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Riassunto

Introduzione. Lo scopo dello studio era di valutare I'accuratezza diagnostica di PTX3 sinoviale ed
ematica per I'infezione su protesi totale di anca (PTA) e ginocchio (PTG).

Materiali e metodi. La diagnosi di infezione periprotesica e stata formulata con i criteri della So-
cieta di Infezioni Muscoloscheletriche (MSIS). L'accuratezza diagnostica di PTX3 ¢ stata analizzata
con I'analisi della curva ROC.

Risultati. Sono stati arruolati 62 pazienti sottoposti a revisione di PTA (n = 52) o0 PTG (n = 10)
dolorosa. Dieci casi sono stati classificati come settici. Il livello medio di PTX3 sinoviale era signi-
ficativamente piu elevato nei pazienti con infezione periprotesica. Per un valore soglia di 3 ng/mL,
la PTX3 sinoviale ha dimostrato sensibilita 100% e specificita 85%, mentre la PTX3 ematica ha
dimostrato 78% e 50%, rispettivamente.

Conclusioni. La PTX3 sinoviale ha dimostrato una forte abilita diagnostica per infezione periprote-
sica di anca e ginocchio.

Parole chiave: infezione periprotesica, PTA, PTG, PTX3

Summary

Introduction. The aim of the study was to evaluate the diagnostic ability of Synovial and serum
PTX3 for the infection of total hip arthroplasty (THA) and total knee arthroplasty (TKA).

Materials and methods. Musculoskeletal Infection Society (MSIS) criteria were used as reference
standard for diagnosis of periprosthetic joint infection (PJl). Receiver operating characteristic (ROC)
curve analyses was performed to assess the ability of serum and synovial PTX3 concentration to
determine the presence of PJI.

Results. We enrolled 62 patients undergoing revision of painful THA (n = 52) or TKA (n = 10). Ten
cases were septic. The average Synovial concentration of PTX3 was significantly higher in patients
with PJI. For a threshold value of 3 ng/mL, synovial PTX3 demonstrated sensibility 100% and
specificity 85%, while serum PTX3 demonstrated 78% and 50%, respectively.

Conclusions. Synovial PTX3 demonstrated a strong diagnostic ability for hip and knee PJI.

Key words: periprosthetic joint infection, THA, TKA, PTX3
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Introduzione

Linfezione periprotesica rappresenta una delle compli-
canze piu gravi in chirurgia protesica ortopedica. Essa
costituisce la causa di fallimento dell’impianto protesico
di anca (PTA) e ginocchio (PTG) nel 15% e 25% dei casi,
rispettivamente 2. L’incidenza delle complicanze infettive
e stimata intorno a 1,7% negli impianti primari di anca e
2,5% negli impianti primari di ginocchio 2.

La diagnosi di infezione periprotesica si basa attualmen-
te su diversi elementi strumentali quali misure locali di in-
fiammazione sinoviale (conta dei globuli bianchi nel liquido
sinoviale e istologia del tessuto sinoviale) #, misure siste-
miche di infiammazione (VES, PCR, IL-6) °, test radiologici
(radiografie, scintigrafia ossea, risonanza magnetica, TC,
PET) ¢, e tecniche di isolamento dell’agente patogeno (co-
lorazione di Gram, colture) ’. Infine, alcuni autori hanno
dimostrato il ruolo diagnostico dell’esterasi leucocitaria
sinoviale misurata con striscia reattiva colorimetrica, ripor-
tando una sensibilita e una specificita per la diagnosi di
infezione periprotesica pari a 93% e 89% rispettivamen-
te 89,

Al fine di rendere piu accurata la diagnosi in questi pazien-
ti, la Societa di Infezioni Muscoloscheletriche (MSIS) ha
elaborato una definizione di infezione periprotesica che si
basa sull’'integrazione di dati clinici e laboratoristici °. Negli
ultimi anni, la ricerca si € inoltre focalizzata sul possibile
ruolo di biomarcatori contenuti nel liquido sinoviale, dimo-
strando che alcune citochine e proteine con funzione an-
timicrobica presentano concentrazioni elevate nel liquido
sinoviale in caso di infezione periprotesica ''. L'identifica-
zione di biomarcatori a concentrazioni elevate nel sangue
e/o nel liquido sinoviale correlate all’infezione periprotesica
puod presentare il notevole vantaggio di ottenere una dia-
gnosi di infezione in fase di studio preoperatorio del pa-
ziente. Crescenti evidenze scientifiche avvalorano il ruolo
della Pentraxina lunga 3 (PTX3) non solo come un sensi-
bile biomarcatore di fase acuta di infiammazione 2, ma
anche di infezione al sistema respiratorio e urinario 4,
Inoltre, alti livelli di PTX3 correlano con una prognosi peg-
giore in pazienti settici '°.

