida a duas cirurgias apresentou
resultados de analises histopatologicas conflitantes nos dois procedimentos e foi excluida.
Portanto, foram incluidos na anélise final 66 pacientes, sendo 48 pacientes com implantes em
quadril, 1 com implante em coluna, 12 em joelho e 5 em ombro. A maior parte da populagao
era constituida por pacientes do sexo masculino (56,1%), com idade média de 64,0 anos. A
principal doenga articular de base foi osteoartrite (37,5%) e o tempo entre a cirurgia original e
o inicio dos sintomas foi superior a 2 anos na maioria (72%). A maior parte dos pacientes
apresentou escore de Charlson igual a zero (44 pacientes, 69%); o numero (%) de pacientes que
apresentou Charlson igual a 1,2 e 3 foi 12 (19%), 5 (8%) e 3 (5%), respectivamente. A varidvel
foi dicotomizada em 0 vs >1 para facilitar a andlise comparativa entre os grupos. Dentre os
sinais e sintomas, a dor (91%) e o afrouxamento do implante (77%) foram os mais significativos

na populacdo total (Tabela 2).
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Tabela 2. Caracteristicas clinicas e demograficas da populacio do estudo.

Varidveis Total
% (n/N) (N=66)
Sexo masculino 3% (37/66)
Tabagizmo 13% (2/64)
Etilizmo 2% (14/64)
Escore Charlson = 1 31%: (20/6d)
Classificacio
<= Imeses 10%% (B/62)
3m a2 anos 183 (11/62)
2 anos ou mais T2% (45/62)
Articulacio
Quadril T3 (48/66)
Joelho 18% (12/66)
Ombro e (5/66)
Coluna 2% (1/66)
Fiztula 20% (127600
Calor 31%: (16/32)
Dor 01%: (39/63)
Edema 43% (27/63)
Rubor 307 (18607
Secrecdo 307 (19/63)
Afrouxamento T1% (453/36)
Febre e (581
Leuncocitose 14%% (9/635)
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5.1 Definicoes utilizadas no processo de analise dos dados

Conforme descri¢ao anterior, a definicao de infeccao associada ao implante ortopédico
foi feita com base na presenga de um ou mais critérios da IDSA. No entanto, alguns dados
clinicos e demograficos ndo puderam ser obtidos, j& que nao houve interferéncia da equipe do
projeto no manejo clinico do paciente, assim como resultados de analise histopatoldgica nao
estavam disponiveis em 37 dos 66 pacientes, ndo sendo possivel confirmar ou descartar o
diagnostico de infeccdo com base nos critérios adotados em 19 dos pacientes incluidos.
Portanto, para prosseguir na analise dos resultados, os pacientes foram classificados em 5
categorias diagnosticas (grupos), de acordo com os critérios de infec¢ao que foram preenchidos

(Tabela 3).

Tabela 3. Grupos criados com base nos critérios IDSA para definicao de infeccio.
Grupo Definigdo Total de pacientes

Asséptico Pacientes sem critérios clinicos e microbiologicos para in 12
realizado e negativo
A principio asséptico Pacientes sem critérios clinicos e microbiolégicos de infe 13
com histopatoldgico ndo realizado

Infeccdo possivel Cultura positiva com microrganismo de baixa viruléncia e 5
patoldgico ndo realizado, portanto, o diagnodstico de infecg8o ndo pdde ser descartado.
Infecgdo provavel Cultura positiva para microrganismo virulento (S.aureus ) 1

com histopatoldgico negativo, porém, em outro componente (tibia)
Infecg@o confirmada Pacientes com um ou mais critérios de infecgdo 35

Tal categorizacdo se justifica pelo fato da propria IDSA reconhecer que cultura positiva
para microrganismo virulento de um tinico espécime clinico pode representar infeccio e que a
presenca de apenas uma amostra de espécime intraoperatdrio com cultura positiva para
microrganismo potencialmente contaminante ndo deve ser considerada evidencia definitiva de
infec¢do, mas sim ser avaliada no contexto das outras evidéncias.

Uma vez que os pacientes tiveram seu status definido, dois cenérios foram criados:

Inclusivo e Exclusivo. No cendario Inclusivo os pacientes classificados como tendo o
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diagnéstico de infeccdo confirmada, infec¢do possivel e infeccdo provavel foram alocados no
grupo Infeccdo, e os classificados como assépticos e a principio assépticos foram alocados
grupo Falha asséptica. Neste cendrio, 41 pacientes foram classificados como infecgdo, e 25
como falha asséptica. J4 no cenéario Exclusivo, os pacientes classificados como infec¢dao
possivel e infec¢@o provavel foram alocados no grupo Falha asséptica, e ndo no grupo Infeccao,
como no primeiro cendrio. No cendrio exclusivo, portanto, 35 pacientes foram classificados

como infecgao e 31 pacientes como falha asséptica.

5.2 Perfil microbiolégico dos espécimes clinicos e implantes submetidos ao protocolo
otimizado de cultura

Dos 66 pacientes incluidos, 43 (65%) apresentaram cultura positiva de pelo menos um
espécime intraoperatorio (fragmento de tecido, liquido articular ou fluido de vortex da prétese)
pelo protocolo otimizado de cultura, sendo que 8 (12%), apresentaram cultura positiva
exclusivamente para microrganismos anaerobios estritos (todos P. acnes) e 6 (9%) para
anaerobios estritos e facultativos. Além disso, 29 (44%) tinham culturas positivas apenas para
microrganismos facultativos; 23 (35%) pacientes apresentaram culturas negativas (Tabela 4).

Dentre os anaerdbios estritos, 79% foram P. acnes; C. bifermentans, P. distasonis e B.

fragilis foram isolados em 7% cada (Tabela 5).

Tabela 4. Visao geral dos resultados do diagnostico microbiologico pelo protocolo otimizado de
cultura.

Total de pacientes Percentual Classificagdo dos Microrganismos isolados
6 9% Estritos e facultativos
8 12% Anaerodbios estritos
23 35% Culturas negativas
29 A4% Facultativos
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Tabela 5. Espécies de anaerdbios estritos isoladas.
Anaerodbio estrito isolado Total de pacientes Percentual

Propionibacterium acnes 11 79%
Clostridium bifermentans 1 7%
Parabacteroides distasonis 1 7%
Bacteroides fragilis 1 7%

Os 6 casos de culturas polimicrobianas com participagdo de anaerdbios estritos foram:
C. bifermentans associado a K. pneumoniae e Staphylococcus hominis; P. distasonis com S.
aureus, B. fragilis com P. aeruginosa, P. acnes com S. aureus; P. acnes com S. warneri e S.
lugdunensis e P. acnes com P. aeruginosa.

Do total de 60 microrganismos isolados, 47% correspondeu ao género Staphylococcus
spp, 10% Streptococcus spp, 2% Clostridium bifermentans, 18% P. acnes, 2% Paenebacillus
spp e C. jeikeium, 2% P. distasonis e B. fragilis, 7% P. aeruginosa, 2% E. coli e Serratia
fonticola, 3% Enterobacter cloacae (Tabela 6). As espécies S. aureus e S. epidermidis foram
as mais isoladas do género, sendo a primeira ligeiramente mais prevalente. Apenas um caso de
S. aureus resistente a meticilina (MRSA) foi encontrado (paciente 57 — Tabela 8). Nenhuma
enterobactéria, além da espécie Enterobacter cloacae produtora de carbapenemase isolada em
apenas um caso, foi produtora desta enzima ou de outro mecanismo de resisténcia aos
antimicrobianos. P. aeruginosa foi o unico BGN ndo fermentador isolado pelo protocolo
otimizado.

Entre os Streptocococcus spp, as seguintes espécies foram encontradas:
Streptocococcus  pyogenes, Streptococcus  dysgalactiae,  Streptococcus  agalactiae,
Streptococcus anginosus, Streptococcus intermedius, Aerococcus viridans e Abiotrophia

defectiva, uma variante nutricional do género Streptococcus spp.
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Tabela 6. Distribuicio dos microrganismos isolados dos 66 pacientes submetidos ao protocolo
otimizado de cultura (N=60).