Lobiettivo del presente studio pilota era di valutare I'ac-
curatezza diagnostica di PTX3 ematica e sinoviale per I'in-
fezione periprotesica in pazienti sottoposti a revisione di
PTA e PTG.

Materiali e metodi

| pazienti candidati a intervento di revisione di PTA e PTG
sono stati arruolati in modo prospettico e consecutivo. |
criteri di inclusione nello studio erano: PTA o PTG dolo-
rosa da almeno 3 mesi; presenza di sufficienti dati clinici

288

M. Loppini et al.

e di laboratorio per definire presenza o meno di infezione

periprotesica in accordo con i criteri MSIS 9 sufficiente

volume di liquido sinoviale periprotesico per I'esecuzione
del test oggetto dello studio. | criteri di esclusione dallo

studio erano: terapia antibiotica sospesa da meno di 2

settimane oppure in atto al momento del prelievo di liquido

sinoviale periprotesico; pregressa infezione periprotesica
trattata con posizionamento di spaziatore in pazienti can-

didati a reimpianto di PTA o PTG; intervento di revisione di

PTA o PTG per usura del polietilene o rottura di una o piu

componenti protesiche con nessun sospetto di infezione

periprotesica; intervento di revisione di PTA o PTG per lus-
sazione dell'impianto; metallosi.

| criteri MSIS sono stati usati come gold standard per la dia-

gnosi di infezione periprotesica °. Linfezione & stata quindi

definita dal riscontro di almeno uno dei seguenti criteri:

e solamento dello stesso microrganismo da due o piu
colture di liquido articolare o biopsie di tessuto peri-
protesico;

oppure

e presenza di un tragitto fistoloso comunicante con la
protesi e/0 la cavita articolare;

oppure

e riscontro di 3 dei seguenti criteri minori:

— valori di VES >30 mm/h e PCR >10 mg/L nel siero,

— numero di leucociti nel liquido articolare >3,000
cellule/ul oppure striscio positivo (++) per esterasi
leucocitaria,

— percentuale di neutrofili >80% nel liquido articolare,

— infiammazione acuta dei tessuti periprotesici all’e-
same istologico (>5-<10 polimorfonucleati neutrofili
per campo ad alto ingrandimento (600-400x) in cia-
scuno di 5 campi esaminati),

— una coltura di liquido articolare o biopsia di tessuto
periprotesico positiva.

| pazienti arruolati sono stati sottoposti ad intervento di

revisione one-stage o two-stage in base alla presenza o

meno di infezione periprotesica. |l risultato dell’analisi della

PTX3 ematica e sinoviale non era noto al chirurgo al mo-

mento della chirurgia, pertanto non ha influenzato né la

diagnosi di infezione periprotesica né la scelta del tipo di

trattamento di ciascun paziente.

In tutti i pazienti, il campione per il dosaggio ematico della

PTX3 e stato ottenuto con prelievo di sangue periferico

in Vacutainer con EDTA eseguito immediatamente prima

dell'intervento chirurgico. Il campione di liquido sinoviale
per il dosaggio di PTX3, & stato prelevato durante I'inter-
vento chirurgico, prima di eseguire I'artrotomia in modo
da limitare il piu possibile la contaminazione ematica. |
campioni sono stati inviati al laboratorio nel minor tempo
possibile e, comunque, entro lo stesso giorno di prelievo. |
campioni raccolti sono stati centrifugati a 2000 rpm per 10
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minuti a temperatura ambiente, il liquido sinoviale/plasma
e stato quindi recuperato, aliquotato e conservato a -80°C
fino al momento del dosaggio. Tutti i campioni ematici e
sinoviali per il dosaggio di PTX3 sono stati analizzati nel-
lo stesso processo in modo da minimizzare bias di misu-
razione dovuti a reagenti differenti. | livelli di PTX3 sono
stati misurati con un sistema ELISA basato sull’anticorpo
MNB4 in cattura e su un siero policlonale di coniglio purifi-
cato e biotinilato per il rilevamento di PTX3.