Microrganismos Total Percentual
Staphylococcus spp. 28 47%
Streptococcus spp. & 10%
Bacilos Gram positivos anaerdbios estritos
Clostridium bifermentans 1 2%
Propionibacterium acnes 11 18%
Bacilos Gram positivos facultativos
Paenebaciflus spp 1 2%
Corynebacterium jeikeium 1 2%

Bacilos Gram negativos anaercébios estritos

Bacteroides fragilis 1 2%
Parabacteroides distasonis 1 2%
Bacilos Gram negativos facultativos

Klebsiella pneumoniae 2 3%
Pseudomonas aeruginosa 4 7%
Escherichia coli 1 2%
Enterobacter cloacae 2 3%
Serratia fonticola 1 2%

O tempo minimo para isolamento de microrganismos anaerobios estritos foi de 2 dias e
o maximo de 14 dias. Os pacientes com infec¢do possivel ou falha asséptica tiveram o
isolamento realizado num tempo compativel com o tempo dos pacientes com infecgdo
confirmada (6 ¢ 10 dias). Entre as 11 cepas isoladas de P. acnes, 1 apresentou crescimento com
6 dias de incubagdo em anaerobiose estrita, 2 com 7 dias e para o crescimento das demais, foram
necessarios mais de 8 dias, havendo inclusive, cepas que cresceram com 13 e 14 dias de
incubacdo em pacientes com infec¢do confirmada. Para o crescimento de P. distasonis foram
necessarios 8 dias no tecido e 2 dias no liquido do vortex do implante, 3 dias para B. fragilis e
5 dias para o crescimento de C. bifermentans. Entre os facultativos, o tempo minimo para o
isolamento foi de 1 dia; o tempo méximo foi de 8 dias, no caso de um Unico paciente com
infeccdo provavel por MRSA. Com excecdo dessa cepa de MRSA, todos os demais

microrganismos facultativos cresceram dentro dos primeiros seis dias em atmosfera capnofilica.
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Os pacientes com infec¢do possivel ou falha asséptica tiveram microrganismos facultativos

isolados em cultura entre 2 e 4 dias (Figuras 6 e 7).

Tempo para positividade das amostras de anaerdbios
estritos isoladas segundo categoria diagnostica - n=14

[F3]
1

Figura

—
L

No. de amostras
]

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Dias até positividade da cultura

Oinfeccdo confirmada MDinfeccao possivel Masseptica

Figura 6. Tempo de positividade dos espécimes para microrganismos anaerdbios estritos.

Tempo para positividade das amostras de facultativos
isoladas segundo categoria diagnostica - n=46

20 -
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Figura 7. Tempo de positividade dos espécimes para microrganismos facultativos.
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A mediana (IIQ) do tempo de incubagdo necessario para o isolamento dos
microrganismos anaerobios estritos foi de 7 (6-10) dias, estatisticamente superior ao tempo
necessario para o isolamento de microrganismos facultativos [2,5 (2-5) dias, p<0,001]. Entre
os microrganismos facultativos, o tempo de incubagdo para isolamento a partir da cultura do
fluido do vortex da protese foi estatisticamente inferior aquele a partir da cultura dos tecidos

[mediana (IIQ): 2 (2-4) vs. 4(2-6) dias, p=0,013] (Tabela 7).

Tabela 7. Tempo de incubagio necessario para o isolamento de acordo com o microrganismo
isolado, diagnostico e espécime clinico.

Variavel Categorias Mediana IIQ p
Facultativo 2,5 2 - 5
Microrganismo Anaerdbio <0,001
estrito 7 6 - 10
- Falha asséptica 6 4 - 10
.Cerl‘ar.'o 0,147
inclusivo Infecgdo 4 2 - 6
Diagnéstico
Cenario Falha asséptica 4 4 - 8
luSi 0,191
exclusivo Infecgdo 4 2 - 6
Tecido/LA 4 2 - 6
Facultativo 0,013
Prétese 2 2 - 4
Espécime clinico
Anaerébio Tecido/LA 8 6 - 10
trit 0,320
estrito Prétese 7 3 -9

I1Q = Intervalo interquartilico/ p = valor de p

Em relacdo ao niimero de espécimes positivos na cultura de tecido otimizada versus
cultura de tecido convencional, a cultura de tecido otimizada apresentou maior niumero de
espécimes positivos em 7 pacientes (10, 23, 25, 29, 31, 37, 53), ¢ a mesma quantidade de
espécimes positivos que o protocolo convencional em 3 pacientes (9, 22, 47); em 19 pacientes,
no entanto, a cultura otimizada foi positiva € nenhum espécime foi positivo pela cultura de

tecido convencional (pacientes 1, 7, 8, 11, 14, 15, 16, 18, 19, 26, 27, 28, 48, 51, 52, 57, 58, 62,
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65) . A cultura de tecido convencional foi positiva e a cultura de tecido otimizada ndo
apresentou nenhum espécime positivo nos pacientes 17, 41 e 67, porém, o paciente 67
apresentou cultura positiva do fluido do vortex com o mesmo microrganismo isolado na cultura

convencional do tecido (Tabela 8).

5.3 Perfil microbiologico da cultura de tecido otimizada versus cultura do fluido do vortex

Dos 66 pacientes incluidos no estudo, 39 tiveram os implantes analisados: 26 (66,7%)
com cultura do fluido do vortex positiva e 13 (33,3%), negativa. Nenhum paciente apresentou
contagem de colonia inferior a 10 UFC/mL e a contagem maxima encontrada foi de 150
UFC/mL. Entre os 39 pacientes com cultura do fluido do vortex realizada, 12 (30,8%
apresentaram divergéncias em relagdo a cultura de tecido/LA, sendo o crescimento de
microrganismo no fluido do vortex e ndo no tecido (cultura otimizada e convencional) a mais
observada (58% - pacientes 40, 41, 49, 50, 60, 66, 67). Os microrganismos isolados no fluido
do vortex e ndo isolados no tecido ou liquido articular foram: S. haemolyticus, S. warneri, S.
auricularis, S. capitis, S. epidermidis, S. dysgalactiae, P. acnes. Em 1 caso (8% - paciente 57),
o microrganismo S. aureus foi isolado no tecido, em apenas 1 espécime, mas nao no vortex.
Este paciente foi classificado como provavelmente infectado. Um paciente (n° 22), apresentou
E. coli e E. faecalis isolados em 5 espécimes de tecido e no fluido do vortex, mas além destes,
S. anginosus foi isolado apenas no fluido do vortex. O paciente 47 apresentou, respectivamente,
S. aureus, S. agalactiae ¢ S. fonticola em 4 espécimes de tecido e somente S. aureus no vortex.
O paciente 62 apresentou Aerococcus viridans e S. hominis apenas em um 1 espécime de tecido
e no fluido do vortex somente S. hominis. Dois pacientes (29 e 63) apresentaram diferentes
microrganismos isolados nos espécimes de tecido e fluido do vortex. Paciente 29 apresentou S.

capitis em 5 espécimes de tecido e S. aureus no fluido do vortex. J4 o 63, apresentou
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Corynebacterium jeikeium em 2 espécimes de tecido e Paenebacillus spp no fluido do vortex

(Tabela 8).

5.4 Prevaléncia de anaerobios estritos de acordo com os critérios estabelecidos

Dos 41 pacientes classificados como infec¢do de acordo com o cendrio Inclusivo, 12
tiveram anaerobios estritos isolados (11 com infec¢do confirmada e 1 com infecg¢do possivel),
0 que significa uma prevaléncia de 29,3% IC95% (16,1%-45,5%). Dos 35 pacientes
classificados como infec¢do de acordo com o cenario exclusivo, 11 tiveram isolamento de
anaerdbios estritos, o que significa uma prevaléncia de 31,4% (IC95% 16,9%-49,3%). E
importante notar que nenhum microrganismo anaerdbio estrito foi isolado pelo protocolo de
cultura convencional e em apenas 2 casos o diagndstico foi de falha asséptica e em 1, de
infeccdo possivel (pacientes 15, 48 e 49), todos com cultura positiva para P. acnes. A infecgdo
foi confirmada, portanto, em 8 dos 11 pacientes que apresentaram resultado de cultura positiva

para P. acnes, sendo 1 paciente do ombro e 7 pacientes do quadril (Tabela 9).
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Tabela 8. Resultados observados nos trés métodos: cultura otimizada de espécimes clinicos, cultura do fluido do vortex da protese, cultura convencional

de espécimes clinicos, diagnostico de falha, niimero de espécimes positivos nos métodos e articulagio.

Resultado da cultura otimizada de . Resultado da cultura convencional de
Paciente espécimes clinicos e n° espécimes Resultado da o:_::.m,ac fluido espécimes clinicos e n° espécimes Diagnéstico da falha | Articulacio
positivos do vortex da protese positivos
1 P. acnes 2 NA negativa 0 |infecgdo Ombro
2 negativa 0 NA negativa 0 | aprincipio asséptica Ombro
3 negativa 0 NA negativa 0 | a principio asséptica Ombro
4 ¢ ?ﬂmﬁingzm\ﬁ m:mc\:o:\nm\m. 1 NA K. pneumoniae/S. hominis 3 | infec¢do Quadril
hominis
5 negativa 0 NA negativa 0 | a principio asséptica Quadril
6 K. pneumoniae/E. cloacae 4 NA K. pneumoniae/E. cloacae 7 |infecgdo Quadril
7 Abiotrophia defectiva 1 NA negativa 0 |infecgdo Quadril
8 P. acnes 4 NA negativa 0 |infecgdo Quadril
9 S. aureus 5 NA S. aureus 5 |infecgdo Quadril
10 S. epidermidis 2 NA K. pneumoniae 1 |infecgdo Quadril
11 S. lugdunensis 5 NA negativa 0 |infecgdo Quadril
12 negativa 0 NA negativa 0 | asséptica Quadril
13 negativa 0 NA negativa 0 | a principio asséptica Quadril
14 P. acnes 2 NA negativa 0 |infecgdo Quadril
15 P. acnes 1 NA negativa 0 | asséptica Quadril
16 P. aeruginosa/S. epidermidis 4 NA negativa 0 |infecgdo Quadril
17 negativa 0 NA S. capitis/S. agalactiae 2 |infecgdo Quadril
18 P. acnes 2 NA negativa 0 |infecgdo Quadril
19 S. epidermidis 4 NA negativa 0 |infecgdo Quadril
20 negativa 0 NA negativa 0 | a principio asséptica Quadril
21 negativa 0 NA negativa 0 | aprincipio asséptica Quadril
22 E. coli/E. faecalis 5 E. coli/E. faecalis/S. anginosus E. coli/E. aerogenes 5 | Infecgdo Joelho
23 S. aureus/Parabacteroides distasonis 4 | S. aureus/Parabacteroides distasonis | S. aureus 2 | Infecgdo Quadril

59




24 P. aeruginosa/P. acnes 3 NA P. aeruginosa 5 | Infecgdo Quadril
25 P. aeruginosa 5 P. aeruginosa P. aeruginosa/Acinetobacter spp. 4 Infeccio Quadril
26 S. aureus 2 S. aureus negativa 0 |Infecgdo Quadril
27 S. intermedius 2 S. intermedius negativa 0 |infecgdo Quadril
28 S.aureus/P.acnes 2 NA negativa 0 |infecgdo Quadril
29 S. capitis 5 S. aureus S. captis 1 |infecgdo Joelho
30 negativa 0 negativa negativa 0 | a principio asséptica Quadril
31 E. cloacae 5 E. cloacae E. cloacae 2 | Infecgdo Quadril
33 negativa 0 NA negativa 0 | Asséptica Quadril
34 negativa 0 NA negativa 0 | a principio asséptica Joelho
36 negativa 0 negativa negativa 0 | Asséptica Quadril
37 P. acnes 3 P. acnes S. cohnii ssp urealyticus/S. mitis 2 | Infecgdo Quadril
38 negativa 0 negativa negativa 0 | Asseptica Quadril
39 negativa 0 negativa negativa 0 | aprincipio asséptica Quadril
40 negativa 0 S. haemolyticus negativa 0 | asséptica Quadril
41 negativa 0 S. warneri D. acidovarans 1 |infec¢do possivel Quadril
42 negativa 0 negativa negativa 0 | asséptica Quadril
43 negativa 0 negativa negativa 0 | asséptica Quadril
a4 S. warneri/s. lugdunensis/P. acnes 2 S. warneri/S. lugdunensis/P. acnes | S. epidermidis/S. lugdunensis 5 |infec¢do Quadril
45 negativa 0 negativa negativa 0 | asséptica Quadril
46 negativa 0 negativa negativa 0 | a principio asséptica Quadril
47 S. aureus/S. agalactiae/S. fonticola 4 S. aureus P. stuartii/S. aureus 4 | infecgdo Quadril
48 P. acnes 1 NA negativa 0 |infecgdo Quadril
49 negativa 0 P. acnes negativa 0 | asseptica Joelho
50 negativa 0 S. auricularis negativa 0 |infecgdo Joelho
51 P. aeruginosa/B. fragilis 2 P. aeruginosa/B. fragilis negativa 0 |infecgdo Joelho
52 S. epidermidis 1 S. epidermidis negativa 0 |infecgdo Quadril
53 S. aureus 5 S. aureus S. aureus 2 |infeccdo Quadril
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54 S. aureus 4 S. aureus S. aureus 6 |infecgdo Quadril
55 negativa 0 negativa negativa 0 | a principio asséptica Joelho
56 negativa 0 negativa negativa 0 | aprincipio asséptica Joelho
57 S. aureus 1 negativa negativa 0 |Infecgdo Joelho
58 S. aureus 4 S. aureus negativa 0 | Infecgdo Joelho
59 negativa 0 negativa negativa 0 | a principio asséptica Ombro
60 negativa 0 S. captis negativa 0 |Infecgdo Quadril
61 negativa 0 negativa negativa 0 | asséptica Quadril
62 Aerococcus viridans/S. hominis 1 S. hominis negativa 0 |infecgdo Ombro
63 C.jeikeium 2 Paenebacillus spp S. captis 1 |infecgdo Quadril
64 negativa 0 negativa negativa 0 | asséptica Quadril
65 S. epidermidis 1 S. epidermidis negativa 0 |infecgdo Joelho
66 negativa 0 S. epidermidis negativa 0 |infecgdo Quadril
67 negativa 0 S. dysgalactiae S. dysgalactiae 6 |infecgdo Quadril
68 S. pyogenes 4 S. pyogenes S. pyogenes 1 |infecgdo Joelho
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Tabela 9. Pacientes com infec¢iio por anaerdbios estritos - sumario dos resultados do protocolo de cultura otimizado e classificaciao da infeccao.