Per gli esami colturali, aliquote di almeno 1 ml di liquido
sinoviale sono state inoculate in fiasche da emocoltura per
microrganismi aerobi e anaerobi. Le fiasche sono state in-
cubate per 14 giorni.

| campioni bioptici sono stati prelevati intraoperatoriamen-
te in numero multiplo al fine di aumentare la sensibilita dei
metodi colturali e distinguere i microrganismi contaminanti
dai patogeni. Ciascuna biopsia di tessuto periprotesico &
stata prelevata con strumentazione separata e conservata
in un contenitore dedicato, al fine di minimizzare il rischio
di contaminazioni crociate dei campioni inviati per I'esame
colturale. Il numero di biopsie periprotesiche prelevate e
stato non inferiore a 3, includendo un campione rappre-
sentativo della interfaccia protesi-osso e due della capsula
articolare. Nei casi di evidenza di una zona con segni ma-
croscopici di infezione, sono stati prelevati tutti i tessu-
ti interessati. Nei medesimi punti in cui & stato prelevato
materiale per 'esame microbiologico € stato eseguito un
numero equivalente di biopsie per esame istologico al fine
di eseguire una valutazione dello stato infammatorio.

Analisi statistica

L’analisi statistica & stata eseguita tramite il software SPSS
versione 24. Per entrambe PTX3 sinoviale ed ematica &
stato calcolato valore soglia, sensibilta, specificita, valo-
ri predittivi positivo e negativo, likelihood ratios positivo e
negativo utilizzando la curva ROC (receiver operating cha-
racteristic curve) e 'indice di Youden (J).

Ogni curva ROC ¢ stata espressa mediante I'area sottesa
alla curva (AUC) con valori di AUC superiori a 0,9 sugge-
stivi di una eccellente potenza diagnostica del test. L'indi-
ce di Youden ¢ stato usato per identificare il valore soglia
ottimale per ciascun biomarcatore. Tale indice & funzione
sia della sensibilita sia della specificita e permette di iden-
tificare dove la loro somma & maggiore. Graficamente, tale
punto corrisponde alla spalla della curva ROC owvvero il
punto della curva piu vicino al punto che corrisponde a
x=0ey=1 (paria 100% di sensibilita e specificita).

Risultati

Sono stati arruolati 62 pazienti consecutivi (28 uomini, 34
donne) con un eta media alla chirurgia di 64 anni (range,
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Tabella I. Germi identificati all’esame colturale dei pazienti con dia-
gnosi di infezione periprotesica.

Stafilococcus epidermidis
Stafilococcus aureus
Stafilococcus capitis
Stafilococcus lugdunensis
Streptococcus agalactiae
Streptococcus sanguinis
Enterococcus faecalis

- a0 o NN 2

40-78) sottoposti a revisione di protesi dolorosa di anca
(n =52) o ginocchio (n = 10). In accordo con i criteri MSIS,
10 pazienti erano affetti da infezione periprotesica di anca
(n = 6) e ginocchio (n = 4). In Tabella | sono riportati i germi
identificati all’esame colturale. Non sono stati riportati casi
di infezioni polimicrobiche.

Il livello medio di PTX3 sinoviale era 23,56 + 37,7 ng/ml
nei pazienti con infezione periprotesica e 3,71 + 10 ng/
ml nei pazienti sottoposti a revisione asettica (P = 0,002)
(Fig. 1). ll'livello medio di PTX3 ematica era 5,29 + 5,4 ng/
ml nei pazienti con infezione periprotesica e 3,61 = 1,8 ng/
mL nei pazienti sottoposti a revisione asettica (P = 0,94)
(Fig. 2). Il dosaggio di PTX3 ematica non era disponibile
in 13 pazienti, di questi solo uno era affetto da infezione
periprotesica.