Paciente Anaerobio Espécime positivo . . . Classificacio da Infeccio ] )
(N° estudo) (estrito) (tipo e n°) Outros microrganismos isolados (Possivel, provavel, confirmada) Articulacio

1 P acnes 2 (tecido) Nio houve Confirmada Ombro
] P acnes 4 (tecido) Nio houve Confirmada Quadril
14 P acnes 1 (tecido) Nio houve Confirmada Quadril
18 P acnes implante Nio houve Confirmada (Cuadril
23 Parabacteroides distasonis 2 (tecido) S.aureus Confirmada Quadril
24 P acnes 3 (tecido) P asruginesa Confirmada Quadril
28 P acnes 2 (tecido) 5. aureus Confirmada Quadril
a7 P. acnes tecido) Mio houve Confirmada Quadril
44 P acnes implante 5. lugdunensis e 5. warneri Confirmada Cuadril
48 P acnes 1 (tecido) Nio houve Possivel Cuadril
15 P acnes 1 (Liquido) Nio houve Asséptica (Cuadril
49 P acnes implante Nio houve Asséphica Joelho
51 Bacteroides fragilis 4 (tecido) P. asruginosa Confirmada Joelho
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5.5 Comparacio das caracteristicas clinicas e demograficas de pacientes com TAIO
causada exclusivamente por anaerdbios estritos, com infeccio causada por
microrganismos facultativos e com falha asséptica

Os pacientes classificados como infeccdo possivel ou provavel foram excluidos da
analise comparativa entre os pacientes com infec¢do monomicrobiana por agentes anaerdbios
estritos (Grupo anaerdbio estrito - AnE, n=4), os com infec¢do por algum microrganismo
facultativo (Grupo facultativo - Fac, n=21) e os com falha asséptica (Grupo falha asséptica -
FA, n=25).

Dentre os individuos com infec¢do causada por microrganismo facultativo, 55% (17/31)
eram do sexo masculino, enquanto no grupo com falha asséptica esse percentual foi de 72%
(18/25). Todos os pacientes com infec¢do monomicrobiana comprovada por anaerdbio estrito
(todos P. acnes) eram do sexo feminino, o que diferiu de forma estatisticamente significativa
do observado nos demais grupos (Fac vs. AnE, p=0,039; FA vs. AnE, p=0,006).

O escore de Charlson foi >1 em 31% do total de pacientes avaliados (20/64). No grupo
de individuos com infec¢@o causada por microrganismos facultativos foi de 30% (9/30), 0% no
grupo de individuos com infec¢do causada exclusivamente por anaerdbios estritos (0/3) e 32%
(8/25) nos pacientes com falha asséptica. Nao houve diferenca estatisticamente significativa
comparando os 3 grupos (p=0,266 — Fac vs AnE), (p=0,873 — Fac vs FA), (p=0,246 — AnE vs
FA).

Do total de pacientes incluidos no estudo com infec¢do comprovada, 72% (45/62)
apresentavam infec¢do tardia, assim como todos os pacientes com infeccdo causada por
microrganismos anaerobios estritos — 100% (3/3) e 64% (18/28) dos que tiveram infec¢ao
causada por microrganismos facultativos. Dentre os pacientes com falha asséptica, 76% (19/25)
apresentaram sintomas apds 2 anos da instalagdo do implante.

Do total de individuos avaliados, 20% (12/60) apresentaram fistula. No grupo dos

pacientes com infec¢do causada por microrganismos facultativos esse percentual foi de 43%
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(12/28). Nenhum paciente com infec¢do monomicrobiana causada por anaerobio estrito
apresentou fistula. Foi observada diferenca estatisticamente significativa apenas comparando o
grupo de pacientes com infec¢do causada por microrganismos facultativos com aqueles que

apresentaram falha asséptica (43% vs. 0%, p <0,001).

Outros sintomas que diferiram estatisticamente entre o grupo de pacientes com infeccao
por facultativos e o de falha asséptica foram rubor, secre¢do na ferida operatoria e
afrouxamento. Curiosamente, a leucocitose foi mais prevalente entre os pacientes com infecgao
por anaerobio estrito comparado com aqueles que tiveram diagndstico de falha asséptica (67%
vs 8%, p=0,045). Os resultados das varidveis categéricas dos trés grupos avaliados, e suas
respectivas analises comparativas, encontram-se na tabela 10.

Na populacao total (N=66), a mediana (IIQ) da variavel continua PCR-t foi de 14 (4-
32) mg/mL, sendo mais elevada na populagdo de pacientes com infec¢do por microrganismos
facultativos [22 (11-45) mg/mL] e no Unico paciente com infec¢do por anaerdbio estrito que
teve avaliagdo de PCR-T antes da revisao (28 mg/mL) do que nos pacientes com falha asséptica
[6 (2-15) mg/mL]. A diferenca estatistica foi significativa comparando Fac vs FA (p=0,004). J&
a mediana (IIQ) da VHS na populacio total foi de 52,5 (23-89) mm/h e também mais elevada
na populagdo de pacientes com infec¢do causada por anaerdbios estritos [87,5 (80-95) mm/h] e
por facultativos [65 (35-100) mm/h] do que nos pacientes com falha asséptica. A diferenca foi
estatisticamente significativa comparando os grupos AnE vs FA (p= 0,044) e Fac vs FA

(p=0,038) (Tabela 11).
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Tabela 10. Caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes no estudo e de acordo com a etiologia da falha (asséptica vs infeccio exclusivamente
por anaerobio estrito vs. infeccio por algum facultativo) - varidveis categoricas.

Variaveis Grupo Fac Grupo AnE Grupo FA Fac vs Fac vs AnE vs
% (n/N) Facultativos Anaerdébio Estrito Falha asséptica AnE FA FA
(N=31) Exclusivo (N=4) (N=25) P P P

Sexo masculino 55% (17/31) 0% (0/4) 72% (18/25) 0,039 0,187 0,006
Tabagismo 16% (5/31) 0% (0/3) 13% (3/24) 1,000 1,000 1,000
Etilismo 23% (7/30) 0% (0/3) 28% (7/25) 1,000 0,692 0,551
Escore Charlson > 1 30% (9/30) 0% (0/3) 329% (8/25) 0,266 0,873 0,246
Classificacao

< 3meses 11% (3/28) 0% (0/3) 12% (3/25)

3m a 2 anos 25% (7/28) 0% (0/3) 12% (3/25) 0,673 0,469 1,000

2 anos ou mais 64% (18/28) 100% (3/3) 76% (19/25)
Articulacao

Quadril 74% (23/31) 75% (3/4) 72% (18/25)

Joelho 19% (6/31) 0% (0/4) 16% (4/25) 0,417 0,544 0,748

Ombro 3% (1/31) 25% (1/4) 12% (3/25)

Coluna 3% (1/31) 0% (0/4) 0% (0/25)
Fistula 43% (12/28) 0 %(0/2) 0% (0/24) 0,503 < 0,001 -
Calor 36% (9/25) 0% (0/2) 26% (5/19) 0,538 0,534 1,000
Dor 87% (27/31) 100% (3/3) 92% (23/25) 1,000 0,682 1,000
Edema 66% (19/29) 0% (0/3) 28% (7/25) 0,058 0,007 0,551
Rubor 55% (16/29) 0% (0/2) 9% (2/23) 0,226 < 0,001 1,000
Secrecao 61% (19/31) 0% (0/2) 0% (0/24) 0,172 < 0,001 -
Afrouxamento 67% (18/27) 100% (1/1) 82% (18/22) 1,000 0,333 1,000
Febre 13% (4/30) 0% (0/3) 0% (0/23) 1,000 0,124 -
Leucocitose 16% (5/31) 67% (2/3) 8% (2/25) 0,101 0,443 0,045

Fac = Facultativo / AnE= anaerodbio estrito/ FA= falha asséptica/ p= valor de p
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Tabela 11. Caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes no estudo de acordo com a etiologia da falha (asséptica vs. infec¢cio exclusivamente
por anaerobio estrito vs. infeccio por algum facultativo) - variaveis continuas.

Variaveis Total Grupo Fac Grupo AnE Grupo FA Fac vs AnE Fac vs FA AnE vs FA
Mediana (N=66) Facultativos Anaerobio Falha P P P
d1Q) (N=21) Estrito asséptica

Exclusivo (N=25)

(N=4)

PCR-T 14 (4 - 32) 22 (11-45) 28 (28-28) 6 (2-15) 0,842 0,004 0,260
(mg/L) (n=47)
VHS (mm/h) 52,5 (23-89) 65 (35-100) 87,5 (80-95)  30(16,5-62.5) 0,653 0,038 0,044
(n=30)
IMC (Kg/m?) 26 (23-31) 27 (23-34) 25 (23-34) 25 (22-29) 0,957 0,132 0,694
(n=64)
Idade (anos) 64 (55-75) 65 (55-74) 67 (61-75) 60 (53-75) 0,717 0,711 0,411
(n=66)

Fac = Facultativo / AnE= anaerdbio estrito/ FA= falha asséptica/ IIQ = intervalo interquartilico/ p = valor de p
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5.6 Comparacao do desempenho da cultura otimizada (protocolo experimental) versus
cultura convencional (controle) de espécimes clinicos intraoperatorios no diagnostico de
infec¢io associada a implante ortopédico

Dos 41 pacientes com infec¢do definida pelo critério Inclusivo, 35 tiveram cultura
positiva pelo protocolo experimental (sensibilidade de 85,4%). Dos 25 com falha asséptica, 24
tiveram cultura negativa (especificidade de 96,0%). Ja quando usamos o critério Exclusivo, a
sensibilidade da cultura otimizada foi de 94,3%, enquanto a especificidade foi 90,3%.

A diferenca foi estatisticamente significativa entre a sensibilidade e a acuracia da cultura
convencional e a da cultura otimizada, com melhores resultados do protocolo experimental em
relacdo ao controle. Nao houve diferenca significativa nos valores de especificidade entre os

dois protocolos (Tabela 12).
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Tabela 12. Desempenho da cultura dos espécimes clinicos intraoperatorios (tecido

protocolo convencional.

e liquido articular), comparando protocolo experimental com

Critério inclusivo*:
Infeccao=41
Falha asséptica=25

Critério exclusivo**:
Infeccao=35
Falha asséptica=31

Cultura otimizada de

Cultura convencional de

Cultura otimizada de

Cultura convencional de

espécime clinico espécime P espécime clinico espécime P
(IC95%) Clinico (IC95%) (IC95%) Clinico (1C95%)

Sensibilidade 85,4%  (70,8%-94,4%)  48.8%  (32,9%-64.9%) 0,002 | 943%  (80,8%-993%)  543%  (36,6%712%) 0,001
Especificidade 96 0oy (79,6%-99,9%)  100,0%  (86,3%-100,0%) 1,000 | 903%  (74,2%-98,0%)  96,8%  (83,3%-99,9%) 0,625
Acuricia 89,4%  (79,4%-95,6%)  68,2% (55,6%-79,1%) 0,004 | 92,4%  (83,2%-97,5%) 74,2% (62,0%-84,2%) 0,017
Razdo de
<0H.memBW=HWSON 21.34 0 _ 9.74 16.83 _
positiva ’ ’ ’
Razio de
verossimilhanca 0.15 0.512 ) 0.06 0.47 )
negativa v ’ ’ ’

* Pacientes com diagnostico de infecgdo possivel ou provavel foram incluidos no grupo Infecgao.
** Pacientes com diagndstico de infeccdo possivel ou provavel foram incluidos no grupo Falha asséptica
1C95% = Intervalo de confianga 95%

p = Valordep
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5.7 Comparacio do desempenho da cultura otimizada de espécimes clinicos
intraoperatorios versus cultura de vortex do implante no diagnéstico de IAIO

Dos 25 pacientes com infeccdo definida pelo critério Inclusivo, 24 tiveram cultura
positiva do fluido do vortex da prétese (sensibilidade 96%). Dos 15 com falha asséptica, 13
tiveram cultura do fluido do vortex negativa (especificidade 86,7%).

J4a quando usamos o critério Exclusivo, a sensibilidade do vortex foi de 100%, enquanto
a especificidade foi 70%.

Considerando apenas os pacientes que tiveram a cultura do fluido do vortex da protese
realizado, a cultura otimizada de espécimes clinicos utilizando o protocolo experimental
apresentou sensibilidade e especificidade de 80% e 100%, respectivamente, quando usamos o
critério Inclusivo.

Quando usamos o critério Exclusivo, tanto a sensibilidade quanto a especificidade do
protocolo otimizado de cultura de espécime clinico entre os pacientes que foram submetidos a
cultura do fluido do vortex da protese foi de 95%.

Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre a sensibilidade, especificidade
e acuracia da cultura do fluido do vortex da protese e a da cultura otimizada, independente do

critério de infecgao utilizado (Tabela 13).
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Tabela 13. Desempenho da cultura do vortex do implante e da cultura otimizada dos espécimes clinicos intraoperatorios (tecido e liquido articular)

(N=40).
Critério inclusivo*: Critério exclusivo**:
Infeccao=25 Infeccao=20
Falha asséptica=15 Falha asséptica=20
Cultura do Vortex do Cultura otimizada de Cultura do Vortex do Cultura otimizada de
implante espécime clinico P implante espécime clinico P
(I1C95%) (IC95%) (I1C95%) (I1C95%)
Sensibilidade 96,0%  (87,7%-104,3%)  80,0% (63,1%-96,9%) 0,219 | 100,0% (100,0%-100,0%) 95,0%  (84,5%-105%) 1,000
Especificidade 86,7%  (67,2%-106,2%) 100,0% (100,0%-100,0%) 0,500 70,0% (48,0%-92,0%) 95,0% (84,5%-105,5%) 0,125
Acuracia 92,5%  (84,0%-101,0%) 87,5% (76,8%-98,2%) 0,727 85,0% (73,4%-96,6%) 95,0% (87,9%-102,1%) 0,289
Razdo de
verossimilhanga 7,20 00 - 3,33 19,00 -
positiva
Razdo de
verossimilhan¢a 0,05 0,20 - 0,00 0,05 -
negativa

* Pacientes com diagnostico de infec¢@o possivel ou provavel foram incluidos no grupo Infecg@o.
** Pacientes com diagnodstico de infec¢do possivel ou provavel foram incluidos no grupo Falha asséptica. IC95% = Intervalo de confianga 95% p = Valor de p.
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6. DISCUSSAO

O estudo avaliou o impacto de um protocolo otimizado de cultura no diagndstico de
IAIO em 66 pacientes submetidos a cirurgia para revisdo do implante ortopédico em um
Instituto Nacional de referéncia em Ortopedia. Pouco mais da metade da populacao total era
constituida por individuos do sexo masculino. Existem estudos que consideram esta variavel
um dos fatores de risco para infec¢ao, porém, a plausibilidade biologica € incerta (ONG et al.,
2009; JAMSEN et al., 2010) ou nao esta associada ao aumento do risco (ACHERMANN et al.,
2011). Dentre os pacientes com infec¢ao causada por microrganismos facultativos, 55% eram
do sexo masculino. Curiosamente, todos os pacientes com infec¢do monomicrobiana
comprovada pelo anaerdbio estrito P. acnes eram do sexo feminino, o que diferiu de forma
estatisticamente significativa do observado nos demais grupos (Fac vs. AnE, p=0,039; FA vs.
AnE, p=0,006). De acordo com a literatura, a carga bacteriana deste microrganismo ¢ maior na
pele de individuos do sexo masculino, o que favoreceria uma maior incidéncia de infec¢ao
provocada por P. acnes nesse grupo de pacientes, ao contrario do observado. Uma das fontes
de contaminagdo ¢ a microbiota cutanea dos profissionais da satide no momento cirargico, o
que talvez pudesse contribuir para o achado do presente estudo (ACHERMANN et al., 2014).