La PTX3 sinoviale ha dimostrato una AUC di 0,93 (IC 95%,
0,86-0,97) (Fig. 3) con sensibilita 100%, specificita 85%,
valore predittivo positivo 55%, valore predittivo negativo
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Figura 1. Livelli di PTX3 sinoviale nelle revisioni settiche e asetti-
che.
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Figura 2. Livelli di PTX3 ematica nelle revisioni settiche e asettiche.

100%, likelihood ratio positivo 6,6 e likelihood ratio nega-
tivo < 0,01. La PTX3 sinoviale ha riportato 8 casi di falsa
positivita e nessun caso di falsa negativita (Fig. 4).

La PTX3 ematica ha dimostrato una AUC di 0,59 (IC 95%,
0,38-0,8) (Fig. 5) con sensibilita 78%, specificita 50%,
valore predittivo positivo 25%, valore predittivo negativo
90%, likelihood ratio positivo 1,56 e likelihood ratio nega-
tivo < 0,44. La PTX3 ematica ha riportato 21 casi di falsa
positivita e 2 casi di falsa negativita (Fig. 6). Il valore soglia
identificato sia per la PTX3 sinoviale che ematica era di 3
ng/ml.

[ Pazienti eleggibili
_ N=62

PTX3 sinoviale negativa PTX3 sinoviale positiva PTX3 sinoviale NV
N=44 N=18 N=0
Criteri MSIS Criteri MSIS Criteri MSIS
N=44 N=18 N=0
Diagnosi finale Diagnosi finale Diagnosi finale
Infezione presente (N=0) Infezione presente Infezione presente (N=0)
Infezione assente (N=44) (N=10) Infezione assente (N=0)
Infezione NV (N=0) Infezione assente (N=8) Infezione NV (N=0)
Infezione NV (N=0)

Figura 4. Diagnosi di infezione periprotesica: confronto PTX3 sino-
viale e criteri MSIS.

Discussione

Il presente studio ha dimostrato che un aumento di concen-
trazione della proteina Pentraxina lunga 3 nel liquido sino-
viale di pazienti sottoposti a revisione di protesi dolorosa di
anca e ginocchio ha una forte abilita diagnostica per infe-
zione periprotesica. Al contrario, la concentrazione di PTX3
nel sangue ha dimostrato una scarsa abilita diagnostica per
le infezioni periprotesiche di anca e ginocchio.

Limmunita innata rappresenta la prima linea di difesa
verso i microbi e viene attivata da molecole con pattern
di riconoscimento umorale e cellulo-mediato. La Pentra-
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Figura 3. Curva ROC per la PTX3 sinoviale.
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Figura 5. Curva ROC per la PTX3 ematica.
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Pazienti eleggibili |
N=62 |

| PTX3 ematica negativa PTX3 ematica positiva | PTX3 ematica NV |
= = MN=13
Criteri MSIS Criteri MSIS Criteri MSIS
N=21 N=28 N=13
Diagnosi finale Diagnosi finale Diagnosi finale
Infezione presente (N=2) fe presente (N=7) | | Infezione presente (N=1)
Infezione assente (N=19) | | Infezione te (N=21) | | Infezi (N=12)
Infezione NV (N=0) Infezione NV (N=0) Infezione NV (N=0)

Figura 6. Diagnosi di infezione periprotesica: confronto PTX3 ema-
tica e criteri MSIS.

xina lunga 3 & una glicoproteina multimerica che rientra
nel braccio umorale dell'immunita innata . Durante la ri-
sposta di fase acuta, macrofagi, cellule dendritiche e cel-
lule endoteliali sintetizzano rapidamente PTX3 che viene
quindi rilasciata localmente nel sito di danno tissutale o
invasione microbica. Inoltre, la PTX3 viene rilasciata local-
mente dalle cellule polimorfonucleate che contengono la
proteina all’interno dei granuli intracellulari. La funzione di
resistenza antimicrobica esercitata dalla PTX3 si estrinse-
ca attraverso differenti meccanismi quali I'opsonizzazione
e la promozione della fagocitosi, regolazione dell’attivita
del complemento e interazione con proteine antimicrobi-
che . La PTX3 ¢ in grado di legare una grande varieta di
microrganismi, inclusi batteri, virus e alcuni funghi.