A osteoartrite foi a doencga articular mais prevalente (37,5%), semelhante ao que foi
observado por PEREIRA e colaboradores (2010). Artrite reumatoide ¢ o fator de risco para
infeccdo mais frequentemente relatado (BONGARTZ et al., 2008; ACHERMANN et al., 2011;
TANDE e PATEL, 2014). Segundo ASLAM e DAROUICHE, 2012, o risco de infec¢do em
pacientes com artrite reumatoide aumenta quase trés vezes quando comparado com aqueles que
apresentam osteoartrite. Na populagdo do estudo ndo foi possivel avaliar essa associagdo pois

s6 havia um paciente com diagnéstico de artrite reumatdide.
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As manifestagdes clinicas das TAIO variam e dependem de alguns fatores como a
resposta imune do hospedeiro, a viruléncia do (s) microrganismo (s) envolvido (s) na infec¢ao,
a estrutura do tecido ao redor da articulacdo e qual a articulagdo envolvida. (TANDE e PATEL,
2014; DRAGO e VECCHI, 2017). No estudo, o grupo de pacientes com infec¢do por
microrganismos facultativos apresentou frequéncia de fistula, edema rubor e secregdo
estatisticamente superior a do grupo de pacientes com falha asséptica. Nao foi descrito, neste
estudo, qualquer um destes sintomas no grupo de pacientes com infeccao exclusiva por
microrganismos anaerobios estritos, composto unicamente por pacientes com infeccao
monomicrobiana por P. acnes. Esse achado corrobora o que ¢ descrito em literatura para as
infec¢des provocadas por esse microrganismo (ZAPPE et al., 2008), mas ndo para casos onde
a espécie B. fragilis ¢ encontrada. Nestas infec¢des, sintomas como febre, puruléncia e
hiperemia sdo relatados (SANDERS e KAPLOWITZ, 1980; HICKEY etal., 1990; PATTISON
et al., 1995). Vale ressaltar que o paciente com infecgdo por B. fragilis apresentou dor, edema,
rubor, febre e fistula com secre¢do purulenta, porém teve isolamento concomitante de P.
aeruginosa, nao sendo possivel atribuir os sintomas a uma ou a outra etiologia. A dor € o
sintoma mais citado nos casos de infec¢do por P. acnes, ¢ foi o sintoma mais prevalente em
todos os grupos avaliados, estando presente em 100% dos pacientes com infecgdo exclusiva por
anaerobios estritos, em 87% dos que apresentaram infec¢do por microrganismos facultativos e
92% dos pacientes com falha asséptica. O tnico outro sinal presente no grupo de infeccao
exclusiva por anaerdbios estritos foi o afrouxamento, presente em 100% dos pacientes desse
grupo. Esse sinal foi o segundo mais prevalente nos demais grupos, ndo havendo diferenca
significativa entre os mesmos.

VHS e PCR-t sdo marcadores inflamatorios utilizados como critério diagnostico menor
na defini¢do de infeccdo (PARVIZI et al., 2011; OUSSEDIK et al., 2012; OSMON et al., 2013).

Quando ambos s3o negativos, a probabilidade de infec¢do é baixa (BERBARI et al., 2010b).
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Estes marcadores inflamatdrios podem apresentar resultado falso negativo ou pouco alterado
em casos de infeccdo por microrganismos anaerobios estritos € microrganismos pouco
virulentos (SHAH et al., 2015; PARVIZI et al., 2016). Previsivelmente, no presente estudo os
valores de PCR-t e VHS foram mais elevados no grupo de pacientes com infec¢do por
microrganismos facultativos, de forma estatisticamente significativa, em relagdo aos pacientes
com falha asséptica. De forma surpreendente, no entanto, a VHS também se mostrou
estatisticamente mais elevada no grupo de pacientes com infec¢ao por anaerobio estrito em
relagdo aos pacientes com falha asséptica; o inico paciente com infec¢do por anaerdbio estrito
que teve PCR-t mensurada antes da revisdo também apresentou valor de PCR-t elevado. Outro
achado surpreendente foi o percentual de pacientes com leucocitose estatisticamente mais
elevado (67% vs 8% p 0,045) em pacientes com infec¢do por anaerobios estritos apenas quando
comparado com aqueles pacientes com diagnéstico de falha asséptica. Apenas 16% dos
pacientes com infec¢do causada por facultativos apresentou leucocitose. Uma possivel
explicagdo para estes achados, além do acaso, dado a pequena amostra, ¢ o fato dos pacientes
do grupo anaerdbio exclusivo que tiveram os valores de VHS e PCR-t aferidos antes da revisao
e disponiveis para analise apresentarem IAIO tardia pos artroplastia de quadril. Como uma parte
significativa da literatura a respeito de IAIO por P. acnes trata de IAIO pos cirurgias de ombro,
o perfil de pouca reagdo inflamatoria produzida pode se dever a um fendmeno mais relacionado
as particularidades do sitio de infeccao do que do agente etioldgico propriamente dito.

O IMC ¢ um fator de risco para infec¢ao (TANDE e PATEL, 2014). O grupo de
pacientes com infec¢do por microrganismos facultativos apresentou o IMC mais elevado entre
os grupos (27 kg/m?), porém, ndo houve diferencga estatistica significativa entre os 3 grupos
avaliados.

No presente estudo, 72% da populagdo total com infecgdo comprovada apresentou

sintomas em um periodo igual ou superior a 2 anos apos a instalacio do implante.
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Enterobactérias, S. aureus, SCN, P. aeruginosa, S. agalactiae ¢ S. pyogenes foram isolados em
64% destes pacientes. Todos os pacientes com infec¢ao causada exclusivamente por anaerdbios
estritos também apresentaram sintomas no periodo de 2 anos ou mais apos instalagdo do
dispositivo, assim como 76% (19/25) dos pacientes com falha asséptica. O perfil
microbioldgico e o tempo sugerem que a via de contaminagdo da maior parte dos individuos
com infec¢do neste estudo foi hematogénica, conforme descrito em literatura (LEGOUT e
SENNEVILLE, 2013b; SHAH et al., 2015).

Em rela¢do ao perfil microbioldgico, a maior parte dos pacientes (44%) apresentou
cultura positiva com microrganismos facultativos e tinham infeccdo confirmada,
principalmente com espécies do género Staphylococcus spp, assim como observado em outros
estudos (GALLO et al., 2003; AGGARWAL et al., 2014). Nao houve diferenga significativa
entre o total de culturas positivas para Staphylococcus aureus e espécies de Staphylococcus
coagulase negativa. De acordo com PHILLIPS e colaboradores (2006), os microrganismos mais
prevalentes no seu estudo foram SCN (36%) e S. aureus (25%). Dos 14 pacientes que
apresentaram cultura positiva com anaerobios estritos, 11 (78%) tiveram infec¢@o confirmada,
das quais 6 (54%) eram polimicrobianas e 5 (45%) monomicrobianas. As espécies C.
bifermentans, P. distasonis, B. fragilis foram isoladas em infec¢des polimicrobianas conforme
cenario descrito em literatura para estes microrganismos (SHAH et al., 2015). A espécie P.
acnes ¢ mais frequentemente encontrada em cenarios monomicrobianos de infec¢ao (FIGA et
al, 2017). No estudo, 8 pacientes tiveram infeccdo confirmada por P. acnes e destas, 4 eram
monomicrobianas € 4 polimicrobianas em associagao com P. aeruginosa, S. aureus, S. warneri
e S. lugdunensis, e S. cohnii ssp urealyticus e S. mitis. De acordo com Tyner e Patel (2016),
quando isolado com outros patdogenos, P. acnes ¢ capaz de aumentar a viruléncia destes

microrganismos € ainda produzir um fator ou promover um ambiente para o desenvolvimento
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de biofilme em S. aureus. Nenhum estudo foi feito para avaliar esta capacidade com outros
microrganismos.