Negli ultimi anni, sono stati valutati diversi biomarcatori nel
sangue e/0 nel liquido sinoviale con I'obiettivo di sviluppare
nuovi test per rendere piu efficace il processo di diagnosi
delle infezioni periprotesiche. In particolare, Deirmengian
e colleghi "' hanno dimostrato che I'alfa-defensina umana
1-3, I'elastasi neutrofila tipo 2, la proteina battericida/per-
meabilizzante, la lipocalina neutrofila gelatinasi-associata
e la lattoferrina sono in grado di predirre correttamente la
diagnosi di infezione periprotesica secondo i criteri MSIS
con sensibilita e specificita pari al 100%.

Tra i differenti biomarcatori proposti, I'alfa-defensina € un
peptide antimicrobico che viene secreto nel liquido si-
noviale da neutrofili umani in risposta alla presenza di un
agente patogeno. Tale peptide si integra nella membrana
cellulare del patogeno e ne determina I'uccisione svolgen-
do quindi un’azione antimicrobica di supporto al sistema
immunitario. L'alfa-defensina ha avuto una notevole diffu-
sione negli ultimi anni, anche perché oltre alla metodica
di misurazione della proteina nel liquido sinoviale median-
te metodica ELISA in laboratorio, & stata sviluppata una
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metodica mediante immunocromatografia da eseguire su
campione di liquido sinoviale direttamente in sala opera-
toria (kit Synovasure™). Tuttavia, una recente meta-analisi
della letteratura ha dimostrato che I'abilita diagnostica del-
le due metodiche non & sovrapponibile, evidenziando una
superiorita della metodica ELISA (sensibilita 97% versus
80%, specificita 97% versus 89%) 7. Nello stesso studio,
gli Autori hanno anche riportato sensibilita e specificita di
altri biomarcatori sinoviali quali esterasi leucocitaria (79%
e 92%, rispettivamente), interleuchina-6 (76% e 91%, ri-
spettivamente) e proteina C reattiva (86% e 90%, rispet-
tivamente).

Nel presente studio la PTX3 sinoviale ha dimostrato una
sensibilita pari a 100% e una specificita pari a 85%. Per-
tanto, rispetto agli altri marcatori sinoviali quali alfa-de-
fensina, esterasi leucocitaria, interleuchina-6 e proteina C
reattiva, essa presenta una sensibilita maggiore, ma una
specificita inferiore. In considerazione del valore di sensi-
bilita, il test della PTX3 sinoviale permetterebbe di esclu-
dere la diagnosi di infezione periprotesica in caso di test
negativo. Al contrario, la positivita del test non permette
una diagnosi certa di infezione, per tale motivo potrebbe
essere utile I'associazione con altri test piu specifici.

Nei pazienti sottoposti a revisione two-stage non & stato
eseguito un ulteriore dosaggio dei livelli di PTX3 sinoviale
ed ematica al momento della rimozione dello spaziatore e
del reimpianto. Per tale motivo, non € possibile valutare se
tale proteina pud essere utile per verificare I'eradicazione
dell'infezione e identificare il corretto timing per il reimpianto.
Il limite maggiore dello studio & la numerosita ridotta del
campione. Inoltre, solo 10 pazienti erano affetti da infe-
zione periprotesica secondo i criteri MSIS. Per tale mo-
tivo, sono necessari ulteriori studi diagnostici prospettici
con maggiore numerosita campionaria e quindi adegua-
ta potenza statistica per confermare questi risultati. Al
contrario, un punto di forza dello studio & rappresentato
dall'inclusione di soli pazienti con PTA o PTG dolorosa.
In questo modo ¢ stato valutato un campione omogeneo
di pazienti con possibile sospetto di infezione, in quanto
sono stati esclusi tutti i pazienti con indicazione a chirurgia
di revisione per cause francamente asettiche.

Conclusioni

La PTX3 sinoviale ha dimostrato una forte abilita diagno-
stica per le infezioni periprotesiche. Per tale motivo, la
PTX3 potrebbe rappresentare un biomarcatore utile per
la diagnosi di infezioni periprotesiche in pazienti sottoposti
a revisione per protesi dolorosa di anca e ginocchio. Tut-
tavia, studi diagnostici su una popolazione piu numerosa
sSONo necessari per confermare i dati preliminari del pre-
sente studio.
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