Existem semelhancas entre os resultados encontrados e o que ¢ descrito em literatura no
que diz respeito ao tempo necessario de incubagao dos espécimes clinicos para isolamento dos
patogenos. Cepas de P. acnes foram isoladas no periodo de 6 dias a 14 dias de incubagdo. E
importante considerar que as cepas isoladas no 13° e o no 14° dia eram de pacientes com
infec¢ao confirmada. A cepa de C. bifermentans foi isolada com 5 dias. P. distasonis a partir
do tecido, foi isolado com 8 dias e a partir do fluido do vortex com 3 dias, ambos foram casos
de infec¢ao confirmada. Analisando o tempo para isolamento dos microrganismos facultativos,
observa-se que a maioria foi isolada dentro da primeira semana de incubagao e, em apenas 1
caso de provavel infec¢ao por S. aureus, o microrganismo foi isolado no 8° dia de incubagao.
Quando incubados em meios de cultura convencionais, a maior parte dos artigos sugere o
periodo de 7 dias para o crescimento de microrganismos facultativos e 14 dias para o isolamento
dos fastidiosos, como P. acnes, por exemplo (SCHAFER et al., 2008; SHANNON et al., 2013).
Se tivesse sido adotado esse critério, o caso de infec¢do provavel por S. aureus ndo teria sido
detectado. A relevancia desse achado s6 podera ser adequadamente avaliada de acordo com a
evolugdo clinica do paciente. Até a elaboragcdo desse manuscrito o paciente, que nao foi tratado
como infec¢do, ndo havia manifestado sinais e sintomas de infec¢do periprotética, o que sugere
se tratar de um caso de falso positivo. Butler-Wu e colaboradores (2011), recomendam 13 dias
de incubacado tanto para microrganismos anaerobios estritos quanto facultativos. Segundo este
estudo, 30% das infec¢des ndo seriam detectadas se o tempo de cultura fosse ampliado apenas
para anaerobios estritos. Se esse critério tivesse sido adotado nao teria sido feita a deteccao de
um dos casos de infeccdo confirmada por P. acnes. O fato de um paciente com infecgao
comprovada ter sido isolado no ultimo dia de incubagdo levanta a hipotese desse tempo ter sido

insuficiente para o diagndstico de todos os casos de infecgcdo por anaerobio. Por outro lado,
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nenhum facultativo foi isolado apods o 8° dia, sugerindo ser o critério de 13 dias de incubagao
excessivo para o diagndstico desse grupo de microrganismos. A mediana (IIQ) do tempo de
incubag¢do necessario para o isolamento dos microrganismos anaerobios estritos foi de 7 (6-10)
dias, estatisticamente superior ao tempo necessario para o isolamento de microrganismos
facultativos [2,5 (2-5) dias, p<0,001]. Entre os microrganismos facultativos, o tempo de
incubacdo para isolamento a partir da cultura do fluido do vortex da protese foi estatisticamente
inferior aquele a partir da cultura dos tecidos [mediana (I1Q): 2 (2-4) vs. 4(2-6) dias, p=0,013].
E possivel que o crescimento dos microrganismos de forma mais rapida a partir do fluido do
vortex esteja relacionado com a remogao mais eficaz do biofilme diretamente do implante e de
forma menos eficaz a partir dos tecidos.

Dentre as 39 culturas de fluido do vortex realizadas, 26 foram positivas. Ha estudo que
demonstra uma superioridade da sonicagdo quando se realiza o vortex do implante antes e apds
este procedimento e mesmo quando o vortex ¢ realizado isoladamente sua sensibilidade ¢
superior se comparada a um controle sem vortex e sonicagdo (KOBAYASHI et al., 2009). Outro
estudo avaliou a sensibilidade do vortex isoladamente e seguida da sonicacdo. Dependendo do
cutoff, a sensibilidade da sonica¢do foi superior ou quase a mesma do vortex (PORTILLO et al,
2013). A comparagao da sensibilidade da cultura de fluido do vortex e a do tecido, no entanto,
ainda ndo foi descrita em literatura. Embora tenha sido notada uma maior sensibilidade,
acompanhada de uma menor especificidade da cultura do fluido do vértex em relagdo a cultura
de tecido, nao houve diferenca estatisticamente significativa nos parametros de sensibilidade,
especificidade e acuracia entre ambas, tanto no critério inclusivo quanto no exclusivo. No
entanto, qualitativamente a realizacdo do vortex permitiu o isolamento de microrganismos
diferentes, e potencialmente patogénicos, em 4 pacientes. Em 7 pacientes a cultura do fluido do
vortex foi positiva e a cultura otimizada foi negativa. Além disso, esta cultura apresentou tempo

de positividade significativamente menor do que a cultura de tecido para microrganismos
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facultativos. Uma analise mais pormenorizada do impacto da realizagdo do vortex no desfecho
clinico, conduta terapéutica e tempo de internagdo dos pacientes esta fora do escopo do presente
trabalho e serd tema de estudos futuros.

Quando a sensibilidade da cultura otimizada do tecido intraoperatdrio ¢ comparada com
a cultura convencional, tanto utilizando o critério inclusivo (85,4 % vs 48,8%,) quanto
exclusivo (94,3% vs 36,6%) respectivamente, observa-se que o protocolo experimental
apresenta sensibilidade superior ao convencional. Nao € possivel definir qual ou quais variaveis
interferiram diretamente nesta sensibilidade. Algumas das medidas adotadas em outros estudos,
e recomendadas para melhorar o desempenho do diagnostico microbioldgico das IAIO, foram
utilizadas no presente, como inoculacdo em meio de cultura liquido com pérolas de vidro
imediatamente ap0s a coleta no centro cirurgico, a quantidade de espécimes colhidos, agitacao
do tecido intraoperatorio no vortex para desalojar o biofilme, aumento do tempo de incubagao
para aumentar as chances de recuperacio de microrganismos fastidiosos (SCHAFER et al.,
2008; HUGHES et al., 2011; BUTLER-WU ., 2011; PEEL et al., 2016).

A prevaléncia de anaerobios estritos foi estimada entre 29,3% (cenario inclusivo) e
31,4% (cenério exclusivo). P. acnes foi o microrganismo mais isolado (79,9%). As espécies C.
bifermentans, P. distasonis e B. fragilis foram isoladas, cada uma, em 7% dos casos. De acordo
com a literatura, a prevaléncia de anaerobios em geral, varia de 1% a 12% (MARCULESCU
e CANTEY , 2008; SHAH et al., 2015), sendo a espécie P.acnes a mais frequentemente
encontrada (DRAGO e VECCHI, 2017). Em apenas 3 dos 14 casos de cultura positiva para
anaerobios, o diagnostico ndo foi de infec¢do confirmada. A maior prevaléncia de anaerobios
na populacdo do presente estudo pode refletir o uso de técnicas mais adequadas para o
isolamento deste grupo de microrganismos, incluindo o periodo pré-analitico, através da
inoculagdo do tecido periprotético e liquido articular em meios liquidos imediatamente no

centro cirargico, conforme sugerido pelos resultados de publicagdes voltadas para o isolamento
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de microrganismos anaerébios em pacientes com IAIO. E importante notar que grande parte
destes artigos quando descrevem melhorias implementadas para diagnostico de anaerobios,
citam sempre a espécie P. acnes, tanto em rela¢do ao tempo de incubacdo, quanto ao meio de
cultura liquido utilizado em concomitancia (HUGHES et al., 2011; BUTLER-WU et al., 2011;
SHANNON et al., 2013; PEEL et al., 2016). Outra hipotese para essa alta prevaléncia ¢ uma
peculiaridade da populagao do estudo.

O estudo apresenta algumas limitagdes. O tamanho amostral reduzido, a natureza
retrospectiva da coleta de dados clinicos e laboratoriais, a falta de dados de exames
laboratoriais, da analise histopatoldgica e de dados clinicos disponiveis em prontuario, limitou
a definicdo mais precisa do diagnostico de infecg¢do e a analise de fatores associados a um ou
outro grupo estudado. No entanto, foi realizada uma analise de sensibilidade para o calculo dos
principais desfechos, com a criagdo de cenarios extremos de maior e menor prevaléncias
possiveis de infecgdo, andlise essa que mostrou a robustez dos resultados apresentados. Com
relagdo ao tamanho amostral, cabe comentar que apesar de inferior ao inicialmente calculado,
a prevaléncia de infec¢do na populacdo do estudo foi superior ao previsto e acabou por gerar
um numero de casos suficiente para fornecer uma estimativa da prevaléncia de anaerdbios com
a precisao desejada.

Até onde foi possivel averiguar, esse ¢ o primeiro estudo na literatura Nacional que
avaliou o impacto de medidas para aprimoramento do protocolo de cultivo de espécimes
clinicos (fragmento de tecido e liquido articular) no diagndstico microbioldgico das TAIO,
quando comparado a protocolos convencionais dedicados ao diagnostico de infecgdes por
microorganismos planctonicos. O outro estudo Nacional dedicado a avaliar técnicas para
aprimorar o diagnostico microbiologico das IAIO tinha como medida experimental a sonicagao,
e como populacao de estudo pacientes com IAIO pos osteossintese de fraturas (YANO et al.,

2014).
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Similarmente, esse ¢ o primeiro estudo Nacional dedicado a estimar a prevaléncia de
anaerébios na populagio de pacientes com IAIO. E também o primeiro estudo na literatura
mundial a avaliar a contribui¢do do vortex dos implantes explantados no diagnostico das IAIO,
medida que apesar de ja ter sido citada como uma recomendagdo em servicos que nao

dispunham de sonicagdo, nao havia sido ainda formalmente avaliada (PORTILLO et al., 2013c).
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7. CONCLUSAO

A estimativa pontual da prevaléncia dos microrganismos anaerdbios na etiologia das
infec¢des associadas aos implantes ortopédicos variou de 29,3% a 31,4%.

Comparados aos pacientes com infec¢do por microrganismos facultativos e com os
pacientes com falha asséptica, os pacientes com infeccdo associada aos implantes ortopédicos
causada por anaerdbios estritos sdo mais frequentemente encontrados no sexo feminino. Além
disso, apresentam VHS e contagem de leucdcitos no sangue mais elevados do que os pacientes
com falha asséptica, o que pode servir como pista para o diagnostico, ja que ndo houve diferenca
quanto a presenga de sinais e sintomas inflamatérios no sitio da infecgao.

A sensibilidade do protocolo otimizado de cultura do espécime clinico foi superior aos
procedimentos implementados na rotina do laboratério de microbiologia do INTO para o
diagnéstico de IAIO, sem prejuizo significativo da especificidade.

Nao houve diferenca estatistica significativa no desempenho da cultura do fluido obtido
pela técnica de vortex do implante explantado no diagnostico de IAIO em relacdo ao protocolo

otimizado de cultura de liquido articular e tecido periprotético.
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8. RECOMENDACOES

Com base nos resultados do presente estudo, recomenda-se a adocdo do protocolo
otimizado para o diagnostico microbiologico das IAIO.

Estudos para avaliacdo do impacto clinico do protocolo, de custo efetividade e com
maior numero de pacientes sao recomendados, com objetivo de aprimorar o protocolo de cultivo

microbiologico otimizado para diagnéstico das IAIO aqui descrito.
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ANEXO 2 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
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ANEXO 3 — Ficha de coleta dos dados clinicos

FICHA DE COLETA DE DADOS CLINICOS — PROJETO ANAEROBIOS

0) Numero no estudo:

1) Nome:
2) Prontuario: 3)Data de Nasc.:  / /
4) Sexo: () 0.fem. 1.masc.
5) Peso: kg 6)Altura: cm
7) Escore de morbidade de Charlson no momento da admisséo: (soma dos totais das colunas).
Escore 1 Escore 2 Escore 3 Escore 6
S . . D¢ Hepatica Moderada Tumor Soélido
Infarto do Miocardio () Hemiplegia () ou Grave () Metastatico (
, . D¢ Renal Severa ou
Insuf. Cardiaca Congestiva | () Moderada () AIDS (
op Diabetes com Dano de
D¢ Vascular Periférica () Orgiios ()
D¢Cérebro-Vascular () Qualquer Tumor ()
Demencia () Leucemia ()
DPOC () Linfoma ()
D¢ do Tecido Conectivo ()
Ulcera ()
Dca Hepatica Leve ()
Diabetes ()
Total () Total () Total () Total (
8) Tabagismo ( ) 1.ndo ( )O0.sim ( ) 99. ndo registrado
9) Etilismo ( ) 1.ndo ( )0.sim ( )99.ndo registrado
10) Doenga osteoarticular de base:
() 0. artritereumatoide ( )1. Osteoartrite (OA) idiopatica Articulagdo: Ombro ( )
() 2. OA pos-artrite séptica( ) 3. OA pos-traumatismo () 4. Osteonecrose Joelho ()
Quadril( )
() S. Trauma agudo( ) 6. Sequelas de trauma Coluna( )
() 7. outros
() 99. ndo registrado
11) Data da cirurgia que originou a infecgao: / /
12) Data de inicio dos sintomas do processo infeccioso: / /

13) Classificagdo quanto ao tempo entre a data da cirurgia e o inicio dos sintomas:

() 0. infeccdo precoce (< 3 meses) ( ) 1. intermediaria (3 meses a 2 anos) ( ) 2. tardia (>2 anos)
14) Localizagdo: ( ) 0. infecgdo superficial (extra capsular) ( ) 1. infec¢do profunda

Sinais e sintomas

15) Calor: () 0.sim ( ) 1l.ndo ( )99.ndo registrado

16) Dor: () 0.sim ( ) l.ndo ( )99.nao registrado

17) Edema: ( ) 0.sim ( ) l.ndo ( )99.nao registrado

18) Rubor: () 0.sim ( ) l.ndo ( )99.ndo registrado

19) Presenca de secregdo na ferida operatoria? ( ) 0.sim ( ) 1.ndo ( )99. ndo registrado

20) Aspecto da secre¢@o: () 0. purulenta () 1. ndo purulenta ( ) 99.ndo registrado

21) Presenca de fistula: ( ) 0.sim ( ) 1.ndo ( )99.ndo registrado

22) Hé sinais de afrouxamento da protese: () 0.sim ( ) 1.n3o ( )99. ndo registrado

Sinais sistémicos de infec¢do

23) Febre (Tax>38°C): ( ) 0.sim ( ) l.ndo ( )99.ndo registrado

24) Hipotermia (Tax<36°C): ( ) 0.sim ( ) l.ndo ( )99.ndo registrado

25) Leucocitose (>12.000 leucocitos/mm3): () 0.sim ( ) 1.ndo ( )99. ndo registrado

26) Leucopenia (<4.000 leucocitos/mm3): () 0.sim ( ) 1.ndo ( )99.ndo registrado

27) Taquicardia (FC>90bpm): ( ) 0.sim ( ) 1.ndo ( )99. ndo registrado

28)Taquipnéia (>24 irpm): ( ) 0.sim ( ) 1.ndo ( )99. ndo registrado

29) Hipotensao (PAS<90mmHg e/ou PAD<60mmHg): ( ) 0.sim ( ) 1.ndo ( ) 99. Nao registrado
Exames para avaliag@o de resposta inflamatoria

30) VHS: valor inicial (data: / / )

31) PCR-T: valor inicial (data: / /

32) Uso de antibiodtico oral ou venoso nos ultimos 14 dias antes da coleta de material para cultura ou da abordagem cirargica
da infecgdo: ( ) 0.sim ( ) 1.n3o ( )99.ndo registrado

33) Se usou, qual antibidtico?
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34) Bactéria(s) isolada(s) no laboratorio de microbiologia do INTO:
a.

b.

c.

(perfil de sensibilidade em anexo)

35) Bactéria(s) isolada(s) no laboratorio de microbiologia da UFRJ:
a.

b.

c.

(perfil de sensibilidade em anexo).

36) Qual o esquema antimicrobiano foi orientado pela equipe da AINFH apos o resultado da cultura liberado pelo laboratdrio
de microbiologia da UFRJ?
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ANEXO 4 - Modelos de resultados
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ANEXO 5 — Modelo de requisicio para identificacio dos microrganismos
